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(57) Anotacia:

Protivirusova zmes obsahuje kombindciu (2R,cis)-4-
-amino-1-(2-hydroxy-metyl-1,3-oxatiolan-5-yl)-1H-
-pyrimidin-2-onu (3TC) alebo jej farmaceuticky prija-
telného derivatu a 3’-azido-3’-deoxytymidinu (AZT)
alebo jeho farmaceuticky prijatel’ného derivatu. Farma-
ceutické prostriedky s obsahom uvedenej kombinacie
zI(¢enin st vhodné na pouZitie na lie¢enie osdb infiko-
vanych HIV alebo na prevenciu u ohrozenych oséb.
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Oblast’ techniky

Vynalez sa tyka protivirusovych zmesi s obsahom
nukleozidovych analdgov, okrem tejto latky zmesi obsa-
huji dalSie protivirusové latky, vyhodne latky, ktoré sii -
¢inné proti virusu HIV.

Doterajsi stav techniky

Virus Fudskej imunodeficiencie HIV spdsobuje rad kli-
nickych stavov vratane ziskaného syndrému deficiencie
systému AIDS a chronickej neurologickej poruchy. Nukle-
ozidy ako AZT, ddC a ddI spdsobuji inhibiciu replikacie
HIV in vitro a maji protivirusovy uéinok na enzym rever-
znej transkriptazy, pre ktora je virus kédom po metaboliz-
me v bunkach za vzniku 5'-trifosfatovych derivatov.

AZT zniZuje chorobnost a Gmrtnost chorych s AIDS.
Infekcia buniek HIV vSak ma za néasledok integraciu ge-
nému virusu do chromozému hostitel'a a je teda potrebné
pokragovat’ v lie¢eni pomocou AZT dlhy ¢as. Dosledkom
dlhodobého lieCenia AZT je v3ak toxicita tejto latky pre
kostnu drefi a vznik variantov virusu HIV-1, ktoré s odol-
né proti AZT. Podobne tieZ niektori chori pri lieteni ddC
majit tazkosti, suvisiace s tymto lietenim, napriklad trpia
periférnou neuropatiou, a takisto pri podavani ddI vznikaja
neZiaduce Wlinky, ako pankreatitida a periférne neuropatia.

Pouzitic zmesi GCinnych latok moéZe vyvolat ekviva-
lentny protivirusovy a¢inok pri zniZeni toxicity alebo zvy-
$eni GCinnosti niektorej G¢innej latky v pripade, Ze medzi
latkami, pouZitymi v zmesi, dochédza k synergnému 0¢&in-
ku. Niziie celkové davky GCinnych latok pravdepodobne
tieZ zniZi vyskyt variantov HIV, odolnych proti tymto lat-
kam. Bol pouZity rad réznych metdd na skimanie fidinkov
zmesi rdznych zlienin.

Vsetky postupy maju svoje obmedzenia, niektoré me-
tédy st uskutoétiované aj na inych systémoch, neZ pre kto-
ré si uréené. AZT mé synergny protivirusovy uéinok in
vitro v zmesi s latkami, ktoré¢ brzdia replikaciu HIV-1 v i-
nej faze neZ pri reverznej transkripcii, ide napriklad o re-
kombinantny rozpustny CD4 castanospermin a rekombi-
nantny interferén alfa. Je viak nutné tieZ uviest, Ze pri
kombindciach roznych latok moze dojst’ k zvySeniu cyto-
toxicity. AZT a rekombinantny interferon alfa maji zvyse-
ny cytotoxicky 1n&inok na materské bunky neporuienej
Tudskej kostnej drene.

Bola tieZ skimana moZnost AZT s d'al3imi nukleozid-
mi. PouZitim ddC ddjde k zniZeniu cytotoxicity vysokych
davok AZT pre kostnu drefl bez ovplyvnenia protiviruso-
vého G&inku. Pouzitim ddI a AZT dochéadza k zvyseniu se-
lektivity synergnym protivirusovym ucinkom, toxicita pre
materské bunky Fudskej kostnej drene sa v§ak spocita.

Ako bolo uvedené, Ze zlG&enina vzorca (I)
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oznacované ticZ BCH-189 alebo NGPB-21 mé protiviruso-
vy G¢inok najma proti virusom ludskej imunodeficiencie
HIV, ktoré s pri¢inou syndrému AIDS, ako bolo opisané
v publikacii 5th Anti-Aids Conference, Montreal, Kanada,

5. az 9. juna 1989, Abstracts T.C.0.1 a M.C.P.63 a tieZ v
eurépskom patentovom spise &. 382 562. Zlidenina vzorca
(1) je racemickou zmesou dvoch enantiomérov so vzorcom
(1-1) a (1-2).

NH, NH,
N | N7 f
O)\N 02\.‘1
HOCH, , =
Hoc?f’j‘ J
S
(1-2) (1-1

Hoci enantioméry zlG&eniny vzorca 1 maja proti HIV
rovnaky G¢inok, jeden z enantiomérov a to (-)-enantiomér
ma podstatne niZiu toxicitu neZ (+)-enantiomeér.

(-)-enantiomér ma chemicky nézov (-)cis-4-amino-1-
-(2-hydroxymetyl-1,3-oxatiolan-5-yl)-(1H)-pyrimidin-2-
-on. Pokial' ide o stereochémiu, ide o zlifeninu vzorca
(I-1) s nazvom (2R cis)-4-amino-1-(2-hydroxymetyl-1,3-
-oxatio-lan-5-y!)-(1H)-pyrimidin-2-on. Zlu¢enina je znima
ako 3TC.

Bolo preukézané, Ze zlu¢enina vzorca (I) a zvIa$t jej
(-)-enantiomér ma neotakéavané vyhody v pripade pouZitia
so znamymi inhibitormi replikacie HIV. Zv1a8¢ zladenina
vieobecného vzorca (I) ma synergicky protivirusovy ui-
nok a/alebo dochédza k zniZeniu cytotoxicity pouZitim v
kombinacii so zndmymi inhibitormi replikacie HIV.

Podstata vynilezu

Podstatu vynalezu teda tvori protivirusova zmes, obsa-
hujaca zlieninu vzorca (I) alebo jej farmaceuticky prija-
telny derivét a inhibitor replikacie HIV.

PouZitym inhibitorom mdZe byt akykolvek inhibitor
replikécie HIV bez ohladu na to, akym spdsobom k inhibi-
cii replikacie dochddza. MoZe ist napriklad o inhibitory,
spdsobujtice inhibiciu reverznej transkriptazy HIV, protea-
zy HIV, TAT a podobne.

Z tychto inhibitorov je moZné uviest’ napriklad 3'-azi-
do-3'-deoxytymidin (AZT, zidovudin) alebo farmaceuticky
prijatelné derivaty tychto zlu¢enin.

Zlugenina vzorca (I) sa vyhodne pouZije vo forme
svojho (-)enantioméru 3TC.

Inhibitor replikacie HIV sa vyhodne voli zo skupiny
AZT, ddI, Ro 31-8959 alebo R-82150 (TIBO).

Zv1a§t vyhodnym inhibitorom replikacie HIV je ddI a
najmi AZT.

V pripade, ¢ sa zligenina vzorca (I) uvadza ako
(-)-enantiomér, je v podstate zbavend zodpovedajiiceho
(+)-enantioméru, to znamend, Ze obsahuje najviac 5 %
hmotnostnych (+)-enantioméru, vyhodne najviac 2 a zvlast
najviac 1 % hmotnostné tohto druhého enantioméru.

Pod pojmom "farmaceuticky prijatelny derivat” sa ro-
zumie akdkolvek farmaceuticky prijatena sof, ester alebo
sol’ tohto esteru, ktora po podani prijemcovi je schopné ne-
priamo uvolnit' povodnd latku alebo jej metabolit alebo
zvy$ok s protivirusovym uinkom.

Je zrejmé, 7e zlieninu vzorca (1) je moZné modifiko-
vat’ za vzniku jej farmaceuticky prijatelnych derivatov, a to



SK 279262 B6

na funkénych skupinach zakladnej 3truktiry i na hydroxy-
metylovej skupine oxatiolanového kruhu. Modifikécie
tychto funk&nych skupin takisto spadaji do rozsahu vyna-
lezu. Ale zvla3tny vyznam maji farmaceuticky prijatelné
derivaty, ziskané modifikaciou 2-hydroxymetylovej skupi-
ny oxatiolanového kruhu.

Vyhodnymi estermi zligeniny vzorca (1) s tieZ tie z1u-
¢eniny, v ktorych je atém vodika 2-hydroxymetylovej sku-
piny nahradeny acylovou skupinou vieobecného vzorca

R-C-,
0O

kde skupina R esterov, ktora je odlisna od karboxylovej
skupiny sa voli zo skupiny atém vodika, alkyl s priamym
alebo rozvetvenym retazcom, ako metyl, etyl, n-propyl,
terc.-butyl, n-butyl, d'alej alkoxyalkyl, ako metoxymetyl,
aralkyl, ako benzyl, aryloxyalkyl, ako fenoxymetyl alebo
aryl, ako fenyl, pripadne substituovany atémom halogénu,
alkylovou skupinou alebo alkoxyskupinou vzdy s 1 aZ 4
atomami uhlika, d'alej mdZe ist o sulfonatové estery, a to
alkylsulfonyl alebo aralkylsulfonyl, napriklad metansulfo-
nyl, o estery s aminokyselinami, ako L-valyl alebo L-izo-
leucyl a mono-, di- alebo trifosfatové estery.

V opisanych esteroch, ak nie je uvedené inak, obsahuju
alkylové skupiny 1 aZ 16 atémov uhlika, vyhodne 1 a% 4
atémy uhlika. Arylovou skupinou v tychto esteroch je vy-
hodne fenylova skupina.

Vhodnymi estermi s najmé alkylestery s 1 az 16 até-
mami uhlika v alkylovej Zasti, nesubstituované benzyleste-
ry alebo benzylestery, substituované aspoti jednym at6-
mom halogénu, to znamen4 brému, chléru, fludru alebo jé-
du, alkylovou skupinou alebo alkoxyskupinou vidy s 1 az
6 atomami uhlika, nitroskupinou alebo trifluérmetylovou
skupinou.

Farmaceuticky prijatelné soli zlu¢eniny vzorca (I) st
soli, odvodené od farmaceuticky prijatelnych anorganic-
kych a organickych kyselin a zasad. Prikladom vhodnych
kyselin mdZu byt kyseliny chlorovodikova, bromovodiko-
v, sirov4, dusi®n4, chloristd, fumarové, maleinov4, fosfo-
rena, glykolova, mlietna, jantarova, p-toluénsulfénova,
vinna, octovd, citrénova, metansulfénova, mravéia, benzo-
ova, malénova, naftalén-2-sulfonovd a benzénsulféonova.
Iné kyseliny, ako kyselina $favel'ovd, nie s farmaceuticky
prijatelné, ale soli tychto Kyselin mdZu byt pouZitelné ako
medziprodukty na vyrobu zlG&enin podla vynélezu a ich a-
di¢nych soli s kyselinami, prijatelnych z farmaceutického
hladiska.

Soli, odvodené od vhodnych baz, zahfiiaju soli s alka-
lickymi kovmi, napriklad sodikom, s kovmi alkalickych
zemin, ako hor&ikom, aménne soli a soli typu NR4¥, v kto-
rych R znamena alkylovil skupinu s | aZ 4 atbmami uhlika.

Zludenina vzorca (I) ma synergicky ufinok s druhou
zloZkou, pouZitou v kombinécii a/alebo je schopna odstra-
nit’ cytotoxické udinky tejto druhej zlozky.

Vyhodné Gginky zlG¢eniny vzorca (I) a druhej protivi-
rusovej latky je moZné pozorovat vo velmi Sirokom roz-
medzi pomerov, napriklad 1 : 250 az 250 : 1, vyhodne
1:50a250:1azvlast 1: 10 az 10 : 1. Je vhodné pouzZit
kazd zo zlacenin v kombinacii v mnoZstve, v ktorom méd
protivirusovii G¢innost v pripade, Ze je pouZita sama osebe.

Je mozné odakavat, ze uvedené kombinacie budu vie-
obecne pouZitelné v pripade virusovych infekcii alebo v

pripade nadorov, spojenych s pésobenim virusov u Pudi.
Inhibicia infektivity virusu alebo nadorového rastu in vitro
alebo in vivo spada rovnako do rozsahu vynalezu.

Virusovli infekciu u cicavcov vratane &loveka je teda
mozné lietit’ tak, Ze sa si¢asne podava protivirusova latka
vzorca (I) a inhibitor replikacie HIV.

Je zrejmé, Ze zlu€eninu vzorca (I) a druha protiviruso-
vu latku je moZné podévat siasne, nasledne alebo v kom-
binicii. V pripade, Ze sa zla¢eniny podavaji jedna po dru-
hej, nemal by interval do podania druhej z tychto l4tok byt
taky velky, aby doflo k strate synergného Gdinku tejto
kombinécie. Vyhodne sa viak obidve latky podavaju su-
Casne.

Je zrejmé, Ze ak sa vyskytuje zmienka o lieCeni, tyka sa
této zmienka tak skutodného liegenia infekcie alebo jej pri-
znakov, ako aj profylaktického pouZitia.

Je tieZ zrejmé, Ze mnoZstvo uvedenej kombindacie, ktoré
bude na lieCenie pouZité, sa bude menit nielen v zavislosti
na zvolenej zli¢enine, ale tieZ v zavislosti od spdsobu po-
dania, povahy lie¢eného ochorenia, veku a stavu chorého.
Skutotné davky uri oetrujici lekdr alebo veterinarny le-
kar. Vieobecne je mozné uviest, Ze vhodna davka sa bude
pohybovat’ v rozmedzi 1 a¥ 750 mg/kg, napriklad 10 a% 75
mg/kg telesnej hmotnosti za defi, ide napriklad o davku 3
az 120 mg/telesnej hmotnosti za defi, vyhodne 6 az 90 a
zvladt 15 aZ 60 mg/kg za deit pre kaZzdu z Geinnych zloZiek
kombinacie.

PoZadovanii dennii davku je moZné podat’ naraz alebo
rozdelene vo vhodnych intervaloch, napriklad v dvoch,
troch, Styroch alebo vo vic$om poéte ddvok denne.

Uvedena kombinécia sa vyhodne podava ako liekova
forma, obsahujica napriklad 10 az 1500, vyhodne 20 az
1000 a zvI1a8t 50 az 700 mg kazdej z Wlinnych zloZiek v
jednotlivej davke.

V ideélnych pripadoch by mala byt kombinécia poda-
vana tak, aby bola dosiahnuté najvysSia koncentracia kaz-
dej z G&innych zloZiek 1 aZ 73, vyhodne 2 aZ 50 a zvla3t' 3
az 30 mM. Toto je mozné dosiahnut napriklad vnutroZilo-
vou injekciou 0,1 aZ 5% roztoku ucinnych zloZiek, pripad-
ne v roztoku chloridu sodného alebo peroralnym podanim
davky 1 a2 100 mg kazdej z t&innych zloZiek. Ziaduce
koncentrécie v krvi je moZné udrzovat’ kontinualnou infii-
ziou tak, aby bola doddvana davka 0,01 a7 5,0 mg/kg za
hodinu alebo prerusovanou infiziou, obsahujicou 0,4 aZ
15 mg kazdej u¢innej zloZky.

Aj ked’ je na lietebné ucely moZné podavat’ G¢inné
zloZky kombinacie vo forme chemickych latok, je vyhodné
ich podavat vo forme farmaceutického prostriedku.

Podstatu vynalezu d'alej tvori farmaceuticky prostric-
dok, ktory ako svoju GZinni zloZku obsahuje zlGeninu
vzorca (1), tj. (2R,cis)-4-amino-1-(2-hydroxy-metyl-1,3-
-oxatiolan-5-yl)-1H-pyrimidin-2-on (3TC) alebo jej farma-
ceuticky prijatelny derivit a 3'-azido-3'-deoxytymidin
(AZT) alebo jeho farmaceuticky prijatelny derivat a farma-
ceuticky prijatelny a jeden alebo va¢si poget farmaceutic-
kych nositov. Nosi¢ musi byt "prijatelny"”, to znamena
kompatibilny s ostatnymi zlozkami a nekodny.

Farmaceutické prostriedky mdZu byt urené na pero-
ralne, rektalne, nosné, miestne podanie (vratane sliznice
dutiny stnej a pod jazykom), vaginalne alebo parenterdl-
ne, napriklad vnutrosvalové, podkozné alebo vnitroZilové
podanie alebo mdZu mat’ formu, vhodna na podanie insuf-
laciou. Farmaceutické prostriedky médZu byt pripravené vo
forme, rozdelené na jednotlivé davky a je moZné ich pri-
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pravit’ akymkol'vek zndmym spdsobom. Pri v3etkych po-
stupoch sa vZdy mie$a 0¢inna zlozka s kvapalnym alebo
jemne rozptylenym pevnym nositom alebo s oboma typmi
nosi¢ov, a potom sa pripadne vysledny produkt tvaruje.

Farmaceutické prostriedky, vhodné na peroralne poda-
nie, méZu mat’ tvar jednotiek, napriklad kapsul, satkov a-
lebo tabliet, kazd4 z tychto jednotiek obsahuje vopred sta-
novené mnoZstvo udinnej zlozky vo forme prasku, granu-
latu, roztoku, suspenzie alebo emulzie. Utinna zlozku je
tieZ mozné spracovat’ na jednotku obsahujicu véacsiu dav-
ku, na mast alebo pastu. Tablety a kapsuly na peroralne
podanie mdZu obsahovat’ bezné pomocné latky, ako spoji-
va, plniva, lubrikanty, dezintegratné &inidla alebo zma-
tadld. Tablety je moZné potiahnuf zndmym spdsobom.
Kvapalné prostriedky na peroralne podanie mdZu mat na-
priklad formu suspenzie, roztoku alebo emulzie vo vode
alebo v oleji, sirupe alebo elixire alebo moze ist' o suchy
produkt, urfeny na zmieanie s vodou alebo inym vhod-
nym nosnym prostredim tesne pred pouZitim. Kvapalné
prostriedky mdzu obsahovat’ bezné prisady, napriklad &i-
nidla, napomahajiice vzniku suspenzie, emulgdtory, nevod-
né nosné prostredia, napriklad jedl¢ oleje alebo tiez kon-
zervaéné latky.

Zliteniny je moZné spracovat’ tiex na formy, vhodné
na parenterdlne podanie, naprikiad na injek¢né formy, ako
jednorazové injekcie vat3ej davky alebo kontinualne infii-
zie, a je moZné ich ukladat’ po jednotlivych davkach do
ampul, vopred naplnenych injek&nych strickatick, infizii s
malym objemom alebo fTastitiek, ktoré obsahuju vidsi po-
et davok a konzervatné ginidlo. Farmaceuticky prostrie-
dok mbZe mat’ formu suspenzie, roztoku alebo emulzie v
olejovom alebo vo vodnom prostredi a méZe obsahovat
pomocné ¢inidld, ako €inidla na vznik suspenzie, stabili-
zitory a/alebo dispergatné ¢inidla. Utinna latka moze byt
dodévana aj vo forme prasku, ziskaného izoldciou sterilnej
pevnej latky za aseptickych podmienok alebo lyofilizciou
z roztoku, tito forma je urlenad na zmieSanie s vhodnym
nosnym prostredim, napriklad sterilnou bezpyrogénnou
vodou tesne pred pouZitim.

Na miestne podanie na pokozku je mozné spracovat
zmes podl'a vynéalezu na masti, krémy, emulzie alebo na-
plasti na vstrebdvanie koZou. Masti a krémy mé%u mat
vodny alebo olejovy zéklad a mdZu obsahovat latky na za-
hustenie a/alebo na tvorbu gélu. Emulzie mézu byt na
vodnom alebo olejovom zaklade a budi obvykle obsaho-
vat’ jeden alebo viCSi podet emulgatorov, stabiliztorov,
dispergacnych Cinidiel, ¢inidiel na vznik suspenzie alebo
na zahustenie alebo aj farbiva.

Prostriedky, vhodné na miestne podanie Gstnou slizni-
cou, st napriklad tablety koso¥tvorcového tvaru, obsahuji-
ce uCinnd zlozku v ochutenej zékladnej hmote, ktorou je
obvykle sacharéza a agétovd alebo tragakantovid guma,
pastilky, obsahujice 0&inn0 zloZku v inertnej zékladnej
hmote, ako je Zelatina a glycerol alebo sacharéza a agatova
guma a ustne vody, ktoré uginni zloZku obsahuji vo
vhodnom kvapalnom nosigi.

Farmaceutické prostriedky, urdené na rektalne podanie
za pouZitia pevného nosica, si vyhodne &ipky, obsahujuce
jednotlivi davku Géinnej latky. Vhodnymi nosiémi sa ka-
kaové maslo a d’al¥ie bezne pouzivané materialy. Cipky sa
vyrabaji zmieSanim 0&innej zlozky so zmékéenym alebo
roztavenym nosi¢om alebo nosi¢mi s naslednym ochlade-
nim a tvarovanim vo formach.

Prostriedky, vhodné na podanie do podvy, mdZu mat

formu pesarov, tampénov, krémov, gélov, past, pien alebo
sprejov, obsahujicich okrem uéinnej zlozky aj prislusné
typy nosicov.

Na podavanie do nosa je mozné zli¢eniny v kombina-
cii pouZit' ako kvapalné spreje alebo dispergovatelné pras-
ky, alebo aj vo forme kvapiek.

Kvapky je moZné pripravit' za pouZitia vodnej alebo
nevodnej bazy, pripadne za pouZzitia jedného alebo vicSie-
ho podtu disperga¥nych &inidiel, solubilizaénych latok ale-
bo ¢inidiel na vznik suspenzie. Kvapalné spreje sa obvykle
podévaju v baleni pod tlakom.

Na podanie inhalacie je kombinicia zli¢enin obvykle
vloZen4 do insufladného zariadenia, rozpraSovaca alebo
tlakového balenia alebo je moZné pouZit' iné bezné pros-
triedky na tvorbu aerosolov. Tlakové balenia méZu obsa-
hovat' vhodny hnaci plyn, napriklad dichlérdiflurmetan,
trichlorfluérmetan, dichldrtetrafludretdn, oxid uhlidity ale-
bo iny vhodny plyn. V pripade aerosolov pod tlakom je
moZné uréit’ davku zaradenim odmerného ventilu.

Pri podani inhalaciou alebo insuflaciou je moZné kom-
binaciu zli&enin pouZit v praskovej forme, je napriklad
moZné praskovi kombinéciu zligenin zmieSat’ s inertnym
pragkovym nosi¢om, ako je laktéza alebo $krob. Praskovy
prostriedok méZe byt dodévany vo forme, rozdelenej na
jednotlivé dévky, ako sa napriklad Zelatinové kapsuly ale-
bo néaplasti (blistre), z ktorych je moZné podavat’ prasok
pomocou inhalaéného alebo insuflagného pristroja.

V pripade potreby je mozné pripravit’ aj prostriedky s
pomalym uvol'nenim u¢innej zlozky.

Farmaceutické prostriedky podla vynilezu moZu obsa-
hovat edte dal§ie G¢inné zloZky, napriklad antimikrobialne
latky alebo konzerva€né prostriedky.

Zlugeninu vzorca (I) je mozné pripravit spdsobom
podla eurdpskeho patentového spisu & 382 562.

Jednotlivé enantioméry je moZné z raceméitu ziskat
rozdelenim akymkol'vek spdsobom, znamym na delenie ra-
cematov na zodpovedajiice enantioméry, najmé je moZné
tieto latky ziskat' zo znidmeho racematu chirdlnou vysoko-
tlakovou kvapalinovou chromatografiou HPLC, enzyma-
ticky sprostredkovanym enantioselektivnym katabolizmom
posobenim vhodného enzymu, napriklad cytidindeaminazy
alebo selektivnou enzymatickou degraddciou vhodného de-
rivéatu za pouZitia 5'-nukleotidu. Spdsoby vyroby 3TC boli
opisané v PCT patentovej prihlaske ¢. WO91/17159.

Praktické vykonanie vynélezu bude vysvetlené nasle-
dujicimi prikladmi, ktoré vSak ncmaju shiZit' na obmedze-
nie rozsahu vynalezu.

Priklady uskutoénenia vynalezu
Medziprodukt 1

5-metoxy-1,3-oxatioldn-2-metanolbenzoat

Roztok 1,6 g chloridu zino&natého v 15 ml horticeho
metanolu sa za mie$ania prida k roztoku 34,2 g dimetyla-
cetélu merkaptoacetaldehydu a 48,3 g benzoyloxyacetalde-
hydu v 1300 ml toluénu, a zmes sa potom 50 minit zohrie-
va pod dusikom na teplotu varu pod spétnym chladiom.
Ochladena zmes sa odpari, zriedi malym mnoZstvom tolué-
nu a prefiltruje cez infuzériovu hlinku. Spojené filtraty a
toluén sa premyji dvakrat nasytenym vodnym roztokom
hydrogénuhli¢itanu sodného, a potom nasytenym vodnym
roztokom chloridu sodného, vysuia sa siranom hore¢na-



SK 279262 B6

tym a odparia na olej, ktory sa chromatografuje na stipci s
obsahom 2 kg oxidu kremi¢itého (Merck 9385), ako elu¢né
¢inidlo sa pouZije chloroform, &im sa ziska 45,1 g
vysledného produktu vo forme oleja ako zmes anomérov v
pomere priblizne 1 : 1.

IH-NMR (DMSO0-dg): § 3,1 - 3,3 (4H), 3,42 (6H), 4,4-4,6
(4H), 5,41 (1H), 5,46 (1H), 5,54 (1H), 5,63 (1H), 7,46
(4H), 7,58 (2H), 8,07 (4H).

IR-spektrum ymax (CHBr3) 1717,6 cm-1.

Medziprodukt 2

(£)-cis-1-(2-benzoyloxymetyl-1,3-oxatiolan-5-yl)-(1H)-
-pyrimidin-2,4-dion

Zmes 9,62 g jemne mletého uracilu, 50 ml hexametyl-
disilazanu a 30 mg siranu aménneho sa zohrieva pod dusi-
kom na teplotu varu pod spitnym chladi¢om az do ziskania
gireho roztoku. Roztok sa ochladi, a potom sa odpari na
bezfarebny olej, ktory sa rozpusti pod dusikom v 100 ml a-
cetonitrilu. Roztok sa pridd k mie$anému, Fadom chlade-
nému roztoku 19,43 g 5-metoxy-1,3-oxatiolan-2-metanol-
benzoatu (medziprodukt 1) v 600 ml acetonitrilu, a potom
sa pridd ete 14,7 ml trimetylsilyltrifluérmeténsulfonatu.
Ladovy kipel sa odstrani a roztok sa zohrieva pod dusi-
kom 45 minut na teplotu varu pod spatnym chladi¢om. Po
ochladeni a odpareni sa odparok &isti chromatografiou na
stipci s obsahom 1 kg oxidu kremititého (Merck 9385), a-
ko elu¢né ginidlo sa pouzije zmes chloroformu a metanolu
9 : 1. Prisludné frakcie sa ochladia a odparia, ¢im sa ziska
surovy odparok. Tento odparok sa podrobi frakénej krySta-
lizacii z &o najmenicho mnoZstva, priblizne 1200 ml, ho-
riceho metanolu, &im sa ziska 6,32 g vysledného produktu
vo forme bielych krystalov.

TH-NMR (dg-DMSO): & 11,36 (1H, bs), 7,50 - 8,00 (H,
m), 6,20 (1H, t), 5,46 (2H, m), 4,62 (2H, m), 3,48 (1H, m),
3,25 (1H, m).

Medziprodukt 3

(£)-cis-4-amino- I-(2-benzoyloxymetyl-1,3-oxatiolan-5-yl)-
-(1H)-pyrimidin-2-on

Postup a)

Suspenzia 20,705 g cytozinu a niekolkych miligramov
siranu aménneho v 110 ml hexametyldisilazénu sa mieSa a
zohrieva pod dusikom 2,5 hodiny na teplotu varu pod spt-
nym chladi¢om. Rozpuitadlo sa odstrani odparenim a pev-
ny zvy$ok sa rozpusti v 350 ml bezvodého acetonitrilu.
Tento roztok sa prenesie pomocou ohybnej ihly do mie3a-
ného, Fadom chladeného roztoku 43,57 g 5-metoxy-1,3-
-oxatiolan-2-metanolbenzoatu (medziprodukt 1) v 650 ml
acetonitrilu pod dusikom. Potom sa prida 33 ml trimetyl-
silyltrifluormetansulfonatu, roztok sa nechd 1,5 hodiny o-
teplit’ na teplotu miestnosti, a potom sa zohrieva cez noc na
teplotu varu pod spitnym chladi¢om. Vyslednd zmes sa
odpari, zriedi sa 500 ml nasyteného vodného roztoku hyd-
rogénuhli¢itanu sodného, a potom sa extrahuje 3 x 500 ml
etylacetdtu. Extrakty sa spoja, premyji sa 2 x 250 ml vody
a 250 ml nasyteného vodného roztoku chloridu sodného,
vysusia sa siranom hore¢natym a odparia sa na penu, ktord
sa chromatografuje na 600 g oxidu kremigitého (Merck
7734), ako elu¢né &inidlo sa pouZije zmes etylacetitu a
metanolu, ¢im sa ziska 31,59 g zmesi anomérov v pomere

priblizne 1 : 1. Zmes sa neché kry3talizovat’ zo zmesi 45 ml
vody a 9,0 ml etanolu, &im sa ziska 10,23 g pevnej latky,
ktord sa nechd prekry3talizovat zo 120 ml etanolu a 30 ml
vody, ¢im sa ziska 9,26 g vysledného produktu vo forme
bielej pevnej latky.

max (MeOH) 229,4 mm (E1% 610), 272,4 mm (E1% 293),

IH-NMR (DMSO-dg): & 3,14 (1H), 3,50 (1H), 4,07 (2H),
5,52 (1H), 5,66 (1H), 6,28 (1H), 7,22 (2H), 7,56 (2H), 7,72
(2H), 8,10 (2H).

Postup b)

7,0 ml oxychloridu fosfore¢ného sa po kvapkéach za
mieSania pridd k l'adom chladenej suspenzii 11,65 g 1,2,4-
-triazolu v 120 ml acetonitrilu, a potom sa za udrZovania
vnutornej teploty zmesi pod 15 °C po kvapkach prida 22,7
ml trietylaminu. Po 10 minutach sa pomaly pridé este roz-
tok 6,27 g ()-cis-1-((2-benzoyloxymetyl-1,3-oxatiolan-5-
-yl)-(1H)-pyrimidin-2,4-dionu (medziprodukt 2) v 330 ml
acetonitrilu. Potom sa zmes mie$a eSte cez noc pri teplote
miestnosti. Zmes sa ochladi na l'adovom kipeli, a potom sa
pomaly prida 30 ml trietylaminu, a potom este 21 m! vody.
Vysledny roztok sa odpari a odparok sa deli medzi 400 ml
nasyteného roztoku hydrogenuhli¢itanu sodného a 3 x 200
ml chloroformu. Chloroformové extrakty sa spoja, vysusia
siranom horeénatym, prefiltruji a odparia, ¢im sa ziska 9,7
g surového odparku. Tento odparok sa rozpusti v 240 ml
1,4-dioxanu a prida sa 50 ml koncentrovaného vodného a-
montaku (¥pecifickd hmotnost' 0,880). Po 1,5 hodine sa
roztok odpari a odparok sa rozpusti v metanole. Déjde k
vyzréZaniu pevnej latky, ktora sa odfiltruje. Matersky lth
sa isti chromatografiou na oxide kremiditom, pouZije sa
600 g oxidu kremititého (Merck 9385). Prislugné frakcie sa
spoja a odparia, ¢im sa ziska 2,18 g produktu vo forme
CervenohnedoZltej pevnej latky, produkt je totoZny s pro-
duktom, ziskanym postupom a).

Medziprodukt 4

(*)-cis-4-amino-1-(2-hydroxymetyl-1,3-oxatiolan-5-yl)-
-(1H)-pyrimidin-2-on

Suspenzia 8,19 g (*)-cis-4-amino-1-(2-benzoyloxy-
metyl-1,3-oxatiolan-5-yl)-(1H)-pyrimidin-2-onu  (medzi-
produkt 3) a 8,24 g Zivice Amberlite IRA-400 (OH) sa
miesa a zohrieva 1 1/4 hodiny na teplotu varu pod spatnym
chladi¢om. Pevny podiel sa odfiltruje a premyje sa meta-
nolom. Filtraty sa spoja a odparia. Odparok sa rozotrie s 80
ml etylacetatu. Vyslednd biela pevna latka sa odfiltruje,
¢im sa ziska 5,09 g vysledného produktu.

TH-NMR (DMSO-dg): & 3,04 (1H), 3,40 (1H), 3,73 (2H),
5,18 (1H), 5,29 (1H), 5,73 (1H), 6,21 (1H), 7,19 (2H), 7,81
(1H).

Priklad 1

(-)-cis-4-amino-1-(2-hydroxymetyl-1,3-oxatiolan-5-yl)-
-(1H)-pyrimidin-2-on

i) Tri banky s objemom 50 ml s obsahom Zivného bu-
jonu (Oxoid Ltd) sa nao¢kujui pinou bakteriologickou slu¢-
kou Escherichia coli (ATCC 23848), odobratou z platne
Zivného agaru. Banky sa inkubuju cez noc pri teplotc 37 °C
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za pretrepévania 250 ot/min, a potom sa kazda banka pou-
%ije na naotkovanie 4 litrov prostredia CDD, obsahujiceho
3 g/l kyseliny glutamovej, 0,2 g/l siranu hore¢natého,
2,5 g/l siranu draselného, 2,3 g/l NaCl, 1,1 gl
NaHPO4.2H20, 0,6 g/l NaH2P0O4.2H20 a 1,2 g/l cytidinu
vo fermentore s objemom 7 litrov. Kultliry boli pestované
pri teplote 37 °C a 750 ot/min za prevzduinenia 4 litrami
za mindtu. Po 24 hodinach boli bunky oddelené odstrede-
nim pri 5000 g celkom 30 mindt, &im bolo ziskanych 72 g
vlhkej hmoty. Tento material bol znova uvedeny do sus-
penzie v 300 ml 20 mM tris-HCl-pufra s pH 7,5 a bunky
boli rozrudené pdsobenim ultrazvuku 4 x 45 sekind. Bun-
kova drvina bola odstranena odstredenim 30 mindt pri 30
000 g a bielkovina supernatantu bola vyzraZana pridanim
siranu amoénneho do 75% nasytenia. Potom bola zrazenina
oddelena odstredenim 30 mindt pri 30 000 g a usadenina
bola znova uvedena do suspenzie v 25 ml 100 mM pufra
HEPES s pH 7,0 s obsahom siranu amoénncho az do 75%
nasytenia. Roztok enzymu bol pripraveny odstredenim 30
minat pri 12 000 ot/min. Supernatant bol odloZeny a usa-
denina bola rozpustena v 100 mM tris-HCl-pufra s pH 7,0
na pévodny objem.

ii)115 mg medziproduktu 4 sa rozpusti v 100 ml vody a
miesa sa. Potom sa prida 0,5 ml roztoku enzymu a zmes sa
udrZzuje na stilom pH kontinudlnym priddvanim 25 mM
kyseliny chlorovodikovej. Premena sa sleduje chiralnou
HPLC, ktora dokazuje, Ze prednostne dochadza v substrate
k deaminécii (+)-enantioméru. Po 22 hodinach je
(+)-enantiomér v substrate (as retencie 12,5 minit) dplne
odstraneny a pH roztoku sa upravi na 10,5 pridanim kon-
centrované¢ho hydroxidu sodného.

Ziskany roztok sa necha prejst’ stipcom QAE Sephade-
xu s rozmerom 30 x 1,6 cm (A2S5, Pharmacia) v rovnovaz-
nom stave pri pH 11. Stipec sa premyje 200 ml vody a po-
tom sa vymyva 0,1 M kyselinou chlorovodikovou. Odobe-
rajii sa frakcie po 40 ml a analyzuji sa pomocou HPLC v
reverznej faze. Frakcie 5 aZ 13, obsahujiice nezreagovany
(-)-enantiomér sa spoja a pH sa upravi na 7,5 kyselinou
chlorovodikovou. Frakcia 47, obsahujica deaminovany
produkt sa upravi na pH 7,5 zriedenym hydroxidom sod-
nym. Analyzou chirdlneho HPLC moZno preukazat, Ze
material je zmesou, tvorenou z 90 % jednym enantiomérom
s Casom retencie 10,2 mindt a obsahuje men3ie mnoZstvo
druhého enantioméru s ¢asom retencie 8,5 miniit.

iii)Predchadzajtici stupefi (ii) sa opakuje vo vi&Som
meradle. 363 mg zligeniny z prikladu 1 v 250 ml vody sa
inkubuje s 0,5 ml roztoku enzymu, pripraveného rovnakym
sposobom ako v stupni i). Dalsie podiely 0,5 ml enzymu sa
pridaji po 18 a 48 hodinich. Reakend zmes sa mie¥a 70
hodin, a potom sa necha d'alSich 64 hodin stif. Analyza
chiralnou HPLC dokazuje, Ze doslo k 1plnej deaminacii
(+)-enantioméru v substrate, vysledny roztok bol upraveny
na pH 10,5 pridanim NaOH.

Ziskany roztok bol naneseny na ten isty stipec QAE a
stipec bol vymyvany rovnako ako v stupni i). Frakcie 2 az
6, obsahujice zmes zvy$ného substritu a deaminovaného
produktu boli spojené. Frakcic 7 az 13, obsahujuce zvysny
substrat, (-)-enantiomér boli taktieZ spojené a pH bolo
upravené na 7,5. Frakcie 25 aZ 26, obsahujice deaminova-
ny produkt boli spojené a neutralizované.

Frakcie 2 aZ 6 boli znova nanesené na ten isty stipcc
QAE. Frakcie 3 az 11 z tohto druhého stipca obsahovali
nezreagovany substrat, (-)-enantiomér, frakcia 70 obsaho-
vala deaminovany produkt.

iv)Rozdelené frakcie zo stupiia ii) a iii) boli spojené a
pH bolo upravené na 7,5. Roztok bol naneseny na stpec s
rozmerom 40 x 2,4 cm s napliiou XAD-16 vo vode. Stipec
bol premyty vodou a ako eluéné &inidlo potom bola pou-
Zita zmes acetonu a vody v objemovom pomere 1 : 4. Frak-
cie s obsahom poZadovaného (-)-enantioméru boli spojené
a lyofilizované, ¢im bolo ziskané 190 mg bieleho prasku.

Boli vykonané nasledujice postupy s pouZitim HPLC.

1. Analytickd HPLC v reverznej faze

stipec rozmery 150 x 4,6 mm
népli Spherisorb ODS-2 (5uM)

elu¢né ginidlo 50 mM dihydrogénfosforetnanu a-
ménneho + 5 % MeCN

rychlost’ prietoku 1,5 ml/min

detekcia UV pri 270 nm

Cas retencie BCH-189 5,5 min

deaminovany BCH-189 8,1 min.
2. Chiralna analyticka HPLC

stipec rozmery 250 x 4,6 mm
naplit Cyclobond I Acetyl

eluéné ¢inidlo 0,2 % trietylaméniumacetat s pH
7,2

rychlost’ prietoku 1,0 ml/min

detekcia UV pri 270 nm

Cas retencie BCH-189 11,0 a 12,5 min

deaminovany BCH-189 8,52 10,2
min.

Biologicka premena bola sledovana zdznamom ubuda-
nia z materidlu z vrcholu pri ¢ase retencie 12,5 min a hro-
madenia produktu s ¢asom retencie 10,2 min.

Priklad 2

Protivirusovy u¢inok jednotlivej zli¢eniny a kombinacie

Zlugeniny boli najskér sériovo zriedené na mikrotitra¢-
nych platniach s 96 vyhibeninami, kazdé d'alsie riedenie
bolo dvojnasobné vzhladom na predchadzajice riedenie.
Titrécie boli pripravené zmieSanim 25 ml kaZdého riedenia
zli¢eniny samej osebe alebo v kombinécii (na konedny
objem 50 ml na novych mikrotitraénych platniach s 96 vy-
hibeninami). Podiely buniek MT-4 (106 buniek/ml) v ras-
tovom prostredi RPMI 1640 boli infikované HIV-1, kmeni
RF, bolo pouZitych 2 x 10-3 infekénych davok/bunka. Vi-
rus bol absorbovany 90 minut pri teplote miestnosti a po-
tom boli bunky premyté rastovym prostredim RPMI 1640
na odstranenie neadsorbovaného virusu a znova uvedené
do suspenzie v rastovom prostredi RPMI 1640 v mnoZstve
106/ml. 50 ml suspenzie infikovanych buniek bolo naoé-
kovanych do vyhibeni obsahujicich G&innt litku alebo len
zivné prostredie. 50 ml suspenzie buniek so simulovanou
infekciou bolo naotkovanych do vyhibeni, neobsahujicich
acinnl latku. Platne boli inkubované 7 dni pri teplote
37 °C vo vzduchu s 5 % oxidu uhli¢itého.

Po ukongeni inkubécie bolo pridanych do vietkych vy-
hibeni 10 ml 3-[4,5-dimetyltiazol-2-y1]-2,5-difenyltetra-
z6liumbromidu, MTT s obsahom 7,5 mg/ml tejto latky a
platne boli inkubované d’aldich 90 minut pri teplote 37 °C.
Potom bolo pridanych 150 ml roztoku Tritonu X-100 v
izopropanole s koncentraciou 10 % objemovych a bunky
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boli znova uvedené do suspenzie. Po 15 minitach pri tep- znadujlici sa tym, Zeje vo forme na ordlne
lote miestnosti boli platne analyzované odéitanim na zaria- podanie.

deni Multiskan MC (Flow Laboratories, Irvine, UK) pri 7. Pouzitie zmesi podla naroku 1 a2 4 na vyrobu lietiva
405 nm. Premena Zltého MTT na formazanovy derivat je s antivirusovym &inkom.

maximalna pri neinfikovanych neogetrenych bunkéch a ne-

dochadza k nej pri neoSetrenych infikovanych bunkach. 4 v{kresy

Krivky zavislosti u¢inku na davke boli vytvorené pre
kazdu zli¢eninu samé osebe (hodnoty ICsq) a pre recip-
ro&né titracie kazdej zlaéeniny pri pevnej koncentracii dru-
hej latky. Potom boli vykonané izobologramy vietkych
kombinacii zlu¢enin na ziskanie hodnot ICs.

Na obr. 1 az 5 s uvedené izobologramy pre 3 TC v
kombinacii s AZT, ddC, ddI, Ro 31-8959 a R-82150
(TIBO). V pripade, Ze hodnota ICsg pre kombinaciu zld-
enin lezi na Ciare, spajajicej hodnoty pre kazdi jednotliva
latku sami osebe, je (inok oboch latok aditivny. V pripa-
de, Ze je tato spojnica posunuta dofava, je ufinok synerg-
ny.

Krivky zavislosti odpovede od davky pre 3TC v kom-
binicii AZT, ddC, ddI, Ro 31-8959 a R-82150 (TIBO) su
uvedené na obr. 1 az 5.

Pri stanoveni protivirusového u¢inku tychto kombina-

cii neboli pozorované Ziadne toxické G&inky.

Priklad 3

Cytotoxicita zluZenin samych osebe a v kombinécii

Pri vykonéavani tychto pokusov bola porovnavana toxi-
cita zlu¢enin 3TC, AZT a ddC samych osebe a v kombina-
cii (pri pomeroch mg/ml 1: 1,1 :5a5 : 1) pre neinfikova-
né lymfocyty z periférnej krvi a pre stabilizovani bunkovii
liniu T-lymfocytmi.

Cytotoxicita bola merana s pouzitim ski$ky na prijem
3H-tymidinu. Typické krivky zavislosti odpovede od dav-
ky, ziskané pre kazdi jednotlivi zli¢eninu alebo pre kom-
binéciu 1 : 1 s pouZitim buniek PBL st zndzornené na obr.
6a7.

PATENTOVE NAROKY

1. Protivirusovd zmes, vyznatujica sa
t ¥ m , Ze obsahuje (2R cis)-4-amino-1-(2-hydroxy-metyl-
-1,3-oxatiolan-5-yl)-1H-pyrimidin-2-on (3TC) alebo jgj
farmaceuticky prijatelny derivat a 3'-azido-3'-deoxyty-
midin (AZT) alebo jeho farmaceuticky prijateny derivat.

2. Protivirusova zmes podla ndroku 1, vyzna¢u -
jica sa ty m,Zeobsahuje (2R,cis)-4-amino-1-(2-
-hydroxy-metyl-1,3-oxatiolan-5-yl)-1H-pyrimidin-2-on
(3TC) a 3'-azido-3'-deoxytymidin (AZT).

3. Protivirusova zmes podl'a néroku 1 alebo 2, vy -
znadujuca sa tym,Ze hmotnostny pomer 3TC
k AZT je 250 : 1az 1 : 250.

4, Protivirusova zmes podla néroku 1 az 3, vy -
znafujieca sa tym,Zehmotnostny pomer 3TC
kAZTje1:10az10: L

5. Farmaceuticky pripravok s antivirusovym téinkom
vyznadujuci sa tym,Zeobsahuje (2R,cis)-
-4-amino-1-(2-hydroxy-metyl-1,3-oxatio-lan-5-yl)-1H-
-pyrimidin-2-on (3TC) alebo jej farmaceuticky prijatelny
derivat a 3'-azido-3'-deoxytymidin (AZT) alebo jeho far-
maceuticky prijatelny derivat podFa naroku 1 aZ 4 a farma-
ceuticky prijatelny nosic.

6. Farmaceuticky pripravok podlfa niroku 5, vy -
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Obr. 7
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