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PredloZeny vynalez popisuje pripravky na bazi steroida
obecného vzorce I, napf. hemihydratu 16a-brom-3p-hydroxy-
So-androstanu-17-onu, a jedné nebo vice pomocnych latek,
typicky obsahuje pfipravek méné nez 3 % vody. Ptipravky
jsou u¢inné pii vyrobe zlepsenych farmaceutickych formulaci.
Vynilez také popisuje zpUsoby intermitentniho podavani
steroidnich sloucenin, napf. analog hemihydratu 16a.-brom-
3B-hydroxy-5a-androstanu-17-onu, a pfipravky pouZzitelné pti
tomto zptisobu davkovani. Vynalez dale popisuje ptipravky a
zpusoby inhibice replikace patogenu (virového), zlepSeni
symptomu souvisejicich s imunitni dysregulaci a modulaci
imunitnich odpovédi subjektu pomoci uréitych steroidt a
analog steroidi. Vynalez také popisuje zptisoby vyroby a
pouZiti téchto pripravki a formulaci s imunomodula¢nimi
vlastnostmi.
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IMUNOMODULACNI STEROIDY, ZEJMENA HEMIHYDRAT 160.-
BROMEPIANDROSTERONU

Oblast techniky

Vynalez popisuje zplisoby pripravy a pouZiti steroid, napt. 16o-brom-3B-hydroxy-
So-androstanu-17-onu (160-bromepiandrosteronu, déle jen "BrEA") a jeho nova analoga.
Steroidy jsou G¢inné pfi mnoha terapeutickych a neterapeutickych aplikacich, v&etn& jejich
pouziti jako imunomodulatori. PfedloZeny vynalez také popisuje zplisoby ptipravy

sloucenin, piipravkd a formulaci.

Dosavadni stav techniky

‘ BrEA a jeho piiprava ze steroidni slouCeniny, 3f-hydroxyandrost-5-en-17-onu
(dehydroepiandrosteron nebo dale "DHEA"), jiz byla popsana viz napf. J. Org. Chem.
1962 27: 2937-2938). Zpusoby pfipravy DHEA a dalSich steroidi a jejich biologické
vlastnosti jiz byly také popsany viz. Napf. patent US & 2833793, 2911418, 3148198,
3471480, 3976691, 4268441, 4427649, 4542129, 4666898, 4956355, 5001119, 5043165,
5077284, 5028631, 5110810, 5157031, 5162198, 5175154, 5277907, 5292730, 5296481,
5372996, 5387583, 5407684, 5424463, 546102,5478566, 5506223, 5518725, 5527788,
5527789, 5532230, 5559107, 5562910, 5583126, 5585371, 5587369, 5591736, 5593981,
5610150, 5635496, 5641766, 5641768, 5656621, 5660835, 5686438, 5696106, 5700793,
5707983, 5709878, 5710143, 5714481, 5728688, 5736537, 5744462, 5753237, 5756488,
5776921, 5776923, 5780460, 5795880, 5798347, 5798348, 5804576, 5807848, 5807849,
5811418, 5824313, 5824668, 5824671, 5827841, 5837269, 5837700, 5843932, 5846963,
5859000, 5872114 a 5872147; ndmecké patenty & 2035738 a 2705917, PCT piihlasky
zvefejnéné pod Cisly WO 95/21617, WO 97/48367, WO 98/05338, WO 98/50040, WO
98/50041, WO 98/58650; evropsky patent &. 0020029; Ben David, et al., Proc. Soc. Expt.
Biol. Med. 1967 125: 1136-1140, Coleman ef al., Diabetes 1982 31: 830, Oertel, ef al., J.
Steroid Biochem. 1972 3. 493-496, Pashko, et al., Carcinogenesis 1981 2: 717-721,
Schwartz et al., Nutr. Cancer 1981 3: 46-53; Dyner et al., J. Acquired Immune Deficiency
Syndromes 1993 6: 459-465; A. A. Afanasii a Y. A. Titov, Total Steroid Synthesis, Plenum
Press, New York, 1970, viz napf. str. 1-304.



Pouziti DHEA a dalSich steroidd pfi riznych aplikacich, napf. modulaci
immunitnich odpovédi, byly popsany napt. v patentech US & 5869090, 5863910,
5856340, 5824668, 5804576, 5753237, 5714481, 5709878, 5407684, 5206008, 5077284,
4978532, 4898694, 4542129, 3711606 a 3710795. V patentu US ¢&. 4956355 a PCT
pfihlasce €. WO 97/48367 bylo popsano pouziti BrEA a urditych steroidnich sloucenin pfi
oSetfeni virovych a bakteridlnich infekci, napf. virus lidského selhani imunity (,HIV®).
Byly také popsany rizné biologické uéinky a/nebo metabolické pfemény steroidnich
slouenin, napf. Batta et al., J. Biol. Chem. 1986 25 : 127-133, Belli et al., Liver 1991 11:
162-169, Bhattacharjee et al., Anal. Biochem. 1992 201 : 233-236, Blake et al., Int. J.
Peptide Protein Res. 1982 20:97-101, 1986 25: 127-133, Bonaventura, Am. J. Obstet.
Gynecol. 1978 131: 403-409, Bucala et al., J. Steroid Biochem. 1986 25: 127-133, Carey et
al., Biochem. 1981 20: 3637-3648, Chen et al., Carcinogenesis 1999 20: 249-254, Chen et
al., Carcinogenesis 1998 19: 2187-2193, Chow et al., Antisense Res. Dev. 1994 4: 81-86,
Citro et al., Dis. Colon Rectum 1994 37 (2 Suppl): S127-S132, Cleary, Proc. Soc. Exp.
Biol. Med. 1991 196: 8—16, Cleary, Int. J. Biochem. 1990 22: 205-210, Crawford et al.,
Lab. Invest. 1994 71: 42-51, Danenberg et al., Antimicrob. Agents Chemother. 1992 36:
2275-2279, Dotzlaw et al., Cancer Res. 1999 59: 529-532, Falany et al., J. Steroid
Biochem. Mol. Biol. 1994 48: 369-375, Faredin et al., J. Investigative Dermatol. 1969 52:
357-361, Galigniana et al., Mol. Pharmacol. 1999 55: 317-323, Goto et al., J. Chromatogr.
1983 276: 289-300, Grenot Biochem. 1992 31: 7609-7621, Hofbauer et al., Life Sci. 1999
64: 671-679, Huijghebaert ef al., J. Lipid Res. 1986 27: 742-752, Hurd et al., Oncogene
1999 18: 1067-1072, lida et al., J. Lipid Res. 1995 36: 628-638, Jellinck et al., Steroids
1967 10: 329-346, Jonsson et al., J Pediatr. Gastroenterol. Nutr. 1995 20: 394-402,
Kalimi et al, Mol. Cell. Biochem. 1994 131: 99-108, Kramer et al., J. Biol. Chem. 1994
269: 10621-10627, LaRochelle et al., Steroids 1984 43: 209-217, Liao et al.,
Carcinogenesis 1998 19: 2173-2180, Lillienau et al., J. Clin. Invest. 1992 89: 420-431,
Loria, Psychoneuroendocrinology 1997 22: S103-S108, Luscher et al Mol. Immunol. 1983
20: 1099-1105, Manna et al., J. Biol. Chem. 1999 274: 5909-5918, Marschall et al., J. Biol.
Chem. 1989 264: 12989-12993, Medh et al., Cancer Res. 1998 15: 3684-3693, Mohan et
al., Steroids 1992 57: 244-247, Munoz de Toro et al., J. Steroid Biochem. Mol. Biol. 1998
67: 333-339, Padgett et al., J. Neuroimmunol. 1998 84: 61, Padgett Padgett al., Ann. N. Y.
Acad. Sci. 1995 774: 323, Padgett et al., J. Immunol. 1994 153: 1544-1552, Pashko ef al.,
Carrinogenesis 1984 5 : 463-466, Pashko et al., Carcinogznesis 1981 2: 717, Petrylak et



al., J. Clin. Oncology 1999 17: 958-967, Podesta et al., Steroids 1996 61: 622-626,
Regelson et al, Ann. N. Y. Acad Sci. 1994 719: 564, Schmassmann ef al,
Gastroenterology 1993 104: 1171-1181, Schmassmann et al., Hepatology 1990 11: 989-
996, Schreiber et al., Lancet 353: 459-461, Schreiber, Neth. J Med. 1998 53: S24-31,
Schwartz et al., Cancer Res. 1988 48: 4817, Shahidi et al., Biochem. Biophys. Res.
Commun. 1999 254: 559-565, Steer et al., Ann. Rheum. Dis. 1998 57: 732-737, Suzuki et
al., Steroids 1998 63: 672-677, Suzuki et al., Steroids 1996 61: 296-301, Swaan et al.,
Bioconjugate Chem. 1997 8: 520-525, Tang et al., Anticancer Drug Res. 1998 13: 815-
824, Thomas et al., J. Steroid Biochem. 1986 25: 103-108, Utsumi ef al., Cancer Res. 1999
59 : 377-381, Vanden Heuvel, J. Nutr. 1999 129 (2S Suppl.) : 575S-580S, Wang ef al.,
Endocrinology 1998 139: 3903-3912, Wong et al., J. Biol. Chem. 1999 274: 5443-5453,
Xie et al., Endocrinology 1999 140: 219-227, Yen et al., Lipids 1977 12 : 409-413,
Zackheim et al., Arch. Dermatology 1998 134: 949-954, Zhang et al., Biochim. Biophys.
Acta 1991 1096: 179-186, Zhu et al., Carcinogenesis 1988 19: 2101-2106.

. Pripravky obsahujici BrEA, které byly pouZivany kpodéni slouceniny do bunck
nebo bunéénych extraktii, obvykle obsahovaly podstatné mnoZstvi vody. Tyto piipravky
obsahovaly rozpoustédla, napf. dioxan nebo dimethylsulfoxid (,DMSO%), kterd
obsahovala vodu nebo vodné roztoky cyklodextrinu k usnadnéni ptenosu slouCeniny do
bunék, viz napt. J. Pharmacol Exp. Ther. 1998,285: 876-83, Cancer Res. 1986 46: 3389-
95, Carcinogenesis 1985 6: 333-35, Carcinogenesis 1981 2: 717-721, Carcinogenesis
1981 2: 683-86. Tyto pipravky jsou typicky aplikovany do zvifecich subjektl injekci nebo
do bun&k v tkanovych kulturdch pfidani do média sbunéfnou kulturou. Evropska
patentova pfihlaska EP 429 187 popisuje formulace, které¢ obsahuji DHEA nebo BrEA a
polyvinylpyrrolidon a zesitovany polyvinylpyrrolidon. Nékteré z té€chto pfipravkt mohou
mit neZaddouci nebo suboptimdlni vlastnosti. Napiiklad obecné nejsou Zadouci
rozpoustédla, napf. dioxan, DMSO nebo chloroform, nebo vhodné parenteralni pomocné
latky, zejména pfi huméannim pouZiti. Formulace, které obsahuji BrEA nebo piibuzné
steroidy, a jenZ maji zlepSené vlastnosti, napf. nizsi toxicitu, zlepSenou chemickou stabilitu
nebo pozadované charakteristiky pro pouZiti ve vétSim méfitku, jsou velmi potfebné.

Sav¢i imunitni odpovédi na infekce nebo jiné stavy jsou Casto charakteristické
svymi odpovéd'mi, které jsou zprostfedkované riznymi populacemi efektorovych bunék.
V nékterych piipadech, pomocné T builtky oznacované Thl u myssi, podporuji imunitni

efektorové funkce, které jsou typicky regulovany odpovéd'mi zprostfedkovanymi bunikami.
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V dalgich ptipadech pomocné T buiiky oznatované Th2 podporuji imunitni efektorové
funkce, které jsou typicky regulovany humoralnimi odpovéd’'mi. Intenzivni Thl odpovédi
jsou obvykle potfebné kvilli likvidaci infekci nebo k zpomaleni progrese infekce. Pokud
jsou imunitni odpovédi subjektu ovlivnény nebo regulovany odpovéd’'mi typu Th2, maji
cytokiny souvisejici s Th2 odpovéd'mi tendenci potlacit schopnosti imunitniho systému a
ve stejny ¢as zvysit Thl odpovédi. V zésadé je mozna také obména. Pokud odpovédi
savéiho imunitniho systému zaénou vedou ke zvySovani Th2 odpovédi, maji Thl odpovédi
na stejny stav tendenci sldbnout. Slabé Th1 odpovédi mohou souviset s progresi nékterych
infekci nebo jinvch stavd, viz M. Clerici a G. M. Shearer, Immunol. Today 14: 107-111,
1993; M. Clerici a G. M. Shearer, Immunol. Today 15: 575-581,1994.

Podstata vynalezu

Pripravky, formulace nebo zpisoby podle vynalezu zahrnuji jeden nebo vice
z nasledujicich predmétt.

V rédmci jednoho pfedmétﬁ ptedloZeného vynalezu jsou popisovany nové steroidni
slou¢eniny nebo analoga, kterd jsou vhodna pro terapeutické a jiné aplikace, napt. pouziti
jako imunomodulatori. Pfedméty piedloZeného vynalezu dale zahrnuji hemihydrat BrEA
(BrEAeH,0), pripravky, které obsahuji hemihydrat BrEA, a zplsoby jejich pfipravy a
pouziti. Dalsi predmét predlozeneho vynalezu zahrnuje tekuté ptipravky a formulace které
obsahuji slou¢eninu(y) obecného vzorce (1) zahrnujici 3 obj.% nebo méné Vody Dalsi
pfedmét predloZzeného vynalezu zahrnuje pfipravky, které mohou slouzit jako
meziprodukty pfi pfipravé humannich farmaceutickych a veterinarnich formulaci, jenz
obsahuji - slou¢eninu(y) obecného vzorce (1). Dalsi predmét predloZeného vynalezu
zahrnuje intermitentni zpisoby davkovani k aplikaci slou¢eniny obecného vzorce (1)
subjektu za ucelem zvySeni Thl imunitnich odpovédi. Dalsi ptedmét predloZeného
vyndlezu zahrnuje zpisoby modulace pfirozené imunity nebo zplisoby zvySeni Thl
imunitnich odpovédi subjektu podanim sloucenin(y) obecného vzorce (1), napt. BrEA,
tomuto subjektu. Dalsi pfedmé&t pfedlozeného vynalezu zahrnuje zplsoby inhibice
patogenu, napf. virového, replikace v subjektu, podanim slou¢enin(y) obecného vzorce (1),
napf. BrEA, tomuto subjektu. Dalsi pfedmét piedloZeného vyndlezu zahrnuje slouceniny
obecného vzorce (1) nebo formulace pouzitelné k zlepSeni jednoho nebo vice symptomtl

patologického stavu souvisejiciho se imunosupresi nebo s deficitem Thl imunitnich



odpovédi. Dalsi pfedmét piedlozeného vynéalezu zahrnuje zplsoby pfipravy a pouziti

piipravki a formulaci obsahujicich slou¢eninu(y) obecného vzorce (1).

Podrobny popis obrazki

Obrazek 1 je USP metodou <197> ziskané FTIR (Fourier transform infrared)
spektrum hemihydratu BrEA, ktery se pfipravi precipitaci BrEA ze smési ethanolu a vody.
Obréazek 2 je USP metodou <197> ziskané FTIR spektrum bezvodého BrEA, ktery se
pfipravi precipitaci BrEA z bezvodého methanolu. Obrazek 3 ukazuje DSC endotermu
hemihydratu BrEA, ktery se pfipravi precipitaci BrEA ze smési ethanolu a vody. Obrazek
4 ukazuje DSC endotermu bezvodého BrEA, ktery se pfipravi precipitaci BrEA
zbezvodého methanolu. Obrazek 5 je XRD (powder X-ray diffraction) spektrum
hemihydratu BrEA, ktery se pfipravi precipitaci BrEA ze smési ethanolu a vody. Obrazek
6 je USP metodou <197> ziskané FTIR spektrum hemihydratu BrEA, ktery se piipravi
precipitaci BrEA ze smési acetonu a vody.

V souladu s piedméty vynalezu, popisuje pfedloZeny vynalez hemihydrat BrEA
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ktery je pripadné charakterizovan jednou nebo vice fyzikalnimi vlastnostmi, napf. teplotou
tani, infralervenym absorpénim spektrem nebo spektrem rentgenove difrakce.

Souvisejici provedeni zahrnuji hemihydrat BrEA a jednu nebo vice pomocnych
latek, které jsou vhodné pro huménni farmaceutické a veterinarni pouziti. Dalsi souvisejici
provedeni je zpisob pfipravy hemihydratu BrEA zahmujici precipitaci BrEA ze smési
ethanolu a vody.

Provedeni vynalezu zahrnuji piipravek obsahujici slou¢eninu obecného vzorce (1)
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a jednu nebo vice bezvodych tekutych pomocnych latek, pfi¢emz pripravek obsahuje méné
nez 3 obj.% vody, a kde

substituenty Rl, Rz, R’ R R4, R’ s Réa R jsou nezavisle atom vodiku,-ORPR,-SRP R,-
NR™),,
-O-Si-(R13 )3, -CN, -NO,, ester, thioester, fosfoester, fosfothioester, fosfonoester,
fosfiniester, sulfitester, sulfatester, amid, aminokyselina, peptid, ether, thioether, acylova
skupina, thioacvlovad skupina, karbonat, karbamat, thioacetal, halogen, pfipadné
substituovana alkylovd skupina, pfipadn& substituovana alkenylova skupina, pfipadné
substituovand alkynylova skupina, ptipadné substituovanad arylova ¢ast, ptipadné
substituovand heteroarylova &ast, pfipadné substituovany monosacharid, pfipadné
substituovany oligosacharid, nukleosid, nukleotid, oligonukleotid, polymer nebo

jeden nebo vice ze substituentli RI, Rz, R} , R4, RS, R6, RIO, R'S, R7aR" jsou =0
nebo =S a atom vodiku, ktery je pfipojen na stejny atom uhliku neni pfitomen, nebo

substituenty R*aR’ spole¢né vytvateji strukturu obecného vzorce (2)

@

substituent R’ je —CHR'’-, -CHR'*-CHR'’-, -CHR'°-CHR'’-CHR"’-, -CHR'®-O-
CHR'-, -CHR'*-S-CHR"-, -CHR!’-NR™.CHR'-, -O-, -O-CHR'-, -S-, -S-CHR'’-,
-NRPR. nebo -NRPR-CHR'%;

substituenty R® a R’ jsou nezévisle -CHR'’-, -CHR'*-CHR"’-, -O-, -O-CHR"’-, -S-,
-S-CHR'’-, -NR™. nebo -NR™®-CHR!’- nebo substituenty R® nebo R’ jsou nezavisle
nepfitomné za vzniku 5-ti ¢lenného kruhu;

substituent R'> je nezavisle Cy.¢ alkylova skupina;



substituent R'® je nezavisle -CH,-, -O-, -S- nebo -NH-;

D je heterocyklicka skupina nebo 4-, 5-, 6- nebo 7-¢lenny kruh, ktery obsahuje
nasycené atomy uhliku, kde 1, 2 nebo 3 atomy uhliku v 4-, 5-, 6- nebo 7-¢lenném kruhu
jsou pfipadné nezavisle substituovany -O-, -S- nebo -NR™®-, nebo kde 1, 2 nebo 3 atomy
vodiku heterocyklické skupiny, nebo kde 1 nebo 2 atomy vodiku v 4-, 5-, 6- nebo 7-
¢lenného kruhu jsou substituovany —ORPR, -SRPR, -N(RPR)Z, -O-Si-(R”)g, -CN, -NO,,
esterem, thioesterem, fosfoesterem, fosfothioesterem, fosfonoesterem, fosfiniesterem,
sulfitesterem, sulfatesterem, amidem, aminokyselinou, peptidem, etherem, thioetherem,
acylovou skupinou, thioacylovou skupinou, karbonitem, karbamatem, thioacetalem,
halogenem, piipadné substituovanou alkylovou skupinou, piipadné substituovanou
alkenylovou skupinou, pifipadné substituovanou alkynylovou skupinou, pfipadné
substituovanou arylovou ¢&asti, pfipadné substituovanou heteroarylovou ¢&asti, pfipadné
substituovanym  monosacharidem,  pfipadné  substituovanym  oligosacharidem,
nukleosidem, nukleotidem, oligonukleotidem, polymerem nebo

jeden nebo vice z atomt uhliku kruhu je substituovan =O nebo =S skupinou+,

nebo D obsahuje dva 5-ti ¢lenné nebo 6-ti ¢lenné kruhy, kde kruhy jsou
kondenzovany nebo jsou spojeny 1 nebo 2 vazbami.

V dalsich provedenich poskytuje vynalez slouceninu obecného vzorce (1), kde 2
nebo 3 substituenty R’, R® a R’ nejsou nezavisle —CHR"-, kde sloucenina je ptipadng
ptitomna v pfipravku, kter)'l.obsahuje jednu nebo vice pomocnych latek vhodnych pro
humanni farmaceutické nebo veterinarni pouZiti.

Dalsi provedeni vynalezu také zahrnuji slou¢eninu obecného vzorce (1)

(Y)

b

kde substituenty R, R% R} R R, RO a R jsou nezavisle atom vodiku,-OR™ -SR™ -
NR™),
-O-Si-(Rl3)3, -CN, -NO,, ester, thioester, fosfoester, fosfothioester, fosfonoester,

fosfiniester, sulfitester, sulfatester, amid, aminokyselina, peptid, ether, thioether, acylova
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skupina, thioacvlova skupina, karbonat, karbamat, thioacetal, halogen, pftipadné
substituovana alkylovad skupina, ptipadné substituovana alkenylové skupina, pfipadné
substituovana alkynylova skupina, piipadné substituovand arylova Cast, piipadné
substituovana heteroarylova ¢&ast, piipadné substituovany monosacharid, pfipadné
substituovany oligosacharid, nukleosid, nukleotid, oligonukleotid, polymer nebo

jeden nebo vice ze substituentl R, R2, R’ R R, Réa R jsou nezavisle =0 nebo
=S skupina a atom vodiku, ktery je pfipojen na stejny atom uhliku, neni pfitomen nebo

substituenty R a R* spole&ng vytvateji strukturu vzorce (2)
y p )

@)

substituent R’ je ~CHR'’-, -CHR'*-CHR"’-, -CHR'*-CHR">-CHR"’-, -CHR"’-O-
CHR"-, -CHR"-S-CHR!-, -CHR'>NR™-CHR'-, -O-, -O-CHR'’-, -S-, -S-CHR'’,
-NR®- nebo -NR"™-CHR '’

substituenty R®a R’ jsou nezévisle -CHR'’-, -CHR'*-CHR'’-, -O-, -O-CHR"’-, -S-,
-S-CHR'’-, -NR™. nebo -NR™-CHR!’- nebo substituenty R® nebo R’ jsou nezévisle
nepfitomné za vzniku 5-ti ¢lenného kruhu; |

substituent R je nezavisle C.¢ alkylova skupina;

D je heterocyklickd skupina nebo 4-, 5-, 6- nebo 7-¢lenny kruh, ktery obsahuje
nasycené atomy uhliku, kde 1, 2 nebo 3 atomy uhliku v 4-, 5-, 6- nebo 7-¢lenném kruhu
jsou pripadné nezavisle substituovany -O-, -S- nebo -NR®-, nebo kde 1, 2 nebo 3 atomy
vodiku heterocyklické skupiny, nebo kde 1 nebo 2 atomy vodiku 4-, 5-, 6- nebo 7-¢lenného
kruhu jsou substituovany -OR™R, -SRPR, -N(RPR)Z, -O-Si-(RB);, -CN, -NO,, esterem,
thioesterem, fosfoesterem, fosfothioesterem, fosfonoesterem, fosfiniesterem, sulfitesterem,
sulfatesterem, amidem, aminokyselinou, peptidem, etherem, thioetherem, acylovou
skupinou, thioacylovou skupinou, karbonatem, karbamatem, thioacetalem, halogenem,
pfipadné substituovanou alkylovou skupinou, pfipadné substituovanou alkenylovou
skupinou, pfipadné substituovanou alkynylovou skupinou, pifipadné substituovanou

arylovou &asti, piipadné substituovanou heteroarylovou ¢&asti, ptipadné substituovanym



monosacharidem. pfipadn& substituovanym oligosacharidem, nukleosidem, nukleotidem,
oligonukleotidem. polymerem nebo

jeden nebo vice z atomi uhliku kruhu je substituovany =O nebo =S skupinou,

nebo D obsahuje dva 5-ti &lenné nebo 6-ti ¢lenné kruhy, kde kruhy jsou
kondenzovany nebo jsou spojeny 1 nebo 2 vazbami, pfiCemZ jeden, dva nebo tfi
substituenty R’, R? a R’ nejsou
-CHR'-.

Dal3i provedeni zahrnuji zpsoby zvySeni exprese jednoho nebo vice cytokinii nebo
interleukinti, které podporuji Thl imunitni odpovédi subjektu, nebo zplsoby redukce
exprese jednoho nebo vice cytokini nebo interleukind, které podporuji Th2 imunitni
odpovédi subjektu, zahrnujici podani uéinného mnozstvi piipravku podle naroku 32
subjektu, ¢imZ dojde ke zvySeni Thl imunitnich odpovédi subjektu nebo k redukci
nezadoucich Th2 imunitnich odpovédi subjektu.

Provedeni zahrnuji tekuté formulace, které obsahuji slouceninu obecného vzorce
(1), jednu nebo vice pomocnych latek a méné nez 3% vody, kde formulace je ptipadné
skladovéana v obalech za nepfistupu vzdusné vlhkosti.

Dalsi provedeni zahrnuje zplsob intermitentniho podani slouceniny obecného
vzorce (1) subjektu trpiciho patologickym stavem, napf. infekce virem ¢i parazitem.

Dalsi provedeni zahrnuje zplsob modulace pfirozené imunity subjektu, Thl
imunitnich odpovédi nebo Th2 imunitnich odpovédi podanim slouceniny obecného vzorce
(1) subjektu.

Dalsi provedeni jsou popsdna v popisné &asti véetné piiloZzenych olislovanych

provedeni a patentovych narokd.

Detailni popis vvnalezu

Definice

Jednotlivé terminy, pokud neni uvedeno jinak nebo nema jiny specificky vyznam
v kontextu, maji nasledujici vyznamy.
Termin ,formulace podle vynalezu“ nebo ,,formulace” znamend pfipravek podle

vynalezu, ktery miZe byt podavan parenteralné lidskym nebo zvifecim subjektiim bez
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jakychkoliv dal§ich manipulaci vedoucich ke zméné pfitomnych sloZzek nebo poméri
pfitomnych slozek. Formulace jsou vhodné pro humanni nebo veterinarni aplikace.

Termin ,pfipravek podle vynalezu“ je pripravek, ktery je meziproduktem a je
mozné ho pouzit k vyrobé formulace podle vynalezu, tzn. k vyrobé formulace je nutnd
zména(y) ve slozky (sloZek) nebo jeho (jejich) mnozstvi. Tudiz pfipravky podle vynalezu
zahrnuji pfipravky, u kterych je nutné dalSi zpracovani neZ se stanou formulaci, napf.
smichani nebo pfidanim pozadovaného mnozstvi slozky.

Termin ,,pomocna latka“ oznaCuje komponentu nebo slozku, ktera je pfijatelnd ve
smyslu slucitelnosti s dal§imi sloZkami pfipravkl nebo formulaci podle pfedloZeného
vynalezu a neni prili§ Skodliva pro lidsky nebo zvifeci subjekt, kterému se tato formulace
podava. Termin ,pomocné latky” zahrnuje tekuté, napf. benzylbenzoat, bavlnikovy olej,
N, N-dimethylacetamid, C,.jpalkohol (napf. ethanol), glycerol, podzemnicovy olej,
polyethylenglykol (,PEG), vitamin E, makovy olej, propylenglykol, svétlicovy olej,
sezamovy olej, sojovy olej a rostlinny olej. Pomocné latky, jak jsou pouzivany
v pfedlozeném vynalezu, pfipadné nezahrnuji chloroform, dioxan, rostlinny olej, DMSO
nebo jakoukoliv kombinaci vySe zminénych. Pomocné latky obsahuji jednu nebo vice
komponent, které se typicky pouZzivaji ve farmaceutické technice, napf. plniva, pojiva,
desintegratory a lubrikanty.

Termin ,subjekt“ zahrnuje lidsky nebo zvifeci subjekt. Obvykle jsou zvifeci
subjekty obratlovci, napf. primati, hlodavci, domaci nebo divoka zvifata. Primati zahrnuji
§impanze, cynomologni opice, chapany a makaky, napf. Rhesus. Hlodavci zahrnuji mysi,
krysy, svi§te, fretky, kraliky a kfecky. Domaci a divoka zvifata zahrnuji kravy, kong,
prasata, jeleny, bizony, buvoly, kockovité Selmy, napf. domaci koCky, psy, ptaky, slepice,
emu, pStrosy a ryby, napf. pstruhy, sumce a lososy. Subjekt zahrnuje jakoukoliv
podskupinu z vySe uvedenych, napf. vSechny vySe zminéné, ale vylucuje jednu nebo vice
skupin nebo species, napt. lidi, primaty nebo hlodavce.

Vyjadfeni, kterda jsou oznalena ,sloucenina(y) obecného vzorce (1)“ nebo
,sloucenina obecného vzorce (1), znamenaji pfipravky nebo formulace podle vynalezu, ve
kterych je pfitomna jedna nebo vice nez jedna slou€enina obecného vzorce (1), typicky 1,
2, 3 nebo 4, obvykle 1.

Termin ,alkylova skupina“, jak je pouzivan v predlozeném vynalezu, se vztahuje
na spojené normalni, sekundarniterciarni nebo cyklické atomy uhliku, tzn. rozvétvené,

nerozvétvené nebo cyklické. PoCet atomt uhliku v alkylové skupin€ nebo €asti je 1 az 20,
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pokud neni specifikovano jinak, napf. C,.galkylovd skupina znamend alkylovou &ést
obsahujici 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 nebo 8 atomi uhliku. Pfiklady zahrnuji methyl, ethyl, 1-
propyl(rn-propyl), 2-propyl(i-propyl),
-CH(CHa),), 1-butyl(n-butyl), 2-methyl-1-propyl(i-butyl), -CH,CH(CHs);), 2-butyl(s-
butyl, -CH(CH3;)CH,CH3), 2-methyl-2-propyl(t-butyl, -C(CH;)s), 1-pentyl(n-pentyl),
2-pentyl(-CH(CH3)CH,CH,CH3), 3-pentyl(-CH(CH,CHj3),), 2-methyl-2-butyl-(-
C(CHj3),CH,CHz), 3-methyl-2-butyl(-CH(CH3)CH(CH3)»), 3-methyl-1-butyl(-
CH,CH,CH(CHs),), 2-methyl-1-butyl(-CH,CH(CH3)CH,CH3), 1-hexyl,
2-hexyl(CH(CH;)CH,CH,CH,CH3), 3-hexyl(-CH(CH,CH;)(CH,CH,CH3)), 2-methyl-2-
pentyl(-C(CH3),CH,CH,CH3), 3-methyl-2-pentyl(-CH(CH;)CH(CH3)CH,CH;), 4-methyl-
2-pentyl(-CH(CH3)CH,CH(CH3),), 3-methyl-3-pentyl(-C(CH3)(CH2CH3)z), 2-methyl-3-
pentyl(CH(CH,CH3)CH(CHs),), 2,3-dimethyl-2-butyl(-C(CH3),CH(CH3),), 3,3-dimethyl-
2-butyl(CH(CH3)C(CH,)3), cyklopropyl, cyklobutyl, cyklopentyl a cyklohexyl.

Termin ,.alkenylova skupina®, jak je pouzivan v ptedlozeném vynalezu, se vztahuje
na spojené normalni, sekundarni, terciarni nebo cyklické atomy uhliku, ve kterych je
piitomna jedna nebo vice dvojnych vazeb (napf. -CH=CH-), typicky 1, 2 nebo 3, obvykle
1 nebo 2. Pocet atomd uhliku v alkenylové skupiné nebo €asti je 2 az 20, pokud neni
specifikovano jinak, napt. C;.galkenylova skupina znamend alkenylovou ¢ast obsahujict 1,
2,3,4,5,6, 7 nebo 8 atomu uhliku.

Termin ,,alkynylové skupina®, jak je pouZivan v piedloZeném vynalezu, se vztahuje
na spojené normélni, sekundérni, terciarni nebo cyklické atomy uhliku, ve kterych je
pfitomna jedna nebo vice trojnych vazeb (napt. -CH=CH-), typicky 1, 2 nebo 3, obvykle 1.
Podet atomti uhliku v alkynylové skupiné nebo &asti je 2 az 20, pokud neni specifikovano
jinak, napft.
Ci.salkynylova skupina znamené alkynylovou &ast obsahujici 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 nebo 8
atomu uhliku.

Termin ,,arylova skupina“ znamena fenylovou nebo naftylovou skupinu.

Termin ,,substituovana alkylova skupina“, ,substituovand alkenylova skupina®
nebo ,substituovana alkynylova skupina“ znamena alkylovou, alkenylovou nebo
alkynylovou skupina, ktera obsahuje substituent(y) pfipojené na atom uhliku nebo
substituent(y), které prerusuji fetézec atomi uhliku. Substituenty zahruji ethery (-O-),
ketony (-C(0)) OR™, -C(O)OR™, -C(0)0-,
-C(S)OR™®, -C(S)0-, -OC(0)-, -C(0)H, -OCH,-, OCH,CH,-, -OCH,0-, -OCH,CH0-,
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NRPR. N@R™),, -NHR'R, -NHC(0)-, -CH,NR™®.| -CH,-NHR™, -CH,-NHC(O)-,
-C(O)NH-, -C(ONHR™®,  -OC(O)NR™®-,  -OC(O)NHR™®,  -NRPRC(O)NR™®-,
NR™C(O)NHR™, -NR™CH,-, -NR"®CH,CH,-, -S-, -SR™®, -S(0)-, -S(0)(0)-, -
S(O)ORP®, -S(O)H, -CN, -NO,, halogen a kombinace vy$e uvedenych ¢&asti, kde
substituent R™ je nezavisle atom vodiku, chrénici skupina nebo oba substituenty RPR
dohromady jsou chranici skupina. Pokud je pfitomen vice neZ jeden substituent, jsou
substituenty nezavisle vybrany. Alkenylové a alkynylové skupiny, které obsahuji
substituent(y), jsou typicky substituovdny na atomu uhliku, ktery je jednou nebo vice
methylenovymi ¢astmi oddélenymi od dvojné vazby, napf. oddélend alespoii jednou,
dvéma nebo vice ¢astmi —~CHs-.

Termin ,,heterocyklicka skupina“ nebo ,,heterocyklicka skupina“ zahrnuje napf., ale
neni to nikterak limitovano, heterocyklické skupiny uvedené v knize: Paquette, Leo
A.;"Principles of Modern Heterocyklic Chemistry" (W. A. Benjamin, New York, 1968),
zejména kapitoly 1, 3, 4, 6, 7, a 9; "The Chemistry of Heterocyclic Compounds, A series of
Monographs" (John Wiley & Sons, New York, 1950 to present), zejména dily 13, 14, 16,
19,a28; aJ Am. Chem. Soc. 1960, 82:5566.

Piiklady heterocyklickych skupin zahrnuji, ale neni to nikterak limitovano, pyridyl,
thiazolyl, tetrahydrothiofenyl, tetrahydrothiofenyl oxidovany sirou, pyrimidinyl, furanyl,
thienyl, pyrrolyl, pyrazolyl, imidazolyl, tetrazolyl, benzofuranyl, thianaftalenyl, indolyl,
" indolenyl, chinolinyl, izochinolinyl, benzimidazolyl, piperidinyl, 4-piperidonyl,
pyrrolidinyl,
2-pyrrolidonyl,  pyrrolinyl, tetrahydrofuranyl, tetrahydrochinolinyl, tetrahydro-
izochinolinyl, dekahydrochinolinyl, oktahydroizochinolinyl, azocinyl, triazinyl, 6H-1,2,5-
thiadiazinyl, 2H.6H-1,5,2-dithiazinyl, thienyl, thianthrenyl, pyranyl, izobenzofuranyl,
chromenyl, xanthenyl, fenoxathiinyl, 2H-pyrrolyl, izothiazolyl, izoxazolyl, pyrazinyl,
pyridazinyl, indolizinyl, izoindolyl, 3H-indolyl, 1H-indazolyl, purinyl, 4H-chinolizinyl,
ftalazinyl, naftyridinyl, chinoxalinyl, chinazolinyl, cinnolinyl, pteridinyl, 4aH-karbazolyl,
karbazolyl, B-karbolinyl, fenantridinyl, akridinyl, pyrimidinyl, fenanthrolinyl, fenazinyl,
fenothiazinyl, furazanyl, fenoxazinyl, izochromanyl, chromanyl, imidazolidinyl,
imidazolinyl, pyrazolidinyl, pyrazolinyl, piperazinyl, indolinyl, izoindolinyl, chinuklidinyl,
morfolinyl, oxazolidinyl, benzotriazolyl, benzizoxazolyl, oxindolyl, benzoxazolinyl a

isatinoyl.
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Priklady heterocyklickych skupin, které jsou pfipojeny pfes atom uhliku, jsou
navazany do polohy 2, 3, 4, 5 nebo 6 pyridinu, do polohy 3, 4, 5 nebo 6 pyridazinu, do
polohy 2, 4, 5 nebo 6 pyrimidinu, do polohy 2, 3, 5 nebo 6 pyrazinu, do polohy 2, 3, 4 nebo
5 furanu, tetrahydrofuranu, thiofuranu, thiofenu, pyrrolu nebo tetrahydropyrrolu, do polohy
2, 4 nebo 5 oxazolu, imidazolu nebo thiazolu, do polohy 3, 4 nebo 5 izoxazolu, pyrazolu
nebo izothiazolu. do polohy 2 nebo 3 aziridinu, do polohy 2, 3 nebo 4 azetidinu, do polohy
2,3,4,5, 6,7 nebo 8 chinolinu nebo do polohy 1, 3, 4, 5, 6, 7 nebo 8 izochinolinu. Déle
mezi typiGt&jsi heterocyklické skupiny, které jsou piipojeny pfes atom uhliku, patfi 2-
pyridyl, 3-pyridvl, 4-pyridyl, 5-pyridyl, 6-pyridyl, 3pyridazinyl, 4-pyridazinyl, 5-
pyridazinyl, 6-pyridazinyl, 2-pyrimidinyl, 4-pyrimidinyl, S-pyrimidinyl, 6-pyrimidinyl, 2-
pyrazinyl, 3-pyrazinyl, 5-pyrazinyl, 6-pyrazinyl, 2-thiazolyl, 4-thiazolyl nebo 5-thiazolyl.

Ptiklady heterocyklickych skupin, které jsou pfipojeny pies atom dusiku, jsou
navazany do polohy 1 aziridinu, azetidinu, pyrrolu, pyrrolidinu, 2-pyrrolinu, 3-pyrrolinu,
imidazolu, imidazolidinu, 2-imidazolinu, 3-imidazolinu, pyrazolu, pyrazolinu, 2-
pyrazolinu, 3-pyrazolinu, piperidinu, piperazinu, indolu, indolinu, 1H-indazolu, do polohy
2 izoindolu nebo izoindolinu, do polohy 4 morfolinu, do polohy 9 karbazolu nebo B-
karbolinu. Déle mezi typické heterocyklické skupiny, které jsou pfipojeny pfes atom
dusiku, patii 1-aziridyl, 1-azetedyl, 1-pyrrolyl, limidazolyl, 1-pyrazolyl a 1-piperidinyl.

Termin ,.heteroarylova skupina“ znamena aromaticky kruh nebo dva nebo vice
kondenzovanych kruhf, které obsahuji jeden nebo vice aromatickych kruhti, kde kruh nebo
kondenzované kruhy obsahuji 1, 2, 3 nebo vice heteroatomd, obvykle atom kysliku (-O-),
dusiku (-NX-) nebo siry (-S-), kde X je atom vodiku chranici skupina nebo Cj.alkylova
skupina, obvykle —H. Ptiklady jsou popsany pro heterocyklické skupiny.

Termin ,,alkohol®, jak je pouZivan v pfedloZzeném vynalezu, obvykle v souvislosti
s pomocnymi latkami, se vztahuje na alkohol, ktery obsahuje C,.j;alkylovou Cast
substituovanou v poloze atomu vodiku jednou hydroxylovou skupinou. Ptiklady alkoholt
zahrnuji ethanol, n-propanol,
i-propanol, rn-butanol, i-butanol, s-butanol, f-butanol, n-pentanol, i-pentanol, n-hexanol,
cyklohexanol, n-heptanol, n-oktanol, n-nonanol a n-dekanol. Retézec atomd uhliku
v alkoholech muze byt rozvétveny, nerozvétveny nebo cyklicky. Alkoholy zahrnuji
jakoukoliv podskupinu vy$e zminénych, napt. C,.4alkoholy (alkoholy majici 2, 3 nebo 4
atomy uhliku).
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Termin ,halogen®, jak je pouzivan v piedloZzeném vynalezu, se vztahuje na fluor,
chlor, brom nebo jod.

Termin ,,chranici skupina®, jak je pouZivan v predloZzeném vynalezu, se vztahuje na
Cast, ktera chrani atom, na ktery je pfipojena, pfed nezadoucimi reakcemi. Napfiklad u
skupiny —OR™, miize byt R™, atom vodiku nebo chrénici skupina pro atom kysliku,
zatimco pro skupinu —C(O)-OR™, miZe byt R™ atom vodiku nebo karboxyl chrénici
skupina, pro skupinu
~SR™®, mize byt R™ atom vodiku nebo chrénici skupina pro siru napt. v thiolech, a pro
skupinu -NHR™ nebo ~N(R™®),-, miize byt R™® atom vodiku nebo skupina chranici atom
dusiku pro primarni nebo sekundarni aminy. Hydroxylové, aminové a dalsi reaktivni
skupiny se mohou nachazet ve slouCeninidch obecného vzorce (1), napf. v poloze
substituentu R' nebo R%. Tyto skupiny mohou vyZadovat chrénéni proti neZddoucim
reakcim, které mohou nastat kdekoliv v molekule. Skupiny chrénici atom kysliku, siry
nebo dusiku jsou obvykle pouZivany pfi chranéni proti nezddoucim reakcim
s elektrofilnimi sloudeninami, napt. pii acylagnich reakcich v steroidni chemii.

Termin ,ester”, jak je pouZivan v predlozeném vynalezu, se vztahuje na ¢ast, kterd
obsahuje skupinu
—-C(0)-O-. Typicky obsahuji estery, které jsou pouzivany v piedloZeném vynalezu,
organickou ¢ast majici 1-50 atomd uhliku (napt. 2-20 atomi uhliku) a 0-10 nezavisle
vybranych heteroatomt (napt. O, S, N, P, Si) pfipojenou na steroidni jadro obecného
vzorce (1) napf. v poloze substituentu R' nebo R? pies skupinu —C(0)-O-, nap¥. organick
¢ast—C(0)-O-steroid nebo steroid—0-C(O)-organickd ¢ast. Organickd ¢ast obvykle
obsahuje jednu nebo vice jakychkoliv z vySe popsanych orga.nick}’Ich skupin, napt. C;.
soalkylové ¢Casti. Caaealkenylové &asti, Ci.ppalkynylové &asti, arylové casti, C,.
oheterocyklické ¢asti nebo jakékoliv jejich substituované derivéty, napi. obsahujici 1, 2, 3,
4 nebo vice substituentll, pfi¢emz kazdy ze substituentli je nezavisle vybran. Typické
substituce atomu vodiku nebo atomi uhliku v téchto organickych skupinach zahrnuji 1, 2,
3, 4 nebo vice substituci, obvykle 1, 2 nebo 3 substituce skupinami vybranymi z -O-, -S-,
NRPR. (véetng -NH-), -C(0)-, =0, =S, -N(R™), (véetng -NH,), -C(O)OR™ (v&etné
-C(O)OH), -OC(O)R™ (vé&etng -O-C(0)-H), -OR™ (v&etné-OH), -SR™® (v&etn& -SH),
-NO,, -CN, -NHC(O)-, -C(O)NH-, -OC(0)-,-C(0)0O-, -O-A8, -S-A8, -C(0)-A8, -OC(O)-
A8, -C(0)0-A8, =N-, -N=, =N-OH, -OPO3(R™),, -OSO;H; nebo halogenové &sti nebo

atomy, kde kazdy substituent R™ je atom vodiku, nezavisle vybrana chranici skupina nebo
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oba substituenty R™ spoledné zahrnuji chrénici skupinu, a A8 je C,salkylovd, C,.
salkenylova, Cgalkynylova, Csalkyl-arylova (napf. benzyl), arylova (napf. fenyl) nebo
Coalkyl-Cj.oheterocyklicka skupina. Jednotlivé substituce jsou nezavisle vybrany.
Organickd &ast zahrnuje sloudeniny definované pro substituent R*. Mezi organické &asti
nepatii zfetelnd nestabilni &asti, napf. —O-O-, kromé& mist, kde jsou tyto nestabilni Casti
tranzitni species. které mohou byt pouzivany k pfipravé slouceniny s dostatenou
chemickou stabilitou pro jednu nebo vice popisovanych aplikaci pfedlozeného vynélezu.
Substituce uvedené vyse jsou typicky substituenty, které lze pouzit k odstranéni jednoho
nebo vice atomt uhliku, napf. ~O- nebo —~C(O)- nebo jednoho nebo vice atomi vodiku,
napf. halogenu, -NH; nebo —OH skupiny.

Termin ,.thioester, jak je pouZivan v pfedloZeném vyndlezu, se vztahuje na Cast,
ktera obsahuje skupinu
~C(S)-O-. Typicky thioestery, které jsou pouZivany v piedloZeném vyndlezu, obsahuji
organickou &ast majici 1-50 atom@ uhliku (napf. 2-20 atomi uhliku) a 0-10 nezavisle
vybranych heteroatomd (napf. O, S, N, P, Si) pfipojenou na steroidni jadro obecného
vzorce (1) napf. v poloze substituentu R? ptes skupinu —C(S)-O-, napf. organickd &4st-
C(S)-O-steroid nebo organicka ¢ast-O-C(S)-steroid. Organickd Cast je popsana vySe u
esteru.

Termin ,,thioacetal, jak je pouZivan v pfedloZeném vyndlezu, se vztahuje na Cést,
ktera obsahuje skupinu —C(0)-S-. Typicky thioacetaly, které jsou pouZivany v
ptedloZeném vynalezu, obsahuji organickou ¢ast majici 1-50 atomid uhliku (napf. 2-20
atom@ uhliku) a 0-10 heteroatomd (napf. O, S, N, P, Si) pfipojenou na steroidni jadro
obecného vzorce (1) napf. v poloze substituentu R? pies skupinu —C(O)-S-, napf. organickd
ast-C(0)-S-steroid nebo organicka cast—S-C(O)-steroid. Organickd ¢ast je popséna vyse u
estert.

Termin ,,fosfoester* nebo ,ester fosfatu®, jak je pouzivan v pfedloZeném vynalezu,
se vztahuje na ¢ast, ktera obsahuje skupinu ~O-P(ORT?)(0)-0-, kde substituent R je
atom vodiku (-H), chranici skupina nebo organicka ¢ast popsanou vyse u esterti. Typicky
fosfoestery, které jsou pouZivany v pfedloZeném vynalezu, obsahuji atom vodiku, chrénici
skupinu nebo organickou ¢ast majici 1-50 atomi uhliku a 0-10 heteroatomi (napt. O, S, N,
P, Si) pfipojenou na steroidni jadro obecného vzorce (1) v poloze substituentu R'-R®, R,
R R nebo R'® ptes skupinu ~O-P(0)(0)-O-, napf. organicka ¢ast—-O-P(0)(0)-O-steroid.

Organicka ¢ast je popséna vySe u esterd.
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Termin ,,fosfothioester”, jak je pouzivan v pfedloZeném vynalezu, se vztahuje na
&ast, ktera obsahuje skupinu —O-P(OSR™)(0)-O-, kde substituent R™ je atom vodiku (-H),
chranici skupina nebo organicka ¢ast popsanou vySe u esterti. Typicky fosfothioestery,
které jsou pouzivany v piedlozeném vynalezu, obsahuji atom vodiku, chréanici skupinu
nebo organickou ¢ast majici 1-50 atomu uhliku a 0-10 heteroatomi (napt. O, S, N, P, Si)
pfipojenou na steroidni jadro obecného vzorce (1) napt. v poloze substituentu R!-R¢, R,
R", R nebo R' pres skupinu —O-P(0)(0)-O-, napf. organicka &ast-O-P(O)(SH)-O-
steroid. Organicka ¢ast je popsana vyse u estert.

Termin ,,fosfonoester, jak je pouzivan v predloZeném vynalezu, se vztahuje na
Gast, ktera obsahuje skupinu -P(OR"®)(0)-O-, kde substituent R™® je atom vodiku (-H),
chranici skupina nebo organickd ¢ast popsanou vyse u esterti. Typicky fosfonoestery, které
jsou pouzivany v predlozeném vynalezu, obsahuji atom vodiku, chranici skupinu nebo
organickou ¢ast majici 1-50 atomd uhliku a 0-10 heteroatomi (napt. O, S, N, P, Si)
piipojenou na steroidni jadro obecného vzorce (1) v poloze substituentu R'-R®, R, R',
R'7 nebo R pies skupinu -P(OR™®)(0)-0-, tzn. organicka &ast-O-P(ORP®)(0)-O-steroid
nebo steroid—O-P(ORPR)(O)-O-organické ¢ast. Organicka Cast je popsana vyse u estert.

Termin ,,fosfiniester”, jak je pouZivan v pfedloZzeném vynalezu, se vztahuje na ¢ast,
ktera obsahuje skupinu -P(OR®)-O-, kde substituent R™ je atom vodiku (-H), chrénici
skupina nebo organicka ¢ast popsanou vySe u estert. Typicky fosfiniestery, které jsou
pouzivany v predloZzeném vynéalezu, obsahuji atom vodiku, chrénici skupinu nebo
organickou ¢ast majici 1-50 atomi uhliku a 0-10 heteroatomd (napf. O, S, N, P, Si)
pfipojenou na steroidni jadro obecného vzorce (1) v poloze substituentu R-RS, R R,
R" nebo R'™ ptes skupinu -P(OR®)-O-, tzn. organicka &4st-P(ORR)-O-steroid nebo
steroid-P(ORPR)-O-organické ¢ast. Organicka ¢ést je popsana vyse u estert.

Termin ,,sulfatester”, jak je pouzivan v pfedlozeném vynalezu, se vztahuje na ¢ast,
kterd obsahuje skupinu -O-S(O)(O)-O-. Typicky sulfatestery, které jsou pouZivany v
ptedloZzeném vynalezu, obsahuji atom vodiku, chranici skupinu nebo organickou ¢&ést
majici 1-50 atomu uhliku a 0-10 heteroatomt (napt. O, S, N, P, Si) pfipojenou na steroidni
jadro obecného vzorce (1) v poloze substituentu R'-R®, R'®, R">, R' nebo R'® pfes skupinu
-0-5(0)(0)-0O-, napt. organicka ¢ast-O-S(0)(0)-O-steroid. Organicka ¢ast je popsana vyse
u esterq.

Termin ,,sulfitester”, jak je pouZivan v pfedloZzeném vynalezu, se vztahuje na ¢ast,

kterda obsahuje skupinu -O-S(0)-O-. Typicky sulfitestery, které jsou pouZivany v
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predloZeném vynalezu, obsahuji organickou &ast majici 1-50 atomd uhliku a 0-10
heteroatomi (napf. O, S, N, P, Si) pfipojenou na steroidni jadro obecného vzorce (1)
v poloze substituentu R'-R°, R', R', R' nebo R' pies skupinu -O-S(0)-O-, napf.
organicka ¢ast-O-S(0)-O-steroid. Organicka ¢ast je popsana vyse u esterd.

Termin ,.thioacetal®, jak je pouzivan v pfedloZeném vyndlezu, se vztahuje na ¢ést,
ktera obsahuje skupinu -SC(O)-. Typicky thioacetalové skupiny, které jsou pouZivany v
predloZzeném vyndlezu, obsahuji organickou ¢&ast majici 1-50 atom@ uhliku a 0-10
heteroatomt (napt. O, S, N, P, Si) pfipojenou na steroidni jadro obecného vzorce (1)
v poloze substituentu R'-R, R'’, R'>, R!” nebo R'® pies skupinu -SC(O)-, napf. organické
¢ast-SC(0)-O-steroid nebo steroid-SC(O)-O-organickd ¢ast. Organicka Cast je popsana
vySe u esterd.

Termin "amid" se vztahuje na organickou ¢ast, kterd je definovéna vyse u esteru a
obsahuje 1, 2, 3. 4 nebo vice -C(0)-NR™- &asti, obvykle 1 nebo 2, kde substituent R™® je
atom vodiku nebo a chrénici skupina, substituent R™® je obvykle atom vodiku, v n&kterych
provedenich je skupina -C(O)NHR"®- pfipojeria na steroidni jadro v poloze substituentu
RI-RS R RY. RY nebo R', tzn. organickd &ast-C(O)NR™-steroid nebo steroid-
C(O)NR™-organick4 &st.

Termin "ether" se vztahuje na organickou ¢&ast, ktera je definovana vyse u estert a
obsahuje 1, 2, 3, 4 nebo vice nebo vice skupin -O-, obvykle 1 nebo 2, v nékterych
provedenich je skupina -O- pfipojena na steroidni jadro v poloze substituentu R'-R¢, R',
R , R' nebo R napf. organickd ¢ast-O-steroid.

Termin "thioether" se vztahuje na organickou ¢ast, ktera je popsana vyse u esteru a
obsahuje 1, 2, 3, 4 nebo vice &asti -S-, obvykle 1 nebo 2. V nékterych provedenich je
skupina -S- pfipojena na steroidni jadro v poloze substituentu R'-R®, R'’, R", R nebo
R", napf. organicka ¢asz-S-steroid.

Termin "acylova skupina" se vztahuje na organickou &ast, ktera je popsana vyse u
esteru a obsahuje 1, 2, 3, 4 nebo vice ¢asti -C(O)-. V nékterych provedenich je skupina -
C(O)- ptipojena na steroidni jadro v poloze substituentu R'-R®, R'", R"*, R'” nebo R",
napf. organicka ¢ast-C(O)-steroid.

Termin "thioacylova skupina" se vztahuje na organickou &ast, ktera je popsana vyse
u esteru a obsahuje 1, 2, 3, 4 nebo vice skupin -C(S)-. V nékterych provedenich je skupina
-C(S)- pfipojena na steroidni jadro v poloze substituentu RI-RG, RIO, R R" nebo Rls,

napf. organicka ¢ass-C(S)-steroid.
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Termin "karbonét" se vztahuje na organickou ¢ast, kterd je popsdna vyse u esteru a
obsahuje 1, 2, 3. 4 nebo vice skupin -O-C(0)-O-. Typicky karbonatové skupiny, které jsou
pouZivany v predloZeném vynalezu, obsahuji organickou &ast majici 1-50 atomd uhliku a
0-10 heteroatomu (napt. O, S, N, P, Si) pfipojenou na steroidni jadro obecného vzorce (1)
v poloze substituentu R'-R®, R'%, R'>, R'7 nebo R™ pies skupinu -O-C(0O)-O-, napf.
organicka ¢ast-O-C(0)-O-steroid.

Termin "karbamat" se vztahuje na organickou ¢&ast, kterd je popsana vyse u esteru a
obsahuje 1, 2, 3. 4 nebo vice skupin -O-C(O)NRPR, kde substituent R*R je atom vodiku,
chranici skupina nebo organické ¢ast popséna vyse u esteru. Typicky karbonétové skupiny,
které jsou pouZivany v predloZzeném vynalezu, obsahuji organickou &ast majici 1-50 atomi
uhliku a 0-10 heteroatomt (napt. O, S, N, P, Si) pfipojenou na steroidni jadro obecného
vzorce (1) v poloze substituentu R'-R®, R'%, R”, R'7 nebo R'® pres skupinu -O-C(O)NR™R,
napf. organicka ¢4st-O-C(O)NR"*-steroid nebo steroid-O-C(O)NR"R-organicka &ast.

Termin ,.monosacharid®, jak je pouZivan v pfedloZeném vynalezu, se vztahuje na
polyhydroxyaldehyd nebo polyhydroxyketon majici stechiometricky vzorec (CH,0),, kde
index n je 3, 4, 5, 6 nebo 7. Monosacharidy zahrnuji oteviené a zaviené formy fetézce,
nicméné obvykle budou zaviené formy fetézce, a hexofuranosy a pentofuranosy, napt. 2'-
deoxyribosu, ribosu, arabinosu, xylosu, jejich 2'-deoxy a 3'-deoxy derivaty a jejich 2, 3'-
dideoxy derivaty. Monosaccharidy také zahrnuji 2', 3' dideoxydidehydro derivét ribosy.
Monosacharidy -déle zahruji D-, L- a DL-izomery glukosy, fruktosy, mannosy, idosy,
galaktosy, allosy, gulosy, altrosy, talosy, fukosy, erythrosy, threosy, lyxosy, erythrulosy,
ribulosy, xylulosy, ribosy, arabinosy, xylosy, psikosy, sorbosy, tagatosy, glyceraldehydu,
dihydroxyacetonu a jejich monodeoxy derivaty, napf. rhamnosy. Monosaccharidy jsou
pfipadné€ chranéné nebo ¢aste¢né chranéné.

Pripadné substituovana alkylova skupina, pfipadn& substituovana alkenylova
skupina, ptipadné substituovand alkynylova skupina, pfipadné substituovana arylova &ast a
pfipadn€ substituovand heterocyklickd skupina znamena substituce, které zahrnuji
Ciapoalkylové  ¢asti, Chpoalkenylové &asti, Chpalkynylové —&asti, arylové Casti,
Casheterocyklické ¢ast nebo jakékoliv jejich substituované derivaty. Typické substituce
pro tyto organické skupiny zahrnuji 1, 2, 3, 4 nebo vice substituci, obvykle 1 nebo 2
substituce vybrané z -O-, -S-, -NR"™-, -C(0)-, -N(R™),, -C(O)OR™®, -OC(O)R'R, -OR™®, -
SR™X, -NO,, -CN, -NHC(O)-, -C(O)NH-, -OC(0O)-, -C(0)0O-, -0-A8, -S-A8, -C(0)-AS, -
0OC(0)-A8, -C(0)0-A8, =N-, -N=, -OPOz(RPR), -OSO3H nebo halogenové &asti nebo
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atomy, kde kazdy substituent R™® je nezavisle atom vodiku, vybrana chranici skupina nebo
oba substituenty R™ spole¢né vytvateji chranici skupinu, a A8 je Ci.galkylova, C,.
galkenylova, C,salkynylova, C,salkyl-arylova (napf. benzyl), arylova (napk. fenyl) nebo
Ci4alkyl-Cj_sheterocyklicka skupina. Jednotlivé substituce jsou nezavisle vybrany.
Organické c¢asti popsané v ptedlozeném vynalezu a pro jakékoliv jiné &4sti popsané
v predloZzeném vynalezu, plati vyloudeni pouZit zfetelné nestabilni &4sti, napf. —O-O-,
kromé€ mist, kde jsou napf. nestabilni asti tranzitni Castice, které mohou byt pouZivany
k pfipravé slouceniny s dostateénou chemickou stabilitou pro jednu nebo vice zde
popisovanych aplikaci.

Pfipadné¢ substituovany ,,monosacharid“ obsahuje jakykoliv Cs.;cukr, D-, L- nebo
DL-konfigurace. napf. erythrosa, glycerol, ribosa, deoxyribosa, arabinosa, glukosa,
mannosa, galaktosa, fukosa, mannosa, glukosamin, N-acetyleneuraminova kyselina,
N-acetylglukosamin, N-acetylgalaktosamin, ktery je ptipadné substituovany jednou nebo
vice hydroxylovymi skupinami. Vhodné substituce zahrnuji atom vodiku, chrdnénou
- hydroxylovou, karboxylovou, azido, kyano skupinu, -O-C;.alkylovou, -S-C;.galkylovou,
-0-Cy.¢alkenylovou, -S-Cjealkenylovou skupinou, pfipadné chranény amin, piipadné
chranénou karboxylovou skupinu, halogen, thiolovou nebo chranénou thiolovou skupinu.
Vazba mezi monosacharidem a steroidem miiZe byt o nebo f.

Pfipadné substituovany ,.oligosacharid“ obsahuje 2, 3, 4 nebo vice jakychkoliv
Cs.7cukrt, které jsou kovalentng vazany jeden na druhého. Jednotlivé spojené cukry mohou
mit D-, L- nebo DL-konfigurace. Vhodné cukry a substituce téchto cukri jsou uvedeny pro
monosacharidy. Vazba mezi oligosacharidem a steroidem miiZe byt o nebo B stejné tak
jako vazby mezi monosacharidovymi jednotkami oligosacharida.

Nukleosid zahruje 3TC, AZT, D4T, ddl, ddC, G, A, U, C, T, dG, dA, dT a dC.

Polymer zahrnuje biologicky kompaktibilni organické polymery, napi. PEG a
polyhydroxyalkylpolymery.

Zkratka PEG znamena polymer na bazi ethylenglykolu, ktery obsahuje 20-2000000
spojenych monomerd, typicky 50-1000 spojenych monomerd, obvykle 100-300.
Polyethylenglykoly zahrnuji PEG obsahujici rizny podet spojenych monomerd, napf.
PEG20, PEG30. PEG40, PEG60, PEG80, PEG100, PEG115, PEG 200, PEG 300,
PEG400, PEG500, PEG600, PEG1000, PEG1500, PEG2000, PEG3350, PEG4000,
PEG4600, PEG5000, PEG6000, PEG8000, PEG11000, PEG12000, PEG2000000 a

jakékoliv jejich smési.
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Aminokyselina

Termin "aminokyselina" znamena aminokyselinovou ¢ast, ktera obsahuje jakykoliv
pfirozené vyskytujici se nebo synteticky aminokyselinovy zbytek, tzn. jakoukoliv ¢ast
obsahujici alespon jednu karboxylovou skupinu a alespori jeden amino zbytek piimo
pfipojeny na 1, 2. 3 nebo vice atomi uhliku, typicky jeden (o) atom uhliku. Charakter a
pivod vmezefené struktury, kterd je lokalizovana mezi karboxylovou a amino skupinou,
miZe byt velmi rozmanity, véetné téch skupin, které jsou popsany v predloZzeném
vynalezu. Typicky maji aminokyseliny pfipojené na steroid pies aminovou skupinu
vhodnou konformaci a délku, aby byl schopné autokatalytické hydrolyzy vazby mezi
aminokyselinou a steroidem, a tim k uvolnéni steroidu, coZ se mizZe vyskytovat, pokud
volna karboxylova skupina je generovana in vivo deesterifikaci, deaminaci nebo
peptidolytickym $tépenim prekurzoru, ktery obsahuje vazbu mezi aminovou skupinou
aminokyseliny a steroidem. Hydrolyza vazby mezi karboxylovou nebo aminovou skupinou
aminokyselin a steroidem miZe byt provedena chemickou nebo enzymatickou hydrolyzou,
napf. §t&peni esterasami nebo neenzymatickou hydrolyzou. A

Obecné jsou aminokyseliny korespondujici se zbytky ve slouceninidch podle
vynélezu, pfirozené vyskytujici se aminokyseliny a nemaji vyznamnou farmakologickou
aktivitu per se. Nicméné optimdlni farmakokineticka aktivita (v podstaté¢ kompletni
hydrolyza po hvdrolyze distdlni amidové nebo esterové vazby)) miZe byt dosaZena
pouZitim pfirozené se nevyskytujicich aminokyselinovych zbytkd. Vmezefena struktura
miZe byt tak jednoduchd, jako napf. methylen, pokud je aminokyselinovy zbytek glycyl,
nebo pro jiné a-aminokyseliny substituovany methylen. Struktura zpravidla obsahuje az 5
atomil uhliku nebo heteroatomii v nerozvétveném fetézci mezi karboxylovym atomem
uhliku aminokyselin a atomem dusiku aminu. TudiZ aminokyseliny mohou obsahovat
vmezefené ethylenové, propylenové, butylenové nebo pentylenové skupiny nebo jejich
substituovana analoga, napf. oxyestery nebo ethery, ve kterych je atom uhliku nahrazen
atomem kysliku. pfipadné atom vodiku. Ptiklady takovych vmezefenych struktur mohou
byt -CH-O-C(R™)(R*)-, kde substituenty R??> a R* jsou nezavisle vybrany atom vodiku
nebo organické ¢asti, které jsou popsany vyse u esteru. V nékterych provedenich jeden ze
substituentit R a R® je atom vodiku a druhy je C,.pgorganickd &ast. Typicky organické
Casti obsahuji 1-20 atomt uhliku a 0, 1, 2, 3, 4 nebo 5 nezavisle vybranych heteroatomd,
které jsou typicky vybrany zatomu kysliku, dusiku, siry a fosforu. Pokud je potieba

rychlejsi hydrolyza, je obecné pouZivana vmezefend struktura s mensim poétem atomil,
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aCkoliv v&tsi struktury jsou vhodné, pokud maji napf. dostate¢nou flexibilitu nebo
konformaci k uvedeni karboxylové skupiny do spravné orientace v blizkosti vazby mezi
aminokyselinou a steroidem.

Oby&ejné je substituent R* atom vodiku methylova nebo hydroxymethylové
skupina, obvykle atom vodiku a substituent R% je postranni fetézec nebo skupina pfirozené
vyskytujici se aminokyseliny. Postranni fetézec aminokyseliny zahrnuje analoga, ve
kterych postranni fetézec je C;.;shomolog odpovidajici piirozené slouCeniny, napt.
methylen, ethylen, propylen, butylen nebo jejich substituovany derivat, napf. substituovany
derivat alkylové skupiny, etheru nebo alkoxy skupiny (napf. methoxy, ethoxy, propoxy
skupina). Obecné u postrannich fetézcl obsahujicich karboxylovou skupinu, pokud je atom
uhliku karboxylové skupiny postranni fetézce pfipojen 5 nebo méné atomy na atom dusiku,
pak karboxylovd skupina bude pfipadné blokovana, napf. esterifikaci nebo amidaci,
pfiemz esterové nebo amidové vazby jsou in vivo hydrolyzovatelné. Substituent R* je
také spojen dohromady se substituentem R* za vzniku prolinového zbytku (-CH,)s. Tudiz
substituent R je obecné postranni skupina, napf. atom vodiku, -CHs, -CH(CH3),, -CHp-
CH(CHs;),, -CHCH3-CH,-CHj;, -CH,-C¢Hs, -CH,CH,S-CH;, -CH,OH,-CH(OH)-CHj, -
CH,-SH, -CH,-C¢H4OH, -CH,-CO-NH,, -CH,-CH,-CONH,, -CH,-COOH, -CH,-CH,-
COOH, -(CHy)s+-NH, a -(CH,);-NH-C(NH,)-NH,. Substituent R* také zahrnuje 1-
guanidinoprop-3-yl, benzyl, 4-hydroxybenzyl, imidazol-4-yl, indol-3-yl, methoxyfenyl a
ethoxyfenyl. Optimalni substituent R* je vybran standatdnim zplisobem.

Obecné méa aminokyselinovy zbytek strukturu uvedenou ve vzorcich niZe. Obvykle
index n nabyva hodnot 1 nebo 2, substituent R* je atom vodiku a substituent R> je &ast
obsahujici jednu nebo vice z nasledujicich skupin: amino, karboxyl, amid, karboxylester,
hydroxyl, Ce-Craryl, ether(-O-), thioether(-S-), n-, s- nebo r-alkyl(C;-Cs), guanidinyl,
imidazolyl, indolyl, sulthydryl, sulfoxid a fosforyl. Substituenty R* a R® mohou mit riizné
struktury, véetné téch, které jsou uvedeny v piedloZeném vynélezu, napf. estery, ethery
nebo karbonaty.

Pokud aminokyselinové zbytky obsahuji jedno nebo vice chiralnich center, spadaji
do rozsahu tohoto vynalezu jakékoliv D, L, mezo, threo nebo erythro (pokud je to vhodné)
reacematy nebo jejich smési. Obecné by pfi neenzymatické hydrolyze mél byt pouzivan D
izomer. Na druhou stranu L izomery mohou byt vice univerzalni, ponévadZ mohou byt

citlivé jak na neenzymatickou, tak i na potencialné Zadanou enzymatickou hydrolyzu a
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jsou lépe transportovatelné aminokyselinou nebo dipeptidylovym transportnim systémem
v gastrointestinalnim traktu.

Ptiklady vhodnych aminokyselinovych zbytk zahrnuji: glycyl;
aminopolykarboxvlové kyseliny, napf. zbytky aspartové kyseliny, B-hydroxyaspartové
kyseliny, glutamové kyseliny, B-hydroxyglutamové kys., B-methylaspartové kyseliny, B-
methylglutamové kyseliny, B,B-dimethylaspartové kyseliny, y-hydroxyglutamové kyseliny,
B,y-dihydroxyglutamové kyseliny, B-fenylglutamové kyseliny, y-methylenglutamové
kyseliny, 3-aminoadipové kyseliny, 2-aminopimelové kyseliny, 2-aminosuberové kyseliny
a 2-aminosebakové kyseliny; amidy aminokyselin, napt. glutaminyl a asparaginyl;
polyamino-monokarboxylové nebo vicesytné monokarboxylové kyseliny, napf. arginin,
lysin, B-aminoalanin, y-aminobutyrin, ornithin, citrulin, homoarginin, homocitrullin,
zbytky  5-hydroxy-2,6-diaminohexanové  kyseliny (b&éZzn€ hydroxylysin, vcetné
allohydroxylysinu) a diaminobutyrové kyseliny; dalsi bazické zbytky aminokyselin, napf.
histidinyl; diaminodikarboxylovou kyselinu, napt. zbytky o,o'-diaminosukcinové kyseliny,
o,o'-diaminoglutarové kyseliny, o,0'~-diaminoadipové kyseliny,
a,o'-diaminopimelové kyseliny, a,o'-diamino-B-hydroxypimelové kyseliny,
a,o'-diaminosuberové kyseliny, o,o'-diaminoazelaové kyseliny a o,o'-diaminosebakové
kyseliny; imino kyseliny, napf. prolin, zbytky 4- nebo 3-hydroxy-2-pyrrolidinkarboxylové
kyseliny (b&Zné hydroxyprolin, v&etné allohydroxyprolinu), y-methylprolin, zbytky
pipekolinové kyseliny, 5-hydr0xypipekolinové kyseliny, -N([CHz]nCOORP R, kde index n
nabyva hodnot 1, 2, 3, 4, 5 nebo 6 a substituent R"® je atom vodiku nebo chranici skupina a
zbytky azetidin-2-karboxylové kyseliny; mono- nebo di-alkyl (typicky C;-Cg rozvétvené
nebo nerozvétvené) aminokyseliny, napf. alanin, valin, leucin, allylglycin, butyrin,
norvalin, norleucin, heptylin, o-methylserin, o-amino-a-methyl-y-hydroxyvalerové
kyseliny,  o-amino-a-methyl-6-hydroxyvalerové  kyseliny,  a-amino-o-methyl-g-
hydroxykaprinové kyseliny, izovalin, a-methylglutamové kyseliny,
a-aminoizobutyrové kyseliny, a-aminodiethyloctové kyseliny, a-amino-diizopropyloctové
kyseliny, o-aminodi-n-propyloctové kyseliny, a-amino-diizobutyloctové kyseliny, o-
aminodi-n-butyloctové kyseliny, o-amino-ethylizopropyloctové kyseliny, a-amino-n-
propyloctové kyseliny, a-amino-diizoamyoctové kyseliny, a-methylaspartové kyseliny, o-
methylglutamové kyseliny, 1-aminocyklopropan-1-karboxylové kyseliny; izoleucin,

alloizolevcin, rert-leucin, B-methyltryptofan a o-amino-$-ethyl-B-fenylpropionové
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kyseliny; B-fenylserinyl; alifatické a-amino-fB-hydroxy kyseliny, napf. serin,
B-hydroxyleucin, B-hydroxynorleucin, B-hydroxynorvalin a a-amino-B-hydroxystearové
kyseliny; amino, a-, y-, 8- nebo e-hydroxykyseliny, napt. homoserin, y-hydroxynorvalin,
d-hydroxynorvalin a e-hydroxynorleucin; canavinyl a canalinyl; y-hydroxyornithinyl,
2-hexosamininové kyselina, napf. D-glukosaminova kyselina nebo D-galaktosaminova
kyselina; o-amino-$-thioly, napt. penicillamin, B-thiolnorvalin nebo B-thiolbutyrin; dalsi
aminokyselinové zbytky obsahujici siru, véetné cysteinu; homocystein; B-fenylmethionin;
methionin; S-allyl-L-cysteinsulfoxid; 2-thiolhistidin; cystathionin; a thiolethery cysteinu
nebo homocysteinu; fenylalanin, tryptofan a o-aminokyseliny substituované na kruhu,
napf. fenyl- nebo cyklohexylaminokyseliny a o-aminofenyloctové kyseliny, o-
aminocyklohexyloctové kyseliny a a-amino-f-cyklohexylpropionové kyseliny; analoga
fenylalaninu a derivaty obsahujici aryl, niz§i alkyl, hydroxy, guanidino, oxyalkylether,
nitro skupinu, siru nebo fenyl substituovany halogenem (napt., tyrosin, methyltyrosin a o-
chlor-, p-chlor-, 3,4-dichlor, o-, m- nebo p-methyl-, 2,4,6-trimethyl-, 2-ethoxy-5-nitro, 2-
hydroxy-5-nitro a p-nitro-fenylalanin); furyl-, thienyl-, pyridyl-, pyrimidinyl-, purin nebo
naftylalaniny; analoga tryptofanu a jeho derivaty, véetné kynureninu, 3-
hydroxykynureninu, 2-hydroxytryptofanu a 4-karboxytryptofanu; aminokyselinové zbytky
substituované v poloze a-amino skupiny, v¢etné¢ sarkosinu (N-methylglycin), N-
benzylglycinu, = N-methylalaninu, = N-benzylalaninu, N-methylfenylalaninu,  N-
benzylfenylalaninu, N-methylvalinu a N-benzylvalinu; a «-hydroxyaminokyselinové
zbytky a substituované o-hydroxyaminokyselinové zbytky, véetné serinu, threoninu,
allothreoninu, fosfoserinu a fosfothreoninu.

Jakékoliv z vySe uvedenych aminokyselin nebo jiné zndmé aminokyseliny se
mohou pouzit vtomto vynalezu. Typicky jsou aminokyseliny schopné autokatalyticky
hydrolyzovat vazbu mezi aminokyselinou a steroidem. TudiZ typicky obsahuji nebo po
jejich hydrolyze in vivo, volnou karboxylovou nebo amino skupinu.

Pfedmeétem zajmu mohou byt také hydrofobni aminokyseliny, napf. mono nebo di-
alkyl nebo arylaminokyseliny, cykloalkylaminokyseliny, atp. Tyto zbytky spoleiné se
substituenty R¥-R* (R*-R* jsou definovany niZe) mohou pfispivat k bunééné
permeabilit¢ modulaci lipofility slou¢eniny obecného vzorce (1) nebo (2). Typicky zbytek
neobsahuje sulfhydrylovy nebo guanidino substituent.

Peptid
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1, 2, 3 nebo vice substituentd R'-R* mize zahrnovat ,peptid“, tzn. dv& nebo vice
vy$e definovanych aminokyselin. Typicky jsou aminokyseliny pfipojené normalnimi
peptidovymi vazbami, tzn. —CO-NH-, mezi sousedicimi aminokyselinovymi zbytky.
Peptidy obsahuji dipeptidy (dimery), tripeptidy (trimery), kratké peptidy majici 4, 5, 6, 8,
10 nebo 15 zbytkd a dlouhé peptidy nebo proteiny majici 100 nebo vice zbytkd.
Slou¢eniny podle vynalezu, které obsahuji peptid, mohou byt pouzivany jako imugeny,
prolétiva nebo jako syntetické prekurzory pro dalsi derivaty steroidu. V ramci jednoho
provedeni obsahuje peptid misto pro St&peni peptidolytickym enzymem v peptidové vazbé
spojené s prvni zbytkem a nasledujicim zbytkem distalné k steroidnimu zbytku. Tato mista
Stépeni jsou pripadn& obklopena enzymatickymi rozpoznavacimi misty, napf. jednotlivé
zbytky rozpoznavané hydrolytickym enzymem, napf. peptidasou lokalizovanou v séru
nebo v buiikach. Peptidolytické enzymy patii mezi znamé enzymy a zejména zahrnuji
karboxypeptidasy $t&pici polypeptidy odstranénim C-koncovych zbytkl a jsou specifické
v mnoha piipadech zejména pro C-koncové sekvence. Tyto enzymy a jejich vyZadované
substraty jsou obecné znamé. Napiiklad dipeptid majici pfislusny par zbytkG a volny
karboxylovy konec je kovalentn& vazany pfes svoji o-amino skupinu na steroidni jadro. Da
se oGekavat, ze peptid bude tépen pfisluinou dipeptidasou, proteasou nebo chemickou
hydrolyzou za  vzniku karboxylu  proximalniho  aminokyselinového  zbytku
k autokatalytickému §t€peni amidatové vazby.

Priklady vhodnych dipeptidylovych skupin (oznaCované svymi jednoduchymi
zkratkami) jsou uvedeny v tabulce nize.

SYMBOL

1-pismenn4 zkratka 3-pismenna zkratka aminokyselina

Y Tyr tyrosin

G Gly glycin

F Phe fenylalanin
M Met methionin
A Ala alanin

S Ser serin

| Il izoleucin
L Leu leucin

T Thr threonin
\% Val valin
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P Pro prolin

K Lys lysin

H His histidin

Q Gln glutamin

E Glu glutamova kyselina
W Trp tryptofan

R Arg arginin

D Asp aspartova kyselina
N Asn asparagin

C Cys cystein

Dipeptidy

AA, AR, AN, AD, AC, AE, AQ, AG, AH, AL, AL, AK, AM, AF, AP, AS, AT, AW, AY,
AV, RA, RR, RN, RD, RC, RE, RQ, RG, RH, RI, RL, RK, RM, RF, RP, RS, RT, RW
RY, RV, NA, NR, NN, ND, NC, NE, NQ, NG, NH, NI, NL, NK, NM, NF, NP, NS, NT,
NW, NY, NV, DA, DR, DN, DD, DC, DE, DQ, DG, DH, DI, DL, DK, DM, DF, DP, DS,
DT, DW, DY, DV, CA, CR, CN, CD, CC, CE, CQ, CG, CH, CI, CL, CK, CM, CF, CP,
CS, CT, CW, CY, CV, EA, ER, EN, ED, EC, EE, EQ, EG, EH, EL EL, EK, EM, EF, EP,
ES, ET, EW, EY, EV, QA, QR, QN, QD, QC, QE, QQ, QG, QH, QI, QL, QK, QM, QF,
QP, QS, QT, QW, QY, QV, GA, GR, GN, GD, GC, GE, GQ, GG,-GH, GI, GL, GK, GM,
GF, GP, GS, GT, GW, GY, GV, HA, HR, HN, HD, HC, HE, HQ, HG, HH, HI, HL, HK,
HM, HF, HP, HS, HT, HW, HY, HV, IA, IR, IN, ID, IC, IE, IQ, IG, IH, IL, I, IK, IM, IF,
IP, IS, IT, IW, 1Y, IV, LA, LR, LN, LD, LC, LE, LQ, LG, LH, LI, LL, LK, LM, LF, LP,
LS, LT, LW, LY, LV, KA, KR, KN, KD, KC, KE, KQ, KG, KH, KI, KL, KK, KM, KF,
KP, KS, KT, KW, KY, KV, MA, MR, MN, MD, MC, ME, MQ, MG, MH, MI, ML, MK,
MM, MF, MP, MS, MT, MW, MY, MV, FA, FR, FN, FD, FC, FE, FQ, FG, FH, FI, FL,
FK, FM, FF, FP, FS, FT, FW, FY, FV, PA, PR, PN, PD, PC, PE, PQ, PG, PH, PI, PL, PK,
PM, PF, PP, PS, PT, PW, PY, PV, SA, SR, SN, SD, SC, SE, SQ, SG, SH, SL SL, SK, SM,
SF, SP, SS, ST, SW, SY, SV, TA, TR, TN, TD, TC, TE, TQ, TG, TH, TL, TL, TK, TM,
TF, TP, TS, TT, TW, TY, TV, WA, WR, WN, WD, WC, WE, WQ, WG, WH, WL, WL,
WK, WM, WF, WP, WS, WT, WW, WY, WV, YA, YR, YN, YD, YC, YE, YQ, YG, YH,
YL, YL, YK, YM, YF, YP, YS, YT, YW, YY, YV, VA, VR, VN, VD, VC, VE, VQ, VG,
VH, VI, VL, VK, VM, VF, VP, VS, VT, VW, VY, VV

2
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Tyto dipeptidy zahrnuji slouCeniny, ve kterych jsou ob& aminokyseliny v L-
konfiguraci, D-konfiguraci nebo jako smé&s konfiguraci.

Tripeptidy, tzn. tfi spojené aminokyselinové zbytky, jsou také zahrnuty do rozsahu
pouZitelnych provedeni. Tyto tripeptidy zahrnuji ty aminokyseliny, kde A, C, D, E, F, G,
HLKLMNP QR S T, V, Wnebo Y je pfipojeno standardni peptidickou vazbou
na amino nebo karboxylovy konec jakéhokoliv vySe uvedeného dipeptidu. Sekvence —X1-
pro-X2 (kde X1 je jakékoliv aminokyselina a X2 je atom vodiku, jakykoliv
aminokyselinovy zbytek nebo karboxylester prolinu) bude Stépena
luminalkarboxypeptidasou za vzniku X1 s volnou karboxylovou skupinou, ktera se hned
autokatalyticky Sté€pi amidatovou vazbu. X2 bude obvykle benzylester karboxy skupiny
X2. Dalsi provedeni zahrnuji tetrapeptidy, napf. ty, ve kterych jakékoliv dva zvyse
uvedenych dipeptidi, jenz mohou byt stejné nebo rozdilné dipeptidy (napt. AA a AA
spojené dohromady nebo napf. AA a GI spojené dohromady), jsou spojeny jeden s druhym
peptidickou vazbou pres amino konec nebo karboxylovy konec. Jeden, dva nebo vice
tetrapeptidi miize byt vazano na sloudeninu obecného vzorce (1) nebo vzorce (2) pies
tetrapeptidovy amino nebo karboxylovy konec.

V nékterych provedenich obsahuje sloudenina obecného vzorce (1) nebo (2) jednu
nebo vice aminokyselin nebo peptidi majicich strukturu (A), (B) nebo (C):

(A) R¥-NH-{[CRP)R*)]:-C(0)-NR)} - [CR?)(R*)],-C(0)-O-steroid,

(B) R¥-0-{C(0)-[CR¥)(R**)]:-N(R*")}-C(0)-[CR®)R**)]-N(R*")-O-steroid nebo

(©) R”-0-{C(OF[CR®)R™)]-NR™")}-C(O)-[CRIR*)J-N(R™")-C(0)-O-steroid,
kde (A), (B) nebo (C) jsou nezavisle vybrany a jsou vazany na 1, 2, 3 nebo vice
substituenti R' az R*, kde ka?dy ze substituentt R?-R3! je nezévisle vybran; substituent
R je atom vodiku nebo Cjporganické East (napt., Cy.alkylova skupina, napf. -CHj3 nebo
-C,Hs); substituent R je nezavisle postranni fetdzec aminokyseliny, v€etné postranniho
feté€zce pfirozené vyskytujicich se vy$e uvedenych aminokyselin, napf. atom vodiku, -CHa,
-CH,CgHs; substituent R*' je atom vodiku nebo chrénici skupina; substituenty R** a R*
nezavisle zahrnuji atom vodiku, chrénici skupinu, ester nebo amid, kde kazdy atom nebo
skupina je nezavisle vybrana; indexy a, b, ¢ a d nabyvaji nezavisle hodnot 1, 2, 3, 4 nebo 5,
obvykle 1; indexy e, f a g nabyvaji nezavisle hodnot 0 aZ 1000, typicky jsou nezavisle 0, 1,
2,3,4,5, 6,7 nebo 8; indexy a, b, ¢ a d nabyvaji nezavisle hodnot 1 nebo 2; indexy e, fa g

b 2 b

nabyvaji nezéavisle hodnot 1, 2, 3, 4 nebo 5.
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Pokud aminokyselina(y) nebo zbytek(y) maji dva nebo vice aminoskupin, jako
napf. lysinylovy, arginylovy nebo ornithinylovy zbytek, pak substituent R* je obvykle
atom vodiku a substituent R*® mdize zahrnovat [C(R*),].aN(RP®)-, kde index n2 nabyva
hodnot 0, 1, 2, 3, 4, 5 nebo 6, substituent R*} je atom vodiku nebo chranici skupina a
kazdy substituent R* je nezavisle atom vodiku, Ciaopfipadné substituovana alkylova
skupina, Cs-Cyopfipadné substituovana arylova skupina, C;-Caopfipadng substituovana
alkylarylova skupina, C;-Cypiipadné substituovana arylalkylova skupina, C;-Cypfipadné
substituovana alkoxy skupina, Ce-Cyopiipadné substituovana aryloxy nebo hydroxylova
skupina. Tyto slou€eniny mohou oobsahovat nékolik steroidnich &asti. Napiiklad pokud
jsou epsilon (g) nebo delta (3) a alfa(or) amino skupiny lysinu nebo ornithinu substituované
steroidnimi Castmi, miize byt amidatova skupina schopna uvoliiovat dvé molekuly aktivni
latky, kazdou vznikajici za jinych farmakokinetickych podminek, a tim dochazi

k trvalejSimu uvoliiovani 1éCiva.

Soli

Provedeni vynalezu zahrnuji soli a komplexy sloudenin podle vynalezu (slou&eniny
obecného vzorce (1)), vCetné farmaceuticky pfijatelnych soli, které jsou relativné
netoxické. Nékteré ze slouCenin podle vynalezu maji jednu nebo vice &asti, které obsahuji
alespoil CéasteCné pozitivni nebo negativni naboj ve vodném roztoku, typicky pii pH
vrozmezi 4 aZz -10, ktery mlZe participovat pii tvorbé soli, komplexu, piipravku
s parcidlnimi vlastnostmi soli a komplexu, nebo jiné nekovalentni interakce, tzn. vSechny,
které oznadujeme jako ,,soli. Soli jsou obvykle biologicky slucitelné nebo farmaceuticky
piijatelné nebo netoxické, zejména pro savéi buiiky. Soli, které jsou biologicky toxické
jsou piipadné€ pouzivany spole¢né se syntetickymi meziprodukty slou€enin podle vynalezu.
V piipadech, kdy jsou potfeba ve vodé rozpustné pfipravky, se obvykle pouZivaji
monovalentni soli.

Soli kovii jsou typicky pfipravovany reakci hydroxidu kovu se sloueninou podle
tohoto vynalezu. Piiklady soli kovi, které jsou piipadné piipraveny timto zpisobem,
zahrnuji soli obsahujici Li*, Na" a K*. Méné rozpustné soli kovii mohou byt precipitovany
z roztoku vice rozpustné soli pfidanim vhodné slouCeniny kovu. Soli podle pfedloZeného
vynalezu mohou byt pfipraveny kyselou adici urlitych organickych kyselin, napf.
organické karboxylové kyseliny a anorganické kyseliny, napf. alkylsulfonové kyseliny

nebo halogenovodikovych kyselin, na kyseld nebo bazickd centra ve slouCeninach podle
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piedloZeného vyndlezu, napf. bazickd centra na analogach pyrimidinovych bazi podle
predloZeného vyndlezu. Soli kovii zahrnuji Na', Li*, K*, Ca” nebo Mg"™". Dalsi soli kova
mohou obsahovat iont hliniku, baria, stroncia, kadmia, bismutu, arsenu nebo zinku.

Soli (stil) slou¢enin podle ptedloZeného vynalezu mohou obsahovat kombinace
pfislusSnych kationtl, napt. alkalickych iontd nebo iontl alkalickych zemin nebo amoniaku
a kvarternich amonnych iontd s ¢asti kyselého iontu fosfore¢né nebo fosforité kyseliny,
které mohou byt pfitomny v polymerech nebo monomerech piedloZeného vynélezu.

Soli jsou pfipravoveny standardnimi technikami, véetné rozpusténi volné baze ve
vodném, vodném-alkoholovém nebo vodném-organickém roztoku obsahujicim vybranou
kyselinu a pifipadné odpafenim roztoku. Volnad baze se nechd reagovat v organickém
roztoku obsahujicim kyselinu a poté se sul obvykle separuje pfimo nebo lze roztok
zakoncentrovat.

Vhodné soli aminu zahrnuji aminy majici dostate¢nou bazicitu k tvorbé stabilni
soli, obvykle aminy s nizkou toxicitou zahrnuji trialkylaminy (tripropylamin, triethylamin,
trimethylamin), prokain, dibenzylamin, N-benzyl-betafenetylamin, efenamin, N,N'-
dibenzyletylendiamin, N-ethylpiperidin, benzylamin a dicyklohexylamin.

Soli zahrnujici organickych sulfonovych kyselin nebo organickych karboxylovych
kyselin pfipravené napf. pfidanim kyselin do bazickych center, typicky amind. Nazorné
pfiklady  sulfonovych  kyselin  zahrnuji ~ Cg-jearylsulfonové  kyseliny, Ce-
iheteroarylsulfonové kyseliny a Cj.jgalkylsulfonové kyseliny, napf. fenylsulfonovou
kyselinu,  o-naftalensulfonovou  kyselinu, B-naftalensulfonovou kyselinu, (S)-
kafrosulfonovou kyselinu, methyl (CH3SO;H), ethyl (CoHsSO;H), n-propyl, i-propyl,
n-butyl, s-butyl, i-butyl, r-butyl, pentyl a hexylsulfonové kyseliny. Nazorné priklady
organickych karboxylovych kyselin zahrnuji Cj.jealkyl, Cq.jsarylkarboxylové kyseliny a
Cq.i6heteroarylkarboxylové kyseliny, napf. octovd, glykolovd, mlé¢nd, pyrohroznova,
malonovd, glutarova, tartarova, citronova, fumarova, sukcinové, jable¢nd, maleinova,
oxalova, hydroxymaleinovd, benzoov4, hydroxybenzoovd, fenyloctova, skoficova,
salicylova, nikotinova a 2-fenoxybenzoova kyselina.

Soli pfedloZeného vyndlezu zahrnuji ty, které mohou byt pfipraveny
z anorganickych kyselin, napt. HF, HCl, HBr, HI, H,SO4, H;PO,;, Na,CO;, K,COs,
CaCOj;, MgCOj3 a NaClO;. Vhodné anionty, které se ptipadné vyskytuji spolu s kationtem,
napf. Ca™", Mg™, Li", Na" nebo K, zahrnuji arsendt, arsenitformiat, sorbat, chlorat,

perchlorat, jodistan, dichrqmét, glykodeoxycholat, cholat, deoxycholat, desoxycholit,
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taurocholat, taurodeoxycholat, taurolithocholat, tetraborat, nitrat, nitrit, sulfit, sulfamat,
hyposulfit, bisulfit, pyrosulfit, thiosulfat, thiokyanat, silikat, metasilikat, CN-, glukonat,
glukuronat, hippuran, pikrat, hydrosulfit, hexafluorfosfat, chlornan, hypochlorat, borat,
metaborat, wolframan a urat.

Soli také zahrnuji soli slou€enin podle ptedloZeného vyndlezu s jednou nebo vice
aminokyselin. Mnoho aminokyselin je pro tyto ucely vhodnych, zejména pfirozené se
vyskytujici aminokyseliny, které lze nalézt jako komponenty proteinti, i kdyz
aminokyseliny jako takové maji typicky postranni fetézec s bazickou nebo kyselou
skupinu, napt. lvsin, arginin, histidin nebo kyselina glutamova, nebo neutrélni skupinou,
napf. glycin, serin, threonin, alanin, izoleucin nebo leucin.

Ptipravky podle piedlozeného vynalezu zahrnuji slouCeniny ve formé
neionizovanych latek, zwitteriont a kombinace se stechiometrickym mnoZstvim vody jako
v hydratech.

Stereoizomery

*
Sseene

Slou¢eniny podle vynalezu (slougeniny obecného vzorce (1)) zahrnuji obohacené

nebo rozliSené optické izomery na jakémkoliv nebo vSech asymetrickych atomech
uvedenych na obrazcich. Racematy, smési diastereoizomert i jednotlivé optické izomery
mohou byt izolovany nebo syntitezovany tak, aby byly podstatné bez svych
enantiomernich nebo diastereomernich partnerd, pfi¢emzZ viechny jsou v rozsahu vynalezu.
Chiralni centra slou¢enin podle vynalezu mohou byt nalezena ve slou¢eninach vynélezu
napf. v substituentech Rl, RZ, R*aR*,

Jeden a nebo vice z nasledujicich zplsobd je pouZivan k pfipravé enantiomernd
obohacenych nebo ¢istych izomerd. Zplsoby jsou uvedeny podle své dileZitosti, tzn.
stereospecifickd syntéza z chirdlnich prekurzort, chromatografické rozliSeni enantiomeru,
spontanni krystalizace.

Stereospecifickd syntéza je popsana v ptikladech. Zpisoby tohoto typu jsou vhodné
vyuZivany, za ptedpokladu, Ze je pfislusna chirdlni vychozi latka je dostupni a reakéni
kroky jsou vybrany tak, aby se pfedeslo nezadouci racemizaci na chirdlnich centrech.
Jednou z vyhod stereospecifické syntézy je to, Ze pfi ni nevznikaji neZadouci enantiomery,
které by pak musely byt odstranény od finalniho produktu, ¢imz by se sniZil celkovy
vytézek syntézy. Obecné bude odborné vefejnosti jasné, které vychozi latky a reakéni
podminky zvolit. aby byiy stereospecifickou syntézou ziskdny pozadované enantiomerné

obohacené nebo ¢isté izomery.
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Pokud nemiize byt stereospecifickd syntéza empiricky uréena nebo stanovena
béZnou experimentélni cestou, mohou byt zvoleny jiné zptisoby. Jednou z takovych metod
je chromatografie enantiomerd na chiralnich chromatografickych sloupcich. Tyto chiralni
chromatografické sloupce, b&Zné nazyvané sloupce Pirkle, jsou komeréné dostupné. Tyto
chirdlni chromatografické sloupce obsahuji chiralni stacionarni fizi. Racemat Jje rozpustén
vmobilni fdzi a nanesen na sloupec, a poté separovan pomoci HPLC. Viz “napt.
Proceedings Chromatographic Society-International Symposium on Chiral Separations,
Sept, 3-4,1987. Ptiklady chiralnich chromatografickych sloupci, které by mohly byt
pouZzivany ke screeningu optimalni separa¢ni metody, zahrnuji Diacel Chriacel OD, Regis
Pirkle Covalent D-phenylglycine, Regis Pirkle Type 1A, Astec Cyclobond II, Astec
Cyclobond III, Serva Chiral D-DL=Daltosil 100, Bakerbond DNBLeu, Sumipax OA-1000,
Merck Cellulose Triacetat column, Astec Cyclobond I-Beta nebo Regis Pirkle Covalent D-
Naphthylalanine. Ne viechny z t&chto sloupcii jsou u¢inné na kazdou racemickou smési.
Nicméné je zcela zietelné, Ze ur€ity screening k zji§téni optimalni stacionarni faze je
nutny. Pfi pouziti t&chto sloupci je tieba, aby slougeniny podle ptedloZzeného vynalezu
byly ve form& svych nabytych iontl, tzn. nesmi byt zneutralizované, napf. ve formé
karboxylové skupiny, ktera neni esterifikovana nebo amidétova{na.

Dalsi metoda zahrnuje nejprve ptevedeni enantiomerd smési na diastereoizomery
chirdlnimi pomocnymi latkami, a poté separaci konjugatii na b&Znych chromatografickych
sloupcich; coZ je velmi vhodna metoda, zejména pokud jednotlivé provedeni slougeniny
podle pfedloZeného vyndlezu obsahuji volnou karboxylovou, amino nebo hydroxylovou
skupinu, ktera tvofi sil nebo kovalentni vazbu s chiralni porhocnou latkou. Vsechny dosud
zname chirdlné ¢isté aminokyseliny, organické kyseliny nebo organosulfonové kyseliny
Jsou vhodné jako pomocné chiralni latky. Soli s takovymi pomocnymi létkémi mohou byt
tvofeny nebo mohou byt kovalentn& (ale reverzibilnd) vazany na funkéni skupinu.
Napfiklad €isté D nebo L aminokyseliny mohou byt pouzivany k amidaci karboxylové
skupiny jednotlivych provedeni podle predloZeného vynalezu, ktera obsahuji karboxylovou
skupinu, a poté jsou chromatograficky separovany.

Dalsi potencidlné vhodnd metoda je enzymatické rozdéleni izomerd. V t&chto
metodéach Ize nejprve pipravit kovalentni derivaty enantiomeri v racemické smési, obecné
nizsi alkylestery (napf. karboxylova skupina), a poté se tento derivat podrobi
enzymatickému $t€peni, obecné hydrolyze. K tispésnému provedent této metody musi byt

vybran takovy enzym, ktery je schopny stereospecifického $tépeni, coz vyzaduje nejprve
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screening nékolika enzym@. Pokud maji byt §tépeny estery, je tieba nejdfive vybrat
skupinu esteras, fosfatas a lipas a stanovit jejich aktivitu vii&i danému derivatu. Typické
esterasy jsou z jater, slinivky nebo jinych zvifecich organd a zahrnuji vepifovou esterasu
z jater.

Jestlize je enantiomerni smés separovana zroztoku nebo taveniny jako
konglomerat, tzn. smés enantiomerné Cistych krystall, mohou byt krystaly mechanicky
separovany, a tim vyrobena enantiomerné obohaceny preparat. Nicméné tento zpisob neni
prakticky ve velkém méfitku a ma omezenou hodnotu pro skutecné racemické sloueniny.

Asymetrickd syntéza je dalsi z technik, které se pouZivaji k ziskani enantiomernd
obohacenych produktd. Napfiklad se se skupinou, kterd méa byt chranéna, nech4 reagovat
chirdlni chranici skupina a reakéni smés se ekvilibruje. Pokud je reakce enantiomernd
specifickd, pak je produkt obohacen o pfisluny enantiomer.

Dalsi informace ohledn€ separace enantiomernich smési lze nalézt, ale nikoli
pouze, napf. v "Enantiomers, Racemates, and resolutions", Jean Jacques, Andre Collet, and
Samuel H. Wilen (Krieger Publishing Company, Malabar, FL, 1991, ISBN 0-89464-618-
4): Part 2, Resolution of Enantiomer Mixture, str. 217-435; zejména, dil 4, Resolution by
Direct Crystallization, str. 217-251, dil 5, Formation and Separation of Dijastereomers, str.
251-369, dil 6, Crystallization Induced Asymmetric Transformations, str. 369-378, a dil 7,
Experimental Aspects and Art of Resolutions, str. 378-435; zejména, dil 5.1.4, Resolution

of Alcohols, Transformation of Alcohols into Salt-Forming Derivatives, str. 263-266, dil.

5.2.3, Covalent Derivatives of Alcohols, Thiols, and Phenols, str. 332-335, dil 5.1.1,
Resolution of Acids, str. 257-259, dil 5.1.2, Resolution of Bases, str. 259-260, dil 5.1.3,
Resolution of Amino Acids, str. 261-263, dil 5.2.1, Covalent Derivatives of Acids, page
329, dil 5.2.2, Covalent derivatives of Amines, str. 330-331, dil 5.2.4, Covalent Derivatives
of Aldehydes, Ketones, and Sulfoxides, str. 335-339, a dil 5.2.7, Chromatographic
Behavior of Covalent Diastereomers, str. 348-354.

Neni-li uvedeno jinak nebo nevyplyva z kontextu, znamenaji procenta tekuté
slozky, napf. pomocné latky, v pfipravku nebo formulaci podle vynalezu objemové
procento slozky (v/v), tj. 20 % propylenglykolu znamend, Ze v pfipravku nebo formulaci
podle predloZeného vynélezu je obsaZeno 20 obj. % propylenglykolu. MnoZstvi pomocné
latky uvedené v pfipravcich podle pfedloZeného vynilezu neni ovlivnéno pouZivanou

formou, napf. rozpoustédlo nebo pomocna latka tfidy NF nebo USP. TudiZ piipravek podle

.
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predloZzeného vynalezu, ktery obsahuje 30% polyethylenglykolu 300 NF, miize misto toho
obsahovat ekvivalent USP.

Termin , pfirozend imunita“, jak je pouzivan v predlozeném vynalezu, se vztahuje
na jednu nebo vice slozek typicky souvisejicich s nespecifickymi imunitnimi obranymi
mechanismy subjektu. Tyto slozky zahrnuji nahradni komplementarni dréhu, napf. faktor
B, faktor D a properdin; NK buiiky, fagocyty (monocyty, makrofagy), neutrofily,
eosinofily, dendritické buriky, fibrocyty; protimikrobni chemické latky, napf. defensiny;
fyzické bariéry-kGzi, mukozni epitel; a ur€ité interleukiny, chemokiny a cytokiny.
Pirozena imuta hraje duleZzitou roli pfi rezistanci proti intracelularnim infekcim parazity,
napf. infekce leukocytl, infekce jater a daldi infekce, napf. infekce lymfatickych uzlin.
ZlepSeni mechanismu pfirozené imunity slouCeninami obecného vzorce (1) nebo zplsoby,
které jsou popsany v tomto vynalezu, mohou zvysit fizi nebo pohyb fagolysozomu, které
nékteré patogeny, napf. intracelularni baktérie, napi. mykobaktérie, nebo Listeria inhibuji.

Odkazy na CD molekuly, podskupiny specifickych imunitnich bunék, imunitni
odpovédi atp., obecné pouzivaji nomenklaturu, ktera je aplikovana na molekuly, bufiky atp.
nachazejici se u lidskych subjektd. Analoga nebo prot&jsky takovych molekul, bunék atp.
v jinych latkdch mohou mit odliSnou nomenklaturu, nicménég jsou také zahrnuty do rozsahu
predlozeného vynalezu. Popis nomenklatury a funkce riznych CD molekul a podskupin
imunitnich bunék jsou stejné jako v odborné v&decké literatuie. Odkazy na ThO, Thl nebo
Th2 burlky a odkazy na Thl nebo Th2 imunitni odpovédi v kontextu s lidskymi pacienty
popisuji lidské prot€jsky mysich ThO, Thl nebo Th2 bunék a odpovédi. Pro podrobnéjsi
informace viz napf., A. K. Abbas et al., editors, Cellular and Molecular Immunology, W.
B. Saunders Company, third edition, 1997, ISBN 0-7216-4024-9, str. 4-469, a I. Kimber
and M. K. Selgrade, editors, T Lymphocyte Subpopulations in Immunotoxicology, John
Wiley & Sons Ltd., 1998, ISBN 0-471-97194-4, str.1-53.

Termin ,imunosupresivni molekula®, jak je pouZivan v pfedloZeném vynalezu, se
vztahuje na molekuly, napf. cyklosporin, cyklohexamid, mitomycin C, adriamycin, taxol a
amfotericin B. Tyto molekuly maji tendenci byt toxické vi¢i imunitnimu systému a jsou
pfimo Ci nepfimo imunosupresivni, tzn. toxické vzhledem k déleni bun€k nebo mohou
tlumit imunitu.

Termin ,receptor steroidu®, jak je pouzivan v pfedloZzeném vynalezu, se vztahuje na
genovy produkt, typicky monomer nebo dimer proteinu, ktery se muZe vazat na ligand,

napi. piirodni steroid nebo jeho analog, napf. sloudeniny obecného vzorce (1). Receptory
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steroidu zahrnuji ,,orphan“ receptory steroidu. Tyto ,,orphan® receptory steroidu jsou
proteiny, pro které je pfirozeny ligand nebo biologickd funkce alespori ¢aste¢n€ neznama.
Receptory steroidu zahrnuji homodimery, napf. SXR a (CARP), a heterodimery, napt.
PXR-CARP nebo RXR-CARp. Receptory steroidu také zahrnuji izoformy, napt., PXR.1 a

PXR.2 pro PXR receptor, a homologa steroidnich receptorii, napi. homologa CARB zndma
jako MB67. Izoformy jsou typicky generovany rozdilnymi drahdmi sestfihu nukledrni
RNA z jednoho genu, zatimco homologa jsou typicky zfetelné kopie genu pro receptoru
steroidu, kde kopie genu koduje pouze relativné malé rozdily v porovnani s referen¢nim
produktem genu receptoru steroidu. Tyto rozdily jsou velmi Casto nalezeny v jinych
oblastech nez je oblast dimerizace a oblast vazby steroidu ve struktufe receptoru steroidu.
Typicky jsou izoformy a homologa vazou stejné nebo podobné ligandy jako referenéni
produkt genu pro receptor steroidu. Receptory steroidu mohou byt lidského nebo zviteciho
pivodu, napi. ziskané z buné€k, tkani nebo expresnich knihoven cDNA ziskanych z bung¢k
nebo tkani jakéhokoliv primatu, hlodavce (vcetn€é mysi), ptaka, ovee, hovéziho dobytka,
kong, psa, ko¢ky nebo jakéhokoliv species v rozsahu jakékolive skupiny (napf. rodiny
nebo rodu) species, ktery je uveden v predloZeném vynalezu nebo v jakémkoliv odkazu
uvedeném v pfedlozeném vynalezu.

V kontextu s kombinaci molekul, které zahrnuji receptor steroidu a slouceninu
obecného vzorce (1), znamend termin ,komplex podle pfedloZeného vynalezu“ nebo
»~komplexy* komplex, ktery obsahuje receptor steroidu a sloueninu obecného vzorce (1) a
pfipadn¢ dal$i molekuly. Tyto dal$i molekuly zahrnuji (i) rozpoznavaci sekvence DNA
(déle jen ,,DNARS®), tzn. sekvenci, kterou receptor steroidu specificky rozpoznava a
navaze se na ni a (ii) transkripni faktor, ktery se mtze vazat na komplex receptoru
steroidu a slou¢eniny obecného vzorce (1). Komplexy, jak jsou pouZiviny v tomto
vynalezu, mohou vznikat v burikach in vitro nebo in vivo nebo v bezbunéénych systémech.
Komplexy déle zahrnuji napf. kombinace heterodimeru receptoru steroidu a sloudeniny
obecného vzorce (1), kombinace homodimeru receptoru steroidu a slouc¢eniny obecného
vzorce (1), kombinace monomeru receptoru steroidu a slouceniny obecného vzorce (1),
kombinace heterodimeru receptoru steroidu, slou¢eniny obecného vzorce (1) a DNA (nebo
DNARS), kombinace homodimeru receptoru steroidu, slou¢eniny obecného vzorce (1) a
DNA (nebo DNARS), kombinace heterodimeru receptoru steroidu, slouéeniny obecného
vzorce (1) a transkripéniho faktoru, kombinace homodimeru receptoru steroidu, slouceniny

obecného vzorce (1) a transkripéniho faktoru, kombinace heterodimeru receptoru steroidu,
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slou€eniny obecného vzorce (1), DNA (nebo DNARS) a transkripéniho faktoru,
kombinace homodimeru receptoru steroidu, slou&eniny obecného vzorce (1), DNA (nebo
DNARS) a transkripéniho faktoru.

Termin ,agonista“nebo ,antagonista“, jak je pouzivan v predlozeném vynalezu, se
vztahuje na slou¢eninu nebo pripravek, ktery zvySuje, resp. snizuje aktivitu receptoru, coz
miZe vést ke zvySené nebo sniZené transkripci regulovaného genu. Receptory (a
transkrip¢ni faktory) mohou modulovat transkripci svého cilového genu (&) zvySenim nebo

snizenim transkripce.

Obecné zpusoby

K stanoveni obsahu vody a rozpoustédel vriznych preparatech byly popsany
metody, napf. metoda Karla Fischera (KF) nebo stanoveni vody nebo rozpoustédel
suSenim (LOD). LOD stanovuje veskeré tékavé latky ve vzorku, zatimco KF je typicky
pouZzivana k méfeni celkového obsahu vody. Pokud je voda pouze jedinna pfitomna tékava
latka, pak jsou hodnoty LOD rovnocenné nebo niz§i nez hodnoty KF pro dany preparat.
Pomoci metody KF se stanovuje voda v hydratech slougenin a metodou LOD se stanovuje
voda a mnoZstvi dalSich te€kavych latek. U pfipravki a formulaci podle predlozeného
vynélezu se stanovuje mnozstvi vody titraci podle KF (napt. voltmetrem 684 KF nebo jeho
ekvivalentem) publikovanym zptisobem (US Pharmacopoeia, vol. 23, 1995, chapter < 921
>, US Phafmacopeial Convention, Inc.,Rockville, MD) a podle pfiloZenych instrukci od
vyrobce. Mnozstvi pouZivaného materidlu pii testech, 50-100 mg, je méfeno na
analytickych vahach s 5 mistnou pfestnosti (Sartorius, Model RC210D nebo jeho vhodny
ekvivalent). Mnozstvi vody specifikované v pfipravich a formulacich podle predlozeného
vynalezu zji§téno metodou KF.

K popsani riznych krystalickych latek bylo pouZivano rentgenové difrakce (XRD)
(viz napi. US Pharmacopoeia, volume 23, 1995, < 941 > | str. 1843-1845, US
Pharmacopeial Convention, Inc.,, Rockville, MD,; Stout et al, X-Ray Structure
Determination; A Practical Guide, MacMillan Co., New York, N.Y., 1986). Vzorky nebo
jejich Casti ziskané z krystalické formy sloudeniny jsou obvykle postadujici k zméfeni
rentgenové difrakce a k navrzeni pfislusné krystalické formy, ackoliv slabé nebo velmi
slabé difrakéni piky se nemuseji vZdy objevit pfi opakovani méfeni. Také relativni

intenzity XRD pasi, zejména pii nizkych hodnotach incidenénich hodnot thlu

.
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rentgenovych paprskil (nizké Theta), mohou byt velmi rozdilné diky preferovanym vlivii
orientaci vyplyvajicich z rozdili napf. ve vzhledu krystalu, velikosti &astice nebo jinym
podminkdm méfeni. Piky na XRD spektru jsou typicky definovany pfisluinymi hodnotami
Theta +/- v rozmezi 0,1 aZ 0,2. Informace XRD plynouci z 1, 2, 3, 4, 5 nebo vice XRD
pikd s hlavni intenzitou, pfipadn& spojené s jednim nebo vice dalsich diagnostickych udaji
(teplota tani, DSC, IR), jsou obvykle postadujici k charakterizaci nebo popsani krystalické
latky, napf. hemihydrat BrEA od jinych krystalickych forem, které obsahuji stejnou
slou€eninu.

Dalsi vhodné techniky, které jsou pouZivany k identifikaci nebo popsani krystalické
laitky, napt. hemihydratu BrEA, zahrnuji teplotu tani (MP) a tudaje z diferencialni
kalorimetrie (DSC) a infraervené spektroskopie (IR). Pfi DSC se mé&i termalni tranzitni
teploty, pfi kterych krystal absorbuje nebo uvolifuje teplo, kdyz se jeho krystalicka
struktura méni nebo taje. Udaje zMP a DSC termélnich tranzitnich teplot jsou typicky
reprodukovatelné pfi Gspésné analyze v rozsahu 1 nebo 2 °C. Pfi IR se méfi absorpce
infraCerveného zéfeni, které je spojeno s pfitomnosti jednotlivych chemickych vazeb, které
jsou spojeny se skupinami, napf. hydroxylovou skupinou, které vibruji v reakci na

konkrétni vinové délky zafeni.

Provedeni vynailezu

Vynalez popisuje hemihydrat BrEA, ktery je typicky v podstat& prosty svych
dalsich forem, napf. amorfniho BrEA nebo bezvodého BrEA. Termin , hemihydrat BrEA“
nebo ,krystalicky hemihydrat, jak je pouZivin v pfedloZeném vynilezu, se vztahuje na
pevny BrEA a vodu majici pfesné usporadani v podstaté viech &asti molekul v definované
3D prostorové struktufe nebo krystalové miizce. Krystalicky hemihydrat BrEA mize
zahrnovat jeden nebo vice vzhledd krystalu, napf. tabletovy, ty&inkovy, deskovy nebo
jehli€kovity. Hemihydrat BrEA, ktery je v podstaté prost& ostatnich forem BrEA, znamena
suchy nebo v podstaté suchy (kde tekutina(y) zahrnuji méné neZ 10 hmotn.% celkové
hmotnosti) pevny pfipravek, ve kterém vice neZ asi 55 hmotn.% BrEA v pfipravku je ve
form€ hemihydratu BrEA. Tyto pfipravky typicky zahrnuji alespofi 60 hmotn.% nebo
alespofi 70 hmotn.% nebo alespoii 80 hmotn.%, obvykle alespoii 90 hmotn.% nebo alespoii
95 hmotn.% nebo alespori 98 hmotn.% hemihydratu BrEA, pfiemZ zbyvajici ¢ast BrEA je

vjinych formach, napf. amorfni nebo bezvodé forms. Pevny hemihydrat BrEA bude



36

typicky obsahovat alespofi 90 hmotn.%, obvykle alespoii 97% nebo 98 hmotn.%
slouCeniny a mén€ nez 10 hmotn.%, obvykle méné neZ 3% nebo 2 hmotn. % vedlejsich
produktd, které mohou zahrnovat 16B-izomer BrEA nebo jeden nebo vice vedlejsich
produktli vznikajicich pfi syntéze BrEA. Velmi asto nebude mnozstvi pevného BrEA,
které je ve formé pevného nebo tekutého média, obsahovat detegovatelna mnoZstvi jinych
forem BrEA (plati pfi pouZiti standardnich analytickych metod, napi. FTIR, DSC nebo
XRD), a tudiz hemihydrat miZe obsahovat 99-100 hmotn.% celkového mnoZstvi
pfitomného BrEA.

Dalsi provedeni vynalezu zahrnuji pfipravky, které obsahuji podstatné mnozstvi
hemihydratu BrEA pritomného v pripravcich, které obsahuji jeden nebo vice jinych forem
BrEA, napf. amorfni BrEA nebo bezvody BrEA, a piipadng jednu nebo vice dalsich
slozek, napf. jakoukoliv pomocnou latku popsanou v piedloZzeném vynalezu. Termin
~podstatné mnozstvi* hemihydratu BrEA vt&chto piipravcich, jak je pouZivan v
predloZeném vynalezu, se vztahuje na obsah alespoil 15-20 hmotn.% nebo alespori 20
hmotn.% hemihydratu BrEA z celkového piitomného mnozstvi BrEA, typicky alespofi 25
hmotn.%. Tyto pfipravky jsou obecn& v pevné formé, napf. formulace nebo jednotkové
davky, nicméné také zahrnuji suspenze, precipitaty, gely a koloidy, které obsahuji pevny
BrEA. Tyto suspenze nebo precipitity mohou vznikat napf. pfi precipitaci hemihydratu
BrEA z roztoku, ktery obsahuje vodu, nebo pfi adici pevného BrEA do tekuté ‘pomocné
latky (latek). Zjevné mohou byt pfipravky, které obsahuji podstatné mnoZstvi BrEA, v
podstaté prosté jinych forem pevného BrEA, jak je uvedeno vyse.

Hemihydrat BrEA mizZe byt vyhodn& identifikovan podle jedné nebo vice z
nasledujicich vlastnosti (1) teploty tani nebo rozkladu (piipadng& vyjadfené v rozmezi +/-
2°C), (2) jedné nebo vice DSC tranzitnich teplot hemihydratu BrEA (pfipadn& vyjadiené
v rozmezi +/- 2°C), (3) jednoho nebo vice IR charakteristickych pasd hemihydratu BrEA,
(4) 1, 2,3,4,5, 6 nebo vice z piki XRD s nejvyssi intenzitou (jakykoliv jeden nebo vice,
které jsou pfipadn€ vyjadfeny +/- 0,1° théta nebo +/- 0,2° théta) ziskané z XRD spektra
hemihydratu BrEA pfi pouziti Cu-Ko zéfeni (napf. ziskané v podstaté podle zplisobu
popsan¢ho v U. S. Pharmacopoeia, volume 23, 1995, <941> | 1843-1845), (5) pfitomnosti
méné nez 3% nebo méné neZ 2 hmotn.% jinych sloucenin, (6) 2,5 hmotn.% obsahem vody
suchého hemihydratu BrEA (napf. 2,3-2,7 hmotn.%), pfiemZ suchy hemihydrat BrEA

znamena  slouCeninu  suSenou filtraci, pfipadn€ jednou promyvanou bezvodym
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rozpoustédlem, napf. hexanem, znovu filtrovanou a suSenou za vakua pii teploté 60°C
dokud neni pfi této teplot& (60°C) pozorovan ubytek vahy béhem 24 hodin ( napf. obsah
vody stanoveny metodou Karla Fischera nebo jinou metodou popsanou v U. S
Pharmacopoeia, vol. 23, 1995, 1801-1802 nebo 1840-1843 metody <731> nebo <921>),
(7) odporové konstanty a orientaéni struktury matrice ziskané pii rentgenostrukturni
analyze jednotlivych krystalti hemihydratu BrEA (zméfené napt. podle zpisobu popsaného
v patentu WO 99/04774 v ptikladu 13), (8) popisu tvaru krystalové miiZky pozorované pfi
100x-150x zvétSeni polarizovanou svételnou mikroskopii nebo (9) primérou velikosti
krystalové miizky hemihydratu BrEA a popisu jeho tvaru.

TudiZz napf. hemihydrat BrEA mlze byt charakterizovan jednim nebo vice IR
absorpénimi pasy, napk. piky karbonylové skupiny 1741 cm™ a 1752 cm’™, a bud svou
teplotou tani nebo rozpadu a/nebo 1, 2, 3, 4, 5, 6 nebo vice XRD piky (obvykle piky
s nejvétsi intenzitou) s hodnotami théta (Ghel difrakce rentgenového zéfeni) 17,8, 23,8,
242,269-27,2,28,6,30,1 a 32,2.

 Hemihydrat BrEA je vhodné ptipravit tak, aby slozeni zahrnovalo pomocnou latku
(latky) vhodnou pro humanni farmaceutické pouZiti nebo pro veterindmi pouZiti. Tyto
pfipravky jsou pouiivény k ptipravé formulace a jednotkovych davek. Jednotkové davky
typicky zahrnuji tablety, kapsle, pastilky nebo sterilni roztoky, v¢etné sterilnich roztoki
pro parenteralni podani. Jednotkové davky v pevné formé typicky obsahuji 5-1000 mg
hemihydratu BrEA, typicky 20-400 mg, napt. 25 mg, 50 mg, 100 mg, 150 mg nebo 250 mg
na jednotkovou davku.

Vynalez popisuje zpusob piipravy hemihydratu BrEA zahrnujici kontakt
vody, 16a-brom-3p-hydroxy-5a-androstan-17-onu a C;-Cgalkoholu (napf., methanol,
ethanol, propanol, izopropanol, butanol). Typicky je pfitomny pouze jeden C;-Cealkohol,
napf. ethanol, ktery je bezvody nebo miZe obsahovat az 2 hmotn.% vody. V né€kterych
provedenich pouziva zpisob podle ptedloZeného vynalezu roztok obsahujici 5-25 hmotn.%
vody, 30-45 hmotn.% ethanolu a 30-45 hmotn.% preparatu BrEA. Typicky preparaty
BrEA jsou v pevné formé obsahujici alespori 80 hmotn.%, obvykle alespori 90 hmotn.%
nebo alesponl 95 hmotn.% BrEA. Roztoky mohou obsahovat 18-22 hmotn.% vody, 37-43
hmotn.% ethanolu a 37-43 hmotn.% preparatu BrEA. Pfi precipitaci nebo krystalizaci ma
roztok typicky teplotu 20°C az 45°C, obvykle 0°C az 20°C. Roztok je udrZovan v tomto
teplotnim rozmezi po dobu 30 minut aZ 12 hodin a roztok je pfipadné pfi krystalizaci

pomalu aZ stfedn¢ michan.
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Souvisejici provedeni zahrnuje zplsob piipravy hemihydratu BrEA zahmujici
precipitaci BrEA z roztoku obsahujicicho alespofi 15-25 hmotn.% vody, 35-45 hmotn.%
preparatu BrEA a alespofi 35-45 hmotn.% jednoho nebo vice rozpoustédél misitelnych
s vodou, typicky C;-Cealkoholy (methanol, ethanol, propanol, izopropanol, butanol).
Preparat BrEA miZe ptipadné obsahovat jeden nebo vice vedlejsich produktd vznikajicich
pii syntéze BrEA. Typicky preparaty nebo davky hemihydratu BrEA obsahuji méné nez 5
hmotn.%, obvykle méné nez 3% nebo 2 hmotn.% jinych sloudenin, napf. vedlejsich
produktd vznikajicich pfi syntéze BrEA. Jednotlivé aspekty tohoto zplsobu zahrnuji
uvedeni vody do kontaktu s organickym roztokem, ktery obsahuje BrEA a organické
rozpouStédlo, napt. C;-Cgalkohol (napf. ethanol) nebo aceton. PFidani vody do t&chto
roztokll mé za nasledek precipitaci hemihydratu BrEA. Roztoky, které obsahuji krystaly
hemihydratu BrEA nebo jeho precipitat, patfi do jednotlivych provedeni vynalezu, ktera
jsou pouzivéna pii pfipravé pevného BrEA, jenZ je pozdé&ji suden a skladovén, typicky pfi
pokojovych teplotach.

Precipitace hemihydratu BrEA z roztokt obsahujicich vodu je dosaZena zndmymi
zplsoby, napf. sniZenim teploty roztoku, pouzitim nasycenych nebo témé&F nasycenych
roztokii BrEA, vakuovym zahu$ténim nasyceného nebo téméf nasyceného roztoku BrEA
(ktery je typicky pfi relativné nizké teploté, obvykle 15-25°C), zaotkovanim nasycenymi
nebo téméf nasycenymi roztoky BrEA s krystaly hemihydratu BrEA (napf. 10-100 mg na
1-10 1 roztoku), zahfivanim nasyceného nebo téméf nasyceného roztoku BrEA (25-35°C po
dobu nékolika minut a samovolné nebo aktivni ochlazeni roztoku) a ptipadné zaockovanim
roztoku krystaly hemihydrata BrEA nebo pfidanim tekutiny, napf. dals§i vody nebo
ethanolu, do nasyceného nebo téméf nasyceného roztoku BrEA a vody s ethanolem, coz
zapfiCini presycenost roztoku. BrEA miZe byt také precipitovan z jinych rozpoustédel
nebo jejich systémi, véetné acetonu a smési acetonu a vody. Tyto rozpoustédla jsou
typicky misitelna s vodou. K regeneraci pevného hemihydratu BrEA miZe byt také
pouzivana dvou fazova precipitace, napf. poCateni precipitaci a regeneraci pevné faze a
nasledné ochlazeni nebo zaokovani mateéného roztoku nebo stanim mateéného roztoku,
napi. jeden, dva nebo vice dnli pfi pokojové teploté, &imZ se ziskaji daldi krystaly. Dale
mohou byt také krystaly hemihydratu BrEA pfipadné rekrystalizovany, v podstaté
zplisobem popsanym v pfedlozeném vynalezu, k dal§imu zvySeni Cistoty findlni pevné

faze. Zplsoby krystalizace organickych slougenin jsou popsany napt. v A. S. Myerson,

®seveee
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Handbook of Industrial Crystallization, 1993, Butterworth-Heinemann, Stoneham, MA,
1-101.

Dal3i souvisejici provedeni predloZeného vynalezu zahrnuji produkt, ktery je
pfipraven zptisobem, kdy dochazi ke kontaktu roztoku obsahujiciho BrEA a organického
rozpoustédla s vodou. Typické roztoky jsou popsany vyse, napf. roztok obsahujici 3-5
0bj.% vody a alespoil 40 0bj.% jedno nebo vice rozpoustédel misitelnych s vodou, typicky
polarni rozpoustédla, napi. C,-Cealkoholy nebo ketony (napt. methanol, ethanol, propanol,
izopropanol, butanol, typicky ethanol nebo aceton). Tyto zpiisoby jsou provedeny
jakoukoliv jednou nebo vice technik, které jsou popsany v odstavci vySe, napf. ochlazeni
nasyceného nebo témé&f nasyceného roztoku BrEA a vody sethanolem a piipadné
zaoCkovani ochlazeného roztoku hemihydratem BrEA. Provedeni, které s timto zplisobem
souvisi, zahrnuje roztoky nebo pevné latky, které obsahuji vlhké krystaly hemihydratu
BrEA nebo vlhké filtrované nebo centrifugované kolace hemihydratu BrEA, které mohou
byt obdrZeny po krystaliiaci. Piiklady téchto provedeni zahrnuji pfidani vody do roztoku
BrEA s alkoholem, napf. pomalé piidani 0,5-1,5 objemt nebo 0,8-1,2 objemii vody do 6
objemu roztoku BrEA s ethanolem za vzniku hemihydréatu BrEA.

Dalsi piiklady téchto provedeni zahrnuji pfiddni vody do roztoku BrEA a
rozpoustédla na bazi ketont, napf. pomalé pfidani 0,5-1,5 objeml nebo 0,8-1,2 objemi
vody do 10 objemi roztoku BrEA a acetonu za vzniku hemihydratu BrEA.

‘Dalsi souvisejici provedeni zahrnuje hemihydrat BrEA, ktery je rozmélnén na
pramérnou velikost ¢astic 0,01-200 uM nebo 0,1-10 pM nebo 0,5-5 pM. Primérna
velikost ¢astic nebo jejich tloustka rozmélnéného hemihydratu BrEA tudiz musi byt
relativné mala, napt. 0,03-2,0 uM nebo 0,1-1,0 uM nebo trochu v&tsi, napi. 0,5-5,0 pM
nebo 1-5,0 uM. Rozmélnény hemihydrat BrEA je vhodny pro vyrobu pfipravki v pevné
formé a parenteralnich formulaci pro humanni nebo veterindrni pouZziti. Rozmélnéna latka
umoziiuje rozpuiténi hemihydratu BrEA v rozpoustédlech nebo pomocnych latkach a
usnadriuje michani s pevnymi latkami nebo pevnymi pomocnymi ldtkami.

IkdyZ je mozZné podavat subjektu hemihydrat BrEA jako ¢istou slou€eninu, obvykle
je ve formé pevné formulace nebo je pouZivan pro pfipravu tekuté formulace. Formulace
jsou typicky pouzivany k ptipravé jednotkovych davek, napf. tablet, kapsli nebo pastilek
pro peroralni, bukalni nebo sublingvalni podani, které obsahuje 10-1000 mg nebo typicky
25-400 mg hemihydratu BrEA. Nebo provedeni zahrnuji produkt ureny pro parenteralni

(napf. subkutanni, subdermalni, intravenézni, intramuskularni, intraperitonealni) podani
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pfipraveného zpusobem, ve kterém dochazi ke kontaktu hemihydratu BrEA a tekuté
pomocné latky, napt. jakékoliv jedné, dvou, tii nebo vice ze skupiny PEG 100, PEG 200,
PEG 300, PEG 400, propylenglykolu, benzylbenzoatu, benzylalkoholu nebo ethanolu, a
pfipadné sterilizace roztoku a pfipadné dispenzace roztoku do lékovek nebo ampuli
(typicky zakalené sklo), které muzZe byt k jedinému nebo mnohaletnému pouZiti a pfipadné
skladovani pfipravku pfi snizené teplot& (0-12°C nebo 2-10°C). Tyto produkty pro
parenteralni podani typicky obsahuji BrEA v koncentraci 10-170 mg/ml, obvykle 20-100
mg/ml nebo 30-100 mg/ml a pfipadné jednu nebo vice soli, pufri nebo bakteriostatik nebo
konzervacnich prostfedkid (napt. NaCl, BHA, BHT nebo EDTA).

Dalsi provedeni zahrnuji produkt piipraveny zpisobem, pfi kterém dochazi ke
kontaktu hemihydratu BrEA, ktery midZe byt v podstaté prosty jinych forem BrEA,
s pomocnou latkou vhodnou pro humanni farmaceutické nebo veterinarni pouZiti. Produkt
je pouZitelny pii vyrobé formulaci nebo jednotkovych davkovacich forem, které obsahuj
hemihydrat.

Formulace pfipravené z hemihydratu BrEA nebo obsahujici hemihydrat BrEA jsou
obvykle skladovany za podminek, které omezuji mnoZstvi vody vnikajici do formulace,
napi. silikagel vuzavieném kontaineru, ve kterém je formulace uchovavana. Permeace
vody charakterizujici obaly byla popsana, napf. v Containers-Permeation, chapter, USP 23,
1995, U. §. Pharmacopeial Convention, Inc., Rockville, MD, 1787.

Provedeni zahrnuji pfipravky podle vynalezu, které se vyskytuji doasné pfi
provadéni urcitého kroku nebo operace zpisobu podle vynilezu. Napiiklad kdyz je
slouCenina obecného vzorce (1), napf. BrEA obsahujici méné nez 3% vody uvedena
v kontakt s pomocnou latkou, napf. PEG, alkoholem, propylenglykolem nebo
benzylbenzoatem, je pfipravek pfed pfidanim jedné slozZky k druhé nehomogenni. Po
uvedeni jednotlivych slozek v kontakt se homogenita smési zvySuje a vzijemny pomér
slozek se pfiblizuje pozadovanym hodnotam. Tak piipravky podle piedloZeného vynilezu,
které obsahuji méné neZ 3% vody, mohou obsahovat 0,0001-99% sloueniny obecného
vzorce (1), napt. BrEA, a jednu nebo vice pomocnych latek. Tyto dodasné pfipravky jsou
meziprodukty, které nutné vznikaji pfi vyrob& pfipravku nebo formulace podle
predloZzeného vynélezu a jsou zahrnuty do jednotlivych provedeni podle piedloZeného
vynalezu, pokud jsou patentovatelné.

Obecn€ je slouCenina obecného vzorce (1), jeZz je obsaZena v piipravcich a

formulacich podle piedloZeného vynalezu, zcela rozpusténa v bezvodé pomocné latce.
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Nicméné v nékterych provedenich, jako jsou doasné piipravky a nékteré jiné formulace,
Je slouCenina obecného vzorce (1) Castetné rozpusténa, zatimco zbyvajici podil je v pevné
formé, napf. suspenze nebo koloidu.

Pripravky a formulace podle pfedlozeného vynalezu, které jsou vhodné pro
parenteralni podani slouCenin obecného vzorce (1) lidskym nebo zvifecim subjektiim,
typicky zahrnuji dvé, tfi nebo vice pomocnych latek. Piiklady zahrnuji (1) jakékoliv dva,
tfhi nebo Ctyfi propylenglykoly, PEG200, PEG300, ethanoly a benzylbenzoaty a (2)
jakékoliv dva, tfi nebo Ctyfi propylenglykoly, PEG100, PEG200, PEG300, PEG400 a
benzylbenzoéty.

Piipravky a formulace podle pfedloZeného vynilezu obecn& obsahuji 0,01-10%
BrEA, obvykle 1-5%, a 0,01-3% vody, typicky 0,05-3%, obvykle 0,1-1%. Formulace
podle predloZeného vynalezu jsou obvykle ve formé jednotkovych nebo vicejednotkovych
davek vhodnych pro parenteralni podani jednou nebo dvakrat za den nebo jednou za 2-3
dny. Jednotkové davky obsahuji 3-1000 mg BrEA na jednotkovou davku, typicky 5-500
mg, obvykle 10-200 mg. Pfi plsobeni na retroviry, napf. HIV u lidskych subjektd,
obsahuje jednotkova davka obvykle 10-250 mg BrEA, obvykle 100-200 mg, v objemu asi
1-6 ml, obvykle 2-4 ml.

Provedeni pfedloZeného vynalezu zahrnuji produkt vyrobeny zplisobem, ve kterém
dochazi ke spojeni, michani nebo kjinému kontaktu BrEA a jedné, dvou nebo vice
pomocnych latek. Tyto produkty jsou vyrabény b&Znymi zpisoby, pfi kterych dochazi ke
kontaku jednotlivych slozek. Tyto produkty také pfipadné& obsahuji fedidlo, desintegrator a
pojivo nebo jiné pomocné latky, které jsou popsany v piedloZeném vynalezu nebo citovany
v uvedenych odkazech.

Bylo zjisténo, 7e BrEA v pfitomnosti podstatného mno¥stvi vody epimerizuje
v poloze atomu bromu, coZ ma za nasledek vznik smési 160- a 16B-BrEA izomeru.
Pripravky a formulace podle pfedloZeného vynilezu obsahujici BrEA nebo hemihydrat
BrEA maji obvykle obsah vody mensi neZz 3%, typicky mensi nez 0,3%, obvykle mensi
nez 0,1%. Bylo také zji§téno, Ze pravé tyto piipravky a formulace podle predlozeného
vynalezu maji dobrou stabilitu, pokud jsou skladovany za pokojové teplot& (5-40°C)
v uzavienych obalech v porovnani s kontrolnimi pfipravky a formulacemi obsahujicimi
vice vody. Tyto tekuté podily jsou také charakterizovany nepfedvidatelnym sniZenim

precipitace slouceniny, patrné vyvolanym vodou.
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Provedeni pfedloZeného vynalezu zahrnuji pfipravky, které obsahuji méné nez 3%
vody, slouCeninu obecného vzorce (1) a sloudeninu, jeZ obecn& neni vhodna pro humanni
pouZiti, nicméné je pouzitelnd pii vyrob& formulaci podle predlozeného vynilezu pro
veterinirni pouziti. Veterinarni formulace jsou piipravky pouZitelné pro tuéely podani
pfipravkd podle predloZeného vynélezu primatim, kockam, psim, konim, kravam, skotu,
kralikim a jinym subjektim a mohou obsahovat pomocné latky pfijatelné ve veterinirni
medicing a jsou slucitelné se sloueninami obecného vzorce (1), napt. BrEA. Veterinarni
ptipravky nemusi byt vidy vhodné pro humanni pouZiti, jelikoz obsahuji pomocnou latku,
napf. alkohol jiny nez ethanol, napf. methanol, propanol nebo butanol. Typicky jsou tyto
pomocné latky v relativng nizkych hladinich, napf. 1-30%, obvykle 1-5%.

Provedeni pfedloZeného vynélezu zahrnuji pfipravky a formulace, napf. jednotkové
davkovaci formy a sterilni roztoky, které obsahuji (1) 1-100 mg/ml slou&enin(y) obecného
vzorce (1), 57,5% propylenglykolu, 25% PEG300, 12,5% ethanolu a 5% benzylbenzoétu;
(2) 1-60 mg/ml slouenin(y) obecného vzorce (1), 70% propylenglykolu, 25% PEG300 a
5% benzylbenzoatu; (3) 1-60 mg/ml sloulenin(y) obecného vzorce (1), 25% PEG300, 35%
propylenglykolu, 35% manitolu a 5% benzylbenzoatu; (4) 1-60 mg/ml slougenin(y)
obecného vzorce (1), 57,5% propylenglykolu a smési obsahujici 25% PEG300 a PEG200
(napt., PEG300: PEG200 v poméru 1:10 az 10:1), 12,5% ethanolu a 5% benzylbenzoétu;
(5) 1-60 mg/ml slou€enin(y) obecného vzorce (1), 75% propylenglykolu, smés obsahujici
25% PEG300 a PEG200 (napf., a PEG300: PEG200 v poméru 1:10 aZ 10:1) a 5%
benzylbenzoatu; (6) 1-60 mg/ml sloucenin(y) obecného vzorce (1), 25% PEG300 a
PEG200 (napt., PEG300: PEG200 v pomé&ru 1:10 az 10:1), 35% propylenglykolu, 35%
manitolu a 5% benzylbenzoatu; (7) kterakoliv z formulaci (1) aZ (6), ve které slouCenina(y)
obecného vzorce (1) ma 40-55 mg/ml; (8) kterékoliv z formulaci (1) az (6), ve které
sloucenina(y) obecného vzorce (1) ma 30-100 mg/ml; (9) kterakoliv z formulaci (1) aZ (8),
ve které jsou obsazeny 1, 2, 3 nebo 4 slouleniny obecného vzorce (1); (10) kterakoliv z
formulaci (1) aZ (8), ve které jsou obsazeny 1 nebo 2 slougeniny obecného vzorce (1); (11)
kterakoliv z formulaci (1) aZ (8), ve které je obsaZena 1 sloudenina obecného vzorce (1);
(12) kterakoliv z formulaci (1) aZ (11), ve které slougenina obecného vzorce (1) obsahuje
nezavisle 1, 2, 3 z kterychkoliv substituentd R'-R®, R'®, R’ R!'’nebo R'® nezavisle
vybrany ester, thioester, karbonat, karbamat, aminokyselinu nebo peptid 1 nebo 2 nezavisle
vybranych sloucenin obecného vzorce (1); (13) kterékoliv z formulaci (1) az (12), ve které

slouCenina obecného vzorce (1) obsahuje nebo je BrEA nebo hemihydrat BrEA; (14)
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kterdkoliv z formulaci (1’) az (13), ve které slouc¢enina obecného vzorce (1) obsahuje nebo
je ester, sulfatester nebo fosfoester BrEA.

Dalsi provedeni pfedloZeného vynalezu zahrnuji produkt ziskany skladovanim
pfipravkl nebo formulaci podle tohoto vynalezu, napf. jednotkové davkovaci formy,
jakéhokoliv z vyse uvedenych provedeni (1)-(14) nebo piipravky pouZivané k piipravé
preparati, pii teplot® 10-40°C po dobu alespori 3 dnii, napi. skladovanim pii pokojové
teplot¢ po dobu 1-24 mésici. Formulace podle ptedloZeného vynalezu jsou typicky
skladovéany po tuto dobu v hermeticky nebo induk&né uzavienych obalech. P¥ipravky podle
predloZeného vynélezu budou typicky skladovany v uzavienych obalech. V popisné &4sti a
patentovych ndrocich jsou uvedeny nazorné ptiklady vhodnych preparati a jednotkovych
davkovych forem pro tato provedeni.

Dalsi provedeni zahrnuji pfipravky a formulace sloutenin podle piedlozeného
vynalezu, ve kterych jeden nebo vice ze substituentdi R!-R®, R!%, R'>, R a R"® obsahuji
aminokyselinu nebo peptid, napf., substituenty R', R* nebo R* obsahuji aminokyselinu
nebo peptid, substituent R je halogen a substituenty R®> a R® jsou oba -CH;. Peptid
v jednom nebo vice ze substituentd R'-R® miiZe zahrnovat vazebny peptid bunééného
povrchu, napf. Uplny protein nebo sekvence z fibronectinu nebo retronectinu, napf.
KQAGDV.

Ve slougeninach obecného vzorce (1) je kazdy substituent R* nezavisle vybrén.
V n&kterych provedenich je jeden substituent R* atom vodiku a druhy je daldi &ast.
V dalsich provedenich jsou oba substituenty R* nezavisle vybrané &asti jiné nez atom
vodiku, napt. C,-Cyg organicka ¢ast.

Substituenty R'-RS, R'®, R, R'7 a R"® zahrnuji €asti, napf. estery, thioestery,
karbonaty, aminokyseliny, peptidy a/nebo karbamaty, které jsou chemicky a/nebo
enzymaticky hydrolyzovatelné, &asto za fyziologickych podminek. Tyto ¢&asti jsou
nezavisle vybrané. Typicky tyto ¢asti davaji vzniknout -OH, -SH nebo -NH, skupindm
v polohach substituenti R'-R® steroidniho jadra. Provedeni sloudenin obecného vzorce 1)
zahmuji ty, ve kterych (1) jeden ze substituentii R', R* a R* je hydrolyzovatelna &ast (napt.,
ester, thioester, karbonat, aminokyselina, peptid nebo karbamat), dal$i dva ze substituentt
R',R*aR* jsou atom vodiku, substituent R neni atom vodiku a substituenty R® a R® jsou
oba -CH3, (2) dva ze substituentd R', R a R* jsou hydrolyzovatelné ¢asti (napf. nezavisle
vybrané estery, thioestery, karbonaty, aminokyseliny, peptidy a/nebo karbamaty), dalsi ze

substituentl R', R? a R* je atom vodiku, substituent R? reni atom vodiku a substituenty R
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a R® jsou oba CH, (3) substituenty R', R? a R* jsou hydrolyzovatelné &asti, substituent R>
neni atom vodiku a substituenty R’ a R® jsou oba -CHj. V téchto provedenich je substituent
R? typicky v B-konfiguraci a substituenty R, R? a R*R® jsou typicky v
o-konfiguraci.

V dalSich provedenich jeden nebo vice ze substituentl RI-R6, RIO, R‘s, R!7 a ng,
obvykle jeden, obsahuje aminokyselinu nebo peptid, zatimco zbyvajici substituenty jsou
nezavisle vybrany z ¢asti definovanych vyse. V téchto provedenich jsou peptidy typicky
dimery (dipeptidy) nebo trimery (tripeptidy), napt. jeden ze substituentd R', R? nebo R*
obsahuje aminokyselinu, zbyvajici substituenty R', R nebo R* nezavisle obsahuji -OH,
=0, ester, karbonat nebo karbamat, zatimco substituent R’ je halogen, hydroxylova
skupina nebo ester a substituenty R’ a R® jsou nezavisle atom vodiku, -(CH;),-CHs, -
(CH2)a-CH,0H nebo -(CH;),-CH,F,-(CH3);4-O-(CHz),4-CHs, kde index n je 1, 2, 3, 4, S,
6, 7 nebo 8§, ¢asto 0, 1 nebo 2, obvykle 0. Typicky jsou za fyziologickych podminek ester,
karbonat nebo karbamat hydrolyzovatelné.

‘ Hydrolyzovatelné ¢asti typicky obsahuji acylové skupiny, estery, ethery, thioethery,
amidy, aminokyseliny, peptidy, karbonaty a/nebo karbamaty. Obecné nejsou
hydrolyzovatelné ¢asti rozhodujici a mohou se riznit. V nékterych provedenich tyto ¢asti
obsahuji celkové 4 az 10 atoml uhliku. Tyto hydrolyzovatelné ¢asti v jinych provedeni
obsahuji organickou ¢ést, kterd je vySe popsana pro ester, jenz obsahuje 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,
' 9, 10, 11 nebo 12 atomu uhliku a 1, 2, 3, 4, 5 nebo 6 heteroatomt, napf. kysliku, dusiku
nebo siry. Tyto hydrolyzovatelné ¢asti nemuseji obsahovat skupiny, které maji naboj
v plazmé, krvi, intracelularni cytoplazmé nebo ve stievech, nebo mohou obsahovat 1, 2, 3
nebo vice pozitivnich, negativnich nebo pozitivnich a negativnich naboji za jedné nebo
vice z t€chto podminek. Ndboje mohou byt ¢asteéné v zavislosti na skupiné a za podminek,
ve kterych se vyskytuji. Tyto hydrolyzovatelné ¢asti mohou byt 1, 2, 3, 4 nebo vicekrat
substituované v polohach atomu vodiku(i) a/nebo atomu uhliku(t), napi. -OH, chranéna
hydroxylova skupina, -SH, chranéna thiolova skupina, karboxylova skupina, chranéni
karboxylova skupina, amin, chranény amin, -O-, -S-, -CO-, -CS-, alkoxy, alkylthio
skupina, alkenyloxy a arylova skupina, -OP(0)(0)-O-, -OS(0)(0)-O- a/nebo
heterocyklicka skupina. Tyto substituce jsou nezavisle vybrané.

Sloudeniny obecného vzorce (1), které obsahuji hydrolyzovatelnou &ast(i) mohou
zahrnovat jednu nebo vice skupin vybranych z -O-CHR**C(0)OR?, -S-CHR*C(O)OR?,
-NH-CHR™C(O)OR”, -O-CHR*C(S)OR*, -S-CHR*C(S)OR®, -NH-CHR*C(S)ORZ,
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-0-CHR*0OC(O)R?, -S-CHR*OC(0O)R?, -NH-CHR*OC(O)R?, -O-CHR*C(O)N(R?),,
-S-CHR*C(O)N(R®),, -NH-CHR*C(O)N(R?),, -O-CHR*OR®, -S-CHR*OR?, -NH-
CHR*OR?, -O-CHR*C(R?),CH,0X, -S-CHR*C(R*),CH,0X, -NH-
CHR¥™C(R®),CH,0X,  -O-CHR¥C(R*),0X, -S-CHR*C(R¥),0X  nebo
-NH-CHR*C(R**),0X, skupiny, které obsahuji jeden nebo vice ze substituenti R'-RS, R'°,
R", R a R'®. Pro tyto hydrolyzovatelné &asti je substituent R** nezavisle atom vodiku,
-CH,-C¢Hs, -CH,CH,-C¢Hs, Cjgalkylova, Cs,.galkenylova, arylova nebo heterocyklicka
skupina, kde kazda alkylové, alkenylova, arylova skupina a heterocyklova ¢ast je nezavisle
pfipadné substituovana 1, 2 nebo 3, obvykle 1, skupinami vybranymi z -O-, -S-, -NH-,
halogenu, arylové skupiny, -OX, -SX, NHX, ketonu (=0O) nebo -CN nebo C,.salkylova
skupina je ptipadn¢ substituovana 3, 4, 5 nebo 6 halogeny a X je atom vodiku nebo a
chranici skupina. Nazorné ptiklady substituentu R zahrnuji atom vodiku, -CHs, -C,Hs, -
CH,-Cys pripadné¢ substituovanou alkylovou skupinu, -CH,CH,-C4 pfipadné
substituovanou alkylovou skupinu a -CH,CH,-O-C,4 ptipadné substituovanou alkylovou
skupinu. Substituent R* je nezavisle atom vodiku, -CHy-C¢Hs, -CH,CH,-CeHs, Ci.
12alkylova skupina, Cs.jpalkenylova skupina, arylova, heterocyklicka, -CH;-heterocyklicka
nebo -CH,-arylovd skupina, kde kazda alkylova, alkenylova, arylovd, heterocyklicka,
-CH,-heterocyklickd nebo -CH,-arylova skupina je nezavisle piipadné substituovana 1
nebo 2, obvykle 1, skupinami vybranymi z -O-, -S-, -NH-, halogenu, arylové skupiny, -
0X, -SX, -NHX, ketonu (=0), -C(O)OX nebo -CN nebo C,.ppalkylové, C,.jralkenylové
nebo érylové skupiny, jsou pfipadné nezévisle substituované 3, 4, 5 nebo 6 halogeny, kde
X je atom vodiku nebo chranici skupina nebo arylova skupina, heterocyklicka, -CH,-
heterocyklicka nebo -CH,-arylova skupina jsou pfipadné nezavisle substituované 1, 2 nebo
3 Cisalkylovymi skupinami nebo 1, 2 nebo 3 C;4alkoxy skupinami na arylové skupiné
nebo v heterocyklické skuping, obvykle na atomech uhliku kruhu. Néazorné ptiklady
substituentu R* zahrnuji atom vodiku, -CHj;, -C,Hs, -C3Hj, -C4Hy, -C¢Hys, -CgHs, -
CsH4OH, -CcH4sOCH3, -C¢HyF, -CH,-C, s ptipadné substituované alkylovou skupinou, -
CH,CH,-C,4 piipadné substituovanou alkylovou skupinou a -CH,CH,-O-C;.4 pfipadné
substituovanou alkylovou skupinou.

Provedeni sloucenin obecného vzorce (1) zahrnuji nebo vyluéuji jakoukoliv
podskupinu sloucenin v rozsahu definice obecného vzorce (1) za pfedpokladu, Ze alespori
Jeden sloucenina zbyva. Napfiklad podskupina sloucenin obecného vzorce (1), které jsou

obvykle zahrnuty, napf bezvodé formulace podle piedloZen¢ho vyndlezu a v
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intermitentnim davkovanim podle predloZeného vynéalezu a zplsobech imunitni modulace,
jsou sloueniny obecného vzorce (1), kde substituent R? je hydroxylova skupina nebo
skupina, kterd se miize hydrolyzovat na hydroxylovou skupinu, v jakékoliv konfiguraci a
substituenty R* a R® jsou methylov4 skupina v a-konfiguraci. Podskupina slougenin, kters
je pfipadné vylouCena ze sloudenin obecného vzorce (1), zahrnuje jednu nebo vice
slouCenin, které jsou uvedeny vjednom nebo vice odkazech nebo publikacich o
dosavadnim stavu techniky, napf. jednu nebo vice slouenin, které jsou uvedeny v jednom
nebo vice zde citovanych odkazech, zejména ty sloudeniny, které mohou &init kterykoliv
narok nebo provedeni nepatentovatelym z divodu novosti, zfejmosti a/nebo vynalezecké
¢innosti.

Priklady konkrétnich a obecnych typi sloudenin obecného vzorce (1) jsou oznadeny

Cisly, jak je uvedeno dale.
Skupina 1

Pfikladna provedeni zahrnuji  slouCeniny obecného vzorce (1) nazvané podle
oznaleni struktury sloueniny uvedenych dale v tabulkich A a B. KaZdi slouCenina

uvedena v tabulce B je zobrazena jako slouenina majici obecny vzorec (B)

®

ve kterém jsou substituent R* a R® oba —CHs, v polohach 1-2-, 4-5- nebo 5-6- neni
dvojna vazba, jeden substituent R* je atom vodiku, viechny substituenty R”, R® a R® jsou
-CH;- a substituenty R', R?, R® a R* jsou substituenty uvedené v tabulce A. Slou&eniny
nazvané podle tabulek A a B se oznaguji jako slouéeniny , skupiny 1.

Slouceniny uvedené v tabulce B jsou oznaleny &islem pfidélenym substituentim
R', R’ R® a R* podle konvence R'R*R’*R* na zikladé ocislovanych chemickych
substituentd uvedenych v tabulce A. Kazdé ¢islo v tabulce A uréuje odlisnou strukturu pro

kazdy ze substituentd R', R% R’ nebo R* Pokud je substituent R!, R?, R® nebo R*
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divalentni ¢ast, napf. =0, tak atom vodiku v odpovidajici poloze chybi. TudiZ sloucenina

skupiny 1 oznacena 1.2.1.1 ma strukturu obecného vzorce (B) s B-hydroxylovou skupinou

vézanou na atomy uhliku v polohach 3 a 7 (variabilni substituenty R' a R%) a-brom vézany

na uhliku 16 (variabilni substituent R?®) a atom kysliku vézany dvojnou vazbou (=O) na

uhliku 17 (variabilni substituent R*), tzn. 1.2.1.1 mé strukturu uvedenou niZe

1.2.1.1

-0-5(0)(0)-OC,Hs
-CH,
-H

7 -OCH,CH,CH,

8 -OCH,CH,CH,CH;

9 -Cl

~ Tabulka A
R1 RZ
1 -OH 1-H
2 =0 2 -OH
3 -SH 3 =0
4 =8 4 -CH3
5 -O-CHs 5 -OCH3
6 -O-S(O)(0)-O'Na’ 6 -OC,Hs
7
8
9
1

0 -OC(O)C(CHs3)s

1 -Br

2 -Cl

3 -

4 -F

5 -H

6 -OH

7 =0

8 -O-C(O)-CHa

9 -0-C(0O)-CH,CH,
1

10 -Br

1 =0
2 -OH
3 -H

4 -F

5 -Cl

6 -Br

7

8 -O-C(0)-CHj;
9 -0O-C(O)-CH,CH,

0 -O-C(O)-CH,CH,CH,
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Tabulka B

1.1.1.1, 1.1.1.2, 1.1.1.3, 1.1.1.4, 1.1.1.5, 1.1.1.6, 1.1.1.7, 1.1.1.8, 1.1.1.9, 1.1.1.10, 1.1.2.1,
1.1.2.2,1.1.2.3,1.1.24, 1.1.2.5, 1.1.2.6, 1.1.2.7, 1.1.2.8, 1.1.2.9, 1.1.2.10, 1.1.3.1, 1.1.3.2,
1.1.3.3,1.1.34,1.1.3.5,1.1.3.6, 1.1.3.7, 1.1.3.8, 1.1.3.9, 1.1.3.10, 1.1.4.1, 1.1.4.2, 1.1.4.3,
1.144,1.145,1.14.6,1.1.4.7,1.1.4.8,1.1.49, 1.1.4.10, 1.1.5.1, 1.1.5.2, 1.1.5.3, 1.1.5.4,
1.1.5.5,1.1.5.6,1.1.5.7, 1.1.5.8, 1.1.5.9, 1.1.5.10, 1.1.6.1, 1.1.6.2, 1.1.6.3, 1.1.6.4, 1.1.6.5,
1.1.6.6, 1.1.6.7, 1.1.6.8, 1.1.6.9, 1.1.6.10, 1.1.7.1, 1.1.7.2, 1.1.7.3, 1.1.7.4, 1.1.7.5, 1.1.7.6,
1.1.7.7,1.1.7.8, 1.1.7.9, 1.1.7.10, 1.1.8.1, 1.1.8.2, 1.1.8.3, 1.1.8.4, 1.1.8.5, 1.1.8.6, 1.1.8.7,
1.1.8.8,1.1.8.9, 1.1.8.10, 1.1.9.1, 1.1.9.2, 1.1.9.3, 1.1.9.4, 1.1.9.5, 1.1.9.6, 1.1.9.7, 1.1.9.8,
1.1.99, t.1.9.10, 1.1.10.1, 1.1.10.2, 1.1.10.3, 1.1.10.4, 1.1.10.5, 1.1.10.6, 1.1.10.7,
1.1.10.8, 1.1.10.9, 1.1.10.10, 1.2.1.1, 1.2.1.2, 1.2.1.3, 1.2.1.4, 1.2.1.5, 1.2.1.6, 1.2.1.7,
12.1.8,1.2.1.9,12.1.10,1.2.2.1, 1.2.2.2, 1.2.2.3,1.2.24, 1.2.2.5, 1.2.2.6, 1.2.2.7, 1.2.2.8,
1.229,1.2.2.10,1.2.3.1, 1.2.3.2,1.2.3.3, 1.2.34, 1.2.3.5,1.2.3.6, 1.2.3.7, 1.2.3.8, 1.2.3.9,
1.2.3.10,1.2.4.1,1.24.2,1.2.43,1.2.44,1.24.5,1.2.4.6,1.2.4.7,1.2.4.8,1.2.4.9, 1.2.4.10,
1.2.5.1,1.252,12.53,1.2.54,125.5,1.25.6,1.2.5.7,1.2.58,1.2.5.9, 1.2.5.10, 1.2.6.1,
12.6.2,1.2.63,1.2.64,12.6.5,1.2.6.6,1.2.6.7,1.2.6.8,1.2.6.9,1.2.6.10, 1.2.7.1, 1.2.7.2,
1.2.7.3,1.2.74,12.75,12.76,12.7.7,1.2.7.8, 1.2.79, 1.2.7.10, 1.2.8.1, 1.2.8.2, 1.2.8.3,
1.2.8.4,1.2.8.5,1.2.8.6,1.2.8.7,1.2.8.8, 1.2.8.9, 1.2.8.10, 1.2.9.1, 1.2.9.2, 1.2.9.3, 1.2.94,
1.2.9.5, 1.2.9.6, 1.29.7, 1.2.9.8, 1.2.9.9, 1.29.10, 1.2.10.1, 1.2.10.2, 1.2.10.3, 1.2.10.4,
1.2.10.5, 1.2.10.6, 1.2.10.7, 1.2.10.8, 1.2.10.9, 1.2.10.10, 1.3.1.1, 1.3.1.2, 1.3.1.3, 1.3.1.4,
1.3.1.5,1.3.1.6, 1.3.1.7, 1.3.1.8, 1.3.1.9, 1.3.1.10, 1.3.2.1, 1.3.2.2, 1.3.2.3, 1.3.2.4, 1.3.2.5,
1.3.2.6,1.3.2.7,1.3.2.8, 1.3.2.9, 1.3.2.10, 1.3.3.1, 1.3.3.2, 1.3.3.3, 1.3.3.4, 1.3.3.5, 1.3.3.6,
1.3.3.7,1.3.3.8, 1.3.3.9, 1.3.3.10, 1.3.4.1, 1.3.4.2, 1.3.4.3, 1.3.44, 1.3.4.5, 1.3.4.6, 1.3.4.7,
1.3.4.8,1.3.49,13.4.10,1.3.5.1,1.3.5.2,1.3.5.3,1.3.54, 1.3.5.5, 1.3.5.6, 1.3.5.7, 1.3.5.8,
1.3.5.9, 1.3.5.10, 1.3.6.1, 1.3.6.2, 1.3.6.3, 1.3.6.4, 1.3.6.5, 1.3.6.6, 1.3.6.7, 1.3.6.8, 1.3.6.9,
1.3.6.10, 1.3.7.1,1.3.7.2, 1.3.7.3, 1.3.7.4,1.3.7.5, 1.3.7.6, 1.3.7.7,1.3.7.8, 1.3.7.9, 1.3.7.10,
1.3.8.1,1.3.8.2,1.3.8.3,1.3.8.4, 1.3.8.5,1.3.8.6,1.3.8.7, 1.3.8.8, 1.3.8.9, 1.3.8.10, 1.3.9.1,
1.3.9.2, 1.3.93, 1.3.94, 1395, 1.3.9.6, 1.39.7, 1.3.98, 1.3.99, 1.3.9.10, 1.3.10.1,
1.3.10.2, 1.3.10.3, 1.3.10.4, 1.3.10.5, 1.3.10.6, 1.3.10.7, 1.3.10.8, 1.3.10.9, 1.3.10.10,
14.1.1,14.12,14.13,14.14,14.1.5,14.1.6,1.4.1.7,14.1.8, 1.4.1.9, 1.4.1.10, 1.4.2.1,
142.2,1423,1424,1425,14.26,142.7,1428,14.29,142.10,143.1,1.432,
1.43.3,1.434,1435,143.6,1.43.7,143.8,1.43.9,143.10,1.4.4.1,1.4.42,1.4.423,
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1.44.4,1445,1446,144.7,1448,1449,14.4.10,145.1,1452,14.53,1454,
1.4.5.5,1.4.56,14.5.7,1.458,1.459,1.45.10,1.4.6.1,1.46.2,1.4.6.3,1.4.6.4,1.4.6.5,
1.4.6.6,1.4.6.7,14.6.8, 1.4.6.9,1.4.6.10,1.4.7.1,1.4.72,1.4.73,1.4.7.4,1.4.7.5, 1.4.7.6,
1.47.7,14.78,14.79,1.4.7.10,1.48.1,1.482,1.483,14.84,14.85,14.8.6,148.7,
1.4.8.8,1.4.89,1.4.8.10,1.4.9.1,1.492,1.49.3,1.494,1.4.95,1.4.9.6,149.7,14.928,
1.49.9, 1.49.10, 1.4.10.1, 1.4.10.2, 14.103, 1.4.104, 1.4.10.5, 1.4.10.6, 1.4.10.7,
1.4.10.8, 1.4.10.9, 1.4.10.10, 1.5.1.1, 1.5.1.2, 1.5.1.3, 1.5.1.4, 1.5.1.5, 1.5.1.6, 1.5.1.7,
1.5.1.8,1.5.1.9,1.5.1.10, 1.5.2.1, 1.5.2.2, 1.5.2.3, 1.5.2.4, 1.5.2.5, 1.5.2.6, 1.5.2.7, 1.5.2.8,
1.52.9,1.5.2.10, 1.5.3.1,1.5.3.2, 1.5.3.3, 1.5.3.4, 1.5.3.5, 1.5.3.6, 1.5.3.7, 1.5.3.8, 1.5.3.9,
1.5.3.10,1.5.4.1,1.5.4.2,1.54.3,1.544,1.54.5,1.54.6,1.54.7,1.5.4.8,1.54.9,1.54.10,
1.5.5.1,1.552,1553,1554,1.5.5.5,1.5.5.6,1.55.7,1.5.5.8,1.55.9, 1.5.5.10, 1.5.6.1,
1.5.6.2,1.5.6.3,1.5.6.4,1.5.6.5,1.5.6.6,1.5.6.7, 1.5.6.8, 1.5.6.9, 1.5.6.10, 1.5.7.1, 1.5.7.2,
1.5.7.3,1.5.7.4,15.7.5,1.5.7.6,1.5.7.7,1.5.7.8, 1.5.7.9, 1.5.7.10, 1.5.8.1, 1.5.8.2, 1.5.8.3,
1.5.8.4,1.5.8.5,15.86,1.5.8.7,1.5.8.8,1.5.8.9, 1.5.8.10, 1.5.9.1, 1.5.9.2, 1.5.9.3, 1.5.9.4,
1.5.9.5, 1.5.9.6, 1.5.9.7, 1.5.9.8, 1.5.9.9, 1.5.9.10, 1.5.10.1, 1.5.10.2, 1.5.10.3, 1.5.10.4,
1.5.10.5, 1.5.10.6, 1.5.10.7, 1.5.10.8, 1.5.10.9, 1.5.10.10, 1.6.1.1, 1.6.1.2, 1.6.1.3, 1.6.1.4,
1.6.1.5,1.6.1.6,1.6.1.7,1.6.1.8, 1.6.1.9, 1.6.1.10, 1.6.2.1, 1.6.2.2, 1.6.2.3, 1.6.2.4, 1.6.2.5,
1.6.2.6,1.6.2.7,1.6.2.8,1.6.2.9, 1.6.2.10, 1.6.3.1, 1.6.3.2, 1.6.3.3, 1.6.3.4, 1.6.3.5, 1.6.3.6,

1.6.3.7,1.6.3.8,1.6.3.9, 1.6.3.10, 1.6.4.1, 1.6.4.2, 1.6.4.3, 1.6.4.4, 1.6.4.5, 1.6.4.6, 1.6.4.7, -

1.6.4.8,1.6.4.9,1.6.4.10,1.6.5.1,1.6.5.2, 1.6.5.3, 1.6.5.4, 1.6.5.5, 1.6.5.6, 1.6.5.7, 1.6.5.8,
1.6.5.9, 1.6.5.10, 1.6.6.1, 1.6.6.2, 1.6.6.3, 1.6.6.4, 1.6.6.5, 1.6.6.6, 1.6.6.7, 1.6.6.8, 1.6.6.9,
1.6.6.10,1.6.7.1,1.6.7.2,1.6.7.3,1.6.7.4,1.6.7.5, 1.6.7.6, 1.6.7.7,1.6.7.8, 1.6.7.9, 1.6.7.10,
1.6.8.1,1.6.8.2,1.6.8.3,1.6.8.4,1.6.8.5,1.6.8.6, 1.6.8.7, 1.6.8.8, 1.6.8.9, 1.6.8.10, 1.6.9.1,
1.6.9.2, 1.6.9.3, 1.6.94, 1.69.5, 1.6.9.6, 1.69.7, 1.6.9.8, 1.6.9.9, 1.6.9.10, 1.6.10.1,
1.6.10.2, 1.6.10.3, 1.6.10.4, 1.6.10.5, 1.6.10.6, 1.6.10.7, 1.6.10.8, 1.6.10.9, 1.6.10.10,
1.7.1.1,1.7.1.2,1.7.1.3,1.7.14, 1.7.1.5, 1.7.1.6, 1.7.1.7, 1.7.1.8, 1.7.1.9, 1.7.1.10, 1.7.2.1,
1.7.2.2,1.7.2.3,1.7.2.4,1.7.2.5,1.7.2.6, 1.72.7, 1.7.2.8,1.7.2.9, 1.7.2.10, 1.7.3.1, 1.7.3.2,
1.7.3.3,1.7.3.4,1.73.5,1.7.3.6, 1.7.3.7, 1.7.3.8, 1.7.3.9, 1.7.3.10, 1.7.4.1, 1.7.4.2, 1.7.4.3,
1.74.4,1.745,1.746,1.74.7,1.748,1.7.49,1.7.4.10, 1.7.5.1, 1.7.5.2, 1.7.5.3, 1.7.5. 4,
1.7.5.5,1.7.5.6,1.7.5.7,1.7.5.8, 1.7.5.9, 1.7.5.10, 1.7.6.1, 1.7.6.2, 1.7.6.3, 1.7.6.4, 1.7.6.5,
1.7.6.6,1.7.6.7,1.7.6.8, 1.7.6.9, 1.7.6.10, 1.7.7.1, 1.7.72, 1.7.7.3, 1.7.7.4, 1.7.7.5, 1.7.7.6,
1.7.7.7,1.7.7.8, 1.7.79, 1.7.7.10, 1.7.8.1, 1.7.8.2, 1.7.8.3, 1.7.8.4, 1.7.8.5, 1.7.8.6, 1.7.8.7,
1.7.8.8,1.7.89, 1.7.8.10, 1.7.9.1, 1.7.9.2, 1.7.9.3, 1.7.9.4, 1.7.9.5, 1.7.9.6, 1.7.9.7, 1.7.9.8,
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1.7.9.9, 1.7.9.10, 1.7.10.1, 1.7.10.2, 1.7.10.3, 1.7.10.4, 1.7.10.5, 1.7.10.6, 1.7.10.7,
1.7.10.8, 1.7.10.9, 1.7.10.10, 1.8.1.1, 1.8.1.2, 1.8.1.3, 1.8.1.4, 1.8.1.5, 1.8.1.6, 1.8.1.7,
1.8.1.8,1.8.1.9, 1.8.1.10, 1.8.2.1, 1.8.2.2, 1.8.2.3, 1.8.2.4, 1.8.2.5, 1.8.2.6, 1.8.2.7, 1.8.2.8,
1.8.2.9,1.8.2.10. 1.8.3.1, 1.8.3.2, 1.8.3.3, 1.8.3.4, 1.8.3.5, 1.8.3.6, 1.8.3.7, 1.8.3.8, 1.8.3.9,
1.8.3.10,1.8.4.1.1.8.4.2,1.8.4.3,1.8.4.4,1.84.5,1.84.6,1.84.7,1.8.4.8,1.8.4.9,1.8.4.10,
1.8.5.1,1.85.2,1.8.53,1.8.54,1.8.55,1.8.5.6,1.8.5.7,1.8.5.8,1.8.5.9, 1.8.5.10, 1.8.6.1,
1.8.6.2,1.8.63,1.8.6.4,18.6.5, 1.8.6.6,1.8.6.7,1.8.6.8,1.8.6.9, 1.8.6.10, 1.8.7.1, 1.8.7.2,
1.8.7.3,1.874,18.7.5,18.7.6,1.8.7.7,1.8.7.8, 1.8.7.9, 1.8.7.10, 1.8.8.1, 1.8.8.2, 1.8.8.3,
1.8.8.4,1.88.5,1.8.8.6,1.8.8.7,1.8.8.8, 1.8.8.9, 1.8.8.10, 1.8.9.1, 1.8.9.2, 1.8.9.3, 1.8.9.4,
1.8.9.5, 1.8.9.6, 1.8.9.7, 1.8.9.8, 1.8.9.9, 1.8.9.10, 1.8.10.1, 1.8.10.2, 1.8.10.3, 1.8.10.4,
1.8.10.5, 1.8.10.6, 1.8.10.7, 1.8.10.8, 1.8.10.9, 1.8.10.10, 1.9.1.1, 1.9.1.2, 1.9.1.3, 1.9.1.4,
1.9.1.5,19.1.6,1.9.1.7,1.9.1.8, 1.9.1.9, 1.9.1.10, 1.9.2.1, 1.9.2.2, 1.9.2.3, 1.9.2.4, 1.9.2.5,
1.9.2.6,19.2.7,19.2.8,1.9.29,1.9.2.10, 1.9.3.1, 1.9.3.2, 1.9.3.3, 1.9.3.4, 1.9.3.5, 1.9.3.6,
1.9.3.7,1.9.3.8,1.9.3.9,1.9.3.10, 1.9.4.1, 1.9.4.2,1.9.4.3,1.9.4.4,1.9.4.5,1.94.6, 1.94.7,
1.9.4.8,1.9.49,1.9.4.10,1.9.5.1,1.9.5.2, 1.9.5.3,1.9.54, 1.9.5.5, 1.9.5.6, 1.9.5.7, 1.9.5.8,
1.9.5.9,1.9.5.10. 1.9.6.1, 1.9.6.2, 1.9.6.3, 1.9.6.4, 1.9.6.5, 1.9.6.6, 1.9.6.7, 1.9.6.8, 1.9.6.9,
1.9.6.10,1.9.7.1,1.9.7.2,19.7.3,1.9.7.4, 1.9.7.5,1.9.7.6, 1.9.7.7,1.9.7.8, 1.9.7.9, 1.9.7.10,
1.9.8.1,1.9.8.2,1.9.8.3,1.9.8.4,1.9.8.5,1.9.8.6, 1.9.8.7,1.9.8.8, 1.9.8.9, 1.9.8.10, 1.9.9.1,
1.99.2, 1.9.9.3, 1.9.94, 1.9.9.5, 1.99.6, 1.99.7, 1.99.8, 1.99.9, 1.9.9.10, 1.9.10.1,
1.9.10.2, 1.9.10.3, 1.9.10.4, 1.9.10.5, 1.9.10.6, 1.9.10.7, 1.9.10.8, 1.9.10.9, 1.9.10.10,
1.10.1.1, 1.10.1.2, 1.10.1.3, 1.10.1.4, 1.10.1.5, 1.10.1.6, 1.10.1.7, 1.10.1.8, 1.10.1.9,
1.10.1.10, 1.10.2.1, 1.10.2.2, 1.10.2.3, 1.10.2.4, 1.10.2.5, 1.10.2.6, 1.10.2.7, 1.10.2.8,
1.10.2.9, 1.10.2.10, 1.10.3.1, 1.10.3.2, 1.10.3.3, 1.10.3.4, 1.10.3.5, 1.10.3.6, 1.10.3.7,
1.10.3.8, 1.10.3.9, 1.10.3.10, 1.10.4.1, 1.10.4.2, 1.10.4.3, 1.10.4.4, 1.10.4.5, 1.10.4.6,
1.10.4.7, 1.10.4.8, 1.10.4.9, 1.10.4.10, 1.10.5.1, 1.10.5.2, 1.10.5.3, 1.10.5.4, 1.10.5.5,
1.10.5.6, 1.10.5.7, 1.10.5.8, 1.10.5.9, 1.10.5.10, 1.10.6.1, 1.10.6.2, 1.10.6.3, 1.10.6.4,
1.10.6.5, 1.10.6.6, 1.10.6.7, 1.10.6.8, 1.10.6.9, 1.10.6.10, 1.10.7.1, 1.10.7.2, 1.10.7.3,
1.10.7.4, 1.10.7.5, 1.10.7.6, 1.10.7.7, 1.10.7.8, 1.10.7.9, 1.10.7.10, 1.10.8.1, 1.10.8.2,
1.10.8.3, 1.10.8.4, 1.10.8.5, 1.10.8.6, 1.10.8.7, 1.10.8.8, 1.10.8.9, 1.10.8.10, 1.10.9.1,
1.10.9.2, 1.10.9.3, 1.10.9.4, 1.10.9.5, 1.10.9.6, 1.10.9.7, 1.10.9.8, 1.10.9.9, 1.10.9.10,
1.10.10.1, 1.10.10.2, 1.10.10.3, 1.10.10.4, 1.10.10.5, 1.10.10.6, 1.10.10.7, 1.10.10.8,
1.10.10.9, 1.10.10.10, 2.1.1.1, 2.1.1.2, 2.1.1.3, 2.1.1.4, 2.1.1.5, 2.1.1.6, 2.1.1.7, 2.1.1.8,
‘_2.1.1.9, 2.1.1.10,2.1.2.1,2.1.2.2,2.1.2.3, 2.1.2 4, 2.1.25, 2.1.2.6,2.12.7,2.1.2.8,2.1.2.9,
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2.1.2.10,2.1.3.1,2.1.3.2,2.1.3.3,2.1.3.4,2.1.35,2.1.3.6,2.1.3.7,2.1.3.8, 2.1.3.9, 2.1.3.10,
2.14.1,2.142,2.143,2.144,2.14.5,2.14.6,2.14.7,2.1.48,2.1.49,2.1.4.10,2.1.5.1,
2.1.52,2.153,2.1.54,2.1.5.5,2.1.56,2.1.5.7,2.1.5.8,2.1.5.9, 2.1.5.10, 2.1.6.1, 2.1.6.2,
2.1.63,2.1.6.4,2.1.65,2.1.6.6,2.1.6.7,2.1.6.8,2.1.6.9,2.1.6.10, 2.1.7.1, 2.1.7.2, 2.1.7.3,
2.1.74,2.1.75,2.1.7.6,2.1.7.7,2.1.7.8,2.1.7.9, 2.1.7.10, 2.1.8.1, 2.1.8.2, 2.1.8.3, 2.1.8 4,
2.1.8.5,2.1.8.6,2.1.8.7,2.1.8.8,2.1.8.9, 2.1.8.10, 2.1.9.1, 2.1.9.2, 2.1.9.3, 2.1.9.4, 2.1.9.5,
2.1.9.6, 2.1.9.7, 2.1.9.8, 2.1.9.9, 2.1.9.10, 2.1.10.1, 2.1.10.2, 2.1.10.3, 2.1.10.4, 2.1.10.5,
2.1.10.6, 2.1.10.7, 2.1.10.8, 2.1.10.9, 2.1.10.10, 2.2.1.1, 2.2.1.2, 2.2.1.3, 2.2.1.4, 2.2.1.5,
22.16,22.1.7,22.18,22.19,22.1.10,2.2.2.1,2222,2.2.2.3,22.2.4,2225,22.2.6,
222.7,2228,2229,2.22.10,22.3.1,2.23.2,22.3.3,2.234,2235,22.3.6,223.7,
2238,2239,223.10,2.2.4.1,22.42,2.2.43,2.2.44,22.45,2.24.6,224.7,22428,
2.2.49,22.4.10,225.1,2252,2253,22.54,2255,2.25.6,2.2.5.7,2.2.5.8,2.25.9,
2.2.5.10,2.2.6.1,2.2.6.2,2.2.6.3,2.2.6.4,2.2.6.5,2.2.6.6,2.2.6.7,2.2.6.8,2.2.6.9, 2.2.6.10,
2.2.7.1,22.72,22.7.3,22.7.4,22.75,22.7.6,22.7.7,2.2.78,22.7.9,2.2.7.10,2.2.8.1,
22.82,2283,22.84,2.2.8.5,22.8.6,228.7,22.88,2289,2238.10,2.29.1,2292,
2293, 2294, 2295, 2.2.9.6, 22.9.7, 2.2.9.8, 2299, 2.2.9.10, 2.2.10.1, 2.2.10.2,
2.2.10.3, 2.2.10.4, 2.2.10.5, 2.2.10.6, 2.2.10.7, 2.2.10.8, 2.2.10.9, 2.2.10.10, 2.3.1.1,
2.3.1.2,2.3.1.3,23.1.4,2.3.1.5,2.3.1.6,2.3.1.7,2.3.1.8, 2.3.1.9, 2.3.1.10, 2.3.2.1, 2.3.2.2,
2.3.2.3,23.2.4,23.25,23.2.6,232.7,23.2.8,23.2.9,2.3.2.10, 2.3.3.1,2.3.3.2,2.3.3.3,
2.3.3.4,23.3.5,23.3.6,233.7,2.3.3.8,2.33.9,2.33.10,2.3.4.1,2.3.42,2.3.4.3,2.3.44,
2.3.4.5,23.4.6,23.4.7,23.4.8,23.49,234.10,2.3.5.1,2.3.52,23.5.3,2.3.54,2.3.5.5,
2.3.5.6,2.3.5.7,23.58,2.3.5.9,23.5.10, 2.3.6.1, 2.3.6.2, 2.3.6.3, 2.3.6.4, 2.3.6.5, 2.3.6.6,
2.3.6.7,2.3.6.8,23.69,23.6.10,23.7.1,2.3.72,2.3.73, 2.3.74, 2.3.7.5, 2.3.7.6, 2.3.7.7,
2.3.7.8,23.7.9,23.7.10, 2.3.8.1,2.3.8.2, 2.3.8.3, 2.3.8.4, 2.3.8.5, 2.3.8.6, 2.3.8.7, 2.3.8.8,
2.3.8.9,2.3.8.10,2.3.9.1,2.3.9.2,2.3.9.3,2.3.94,2.395,23.9.6,239.7,23.9.8,23.99,
2.3.9.10, 2.3.10.1, 2.3.10.2, 2.3.10.3, 2.3.10.4, 2.3.10.5, 2.3.10.6, 2.3.10.7, 2.3.10.8,
2.3.10.9, 2.3.10.10, 2.4.1.1, 2.4.1.2, 2.4.1.3, 24.14, 24.1.5, 2.4.1.6, 24.1.7, 24.1.8,
2.4.19,2.4.1.10,2.42.1,2.422,24.23,242.4,2425,2426,242.7,2.428,24209,
2.4.2.10,2.43.1,2432,2433,243.4,243.5,243.6,243.7,2.43.8,2.43.9,2.4.3.10,
2441,2442,2443,2444,2445,244.6,244.7,244.8,2449,244.10,245.1,
2452,2453,2454,2455,245.6,24.5.7,24.5.8,245.9,2.4.5.10,2.4.6.1,24.6.2,
24.63,2.4.6.4,246.5,24.6.6,24.6.7,2.4.68,24.69,24.6.10,2.4.7.1,24.72,24.7.3,
2.4.74,24.75,247.6,24.77, 24.78,24.79,24.7.10,2.4.8.1,2.4.82,2.483,2484,
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2.4.85,24.86,248.7,24.88,2.48.9,248.10,249.1,24.92,2493,2494,249.5,
2496, 2.49.7,249.8, 2499, 249.10, 2.4.10.1, 2.4.10.2, 2.4.10.3, 2.4.10.4, 2.4.10.5,
2.4.10.6, 2.4.10.7. 2.4.10.8, 2.4.10.9, 2.4.10.10, 2.5.1.1, 2.5.1.2, 2.5.1.3, 2.5.1.4, 2.5.1.5,
2.5.16,25.1.7,25.1.8,2.5.1.9,2.5.1.10, 2.5.2.1,2.52.2,2.5.2.3,2.52.4,2.5.2.5,2.5.2.6,
2.52.7,2.5.28,2529,252.10,2.53.1,2.53.2,2.53.3,2.5.3.4,253.5,2.5.3.6,2.5.3.7,
2.5.3.8,2.539,253.10,2.54.1,2.54.2,2.54.3,2.54.4,2545,2.54.6,2.54.7,25438,
2.5409,254.10,255.1,2.5.52,2.55.3,2.55.4,2.55.5,25.5.6,2.5.5.7,2.5.5.8,2.5.5.9,
2.5.5.10,2.5.6.1,2.5.6.2,2.5.6.3,2.5.6.4,2.5.6.5,2.5.6.6,2.5.6.7,2.5.6.8,2.5.6.9,2.5.6.10,
25.7.1,2.5.72,25.73,2.5.74,25.7.5,2.5.7.6,25.7.7,25.78, 2.5.7.9, 2.5.7.10, 2.5.8.1,
2.5.8.2,2.5.83,25.84,2.58.5,25.8.6,2.587,25.8.8,25.8.9,258.10,2.5.9.1, 2.5.9.2,
2593, 2594, 2595, 2.59.6, 2.59.7, 2.5.9.8, 2.59.9, 2.5.9.10, 2.5.10.1, 2.5.10.2,
2.5.10.3, 2.5.10.4, 2.5.10.5, 2.5.10.6, 2.5.10.7, 2.5.10.8, 2.5.10.9, 2.5.10.10, 2.6.1.1,
2.6.1.2,2.6.1.3, 2.6.1.4, 2.6.1.5, 2.6.1.6,2.6.1.7,2.6.1.8,2.6.1.9, 2.6.1.10, 2.6.2.1, 2.6.2.2,
2.6.2.3,2.624,26.25,2.6.2.6,2.6.2.7,2.6.2.8,2.6.2.9,2.6.2.10,2.6.3.1, 2.6.3.2, 2.6.3.3,
2.6.3.4,2.6.3.5,2.6.3.6,2.6.3.7,2.6.3.8,2.6.3.9,2.6.3.10,2.6.4.1,2.6.4.2,2.6.4.3, 2.6.4.4,
2.6.4.5,2.64.6,2.64.7,2.648,2.64.9,2.64.10,2.6.5.1,2.6.5.2,2.6.5.3,2.6.54,2.6.5.5,
2.6.5.6,2.6.5.7,2.6.5.8,2.6.5.9, 2.6.5.10, 2.6.6.1, 2.6.6.2, 2.6.6.3, 2.6.6.4, 2.6.6.5, 2.6.6.6,
2.6.6.7,2.6.6.8,2.6.6.9,2.6.6.10,2.6.7.1,2.6.7.2,2.6.7.3,2.6.7.4, 2.6.7.5, 2.6.7.6, 2.6.7.7,
2.6.7.8,2.6.79,26.7.10,2.6.8.1, 2.6.8.2, 2.6.8.3,2.6.8.4,2.6.8.5, 2.6.8.6, 2.6.8.7, 2.6.8.8,
2.6.8.9,2.6.8.10,2.69.1,2.6.9.2,2.6.9.3,2.6.9.4,2.6.9.5, 2.6.9.6, 2.6.9.7, 2.6.9.8, 2.6.9.9,
2.6.9.10, 2.6.10.1, 2.6.10.2, 2.6.10.3, 2.6.10.4, 2.6.10.5, 2.6.10.6, 2.6.10.7, 2.6.10.8,
2.6.10.9, 2.6.10.10, 2.7.1.1, 2.7.1.2, 2.7.1.3, 2.7.1.4, 2.7.1.5, 2.7.1.6, 2.7.1.7, 2.7.1.8,
2.7.1.9,2.7.1.10,2.72.1,2.722,2.7.2.3,2.72.4,2.725,2.72.6,2.72.7,2.7.2.8,2.72.9,
272.10,2.73.1,2.7.3.2,2.7.3.3,2.7.3.4,2.7.3.5,2.7.3.6,2.7.3.7,2.7.3.8,2.7.3.9, 2.7.3.10,
2.74.1,2.742,2743,2.744,27.45,2.74.6,2.74.7,2.748,2.74.9,2.74.10,2.7.5.1,
275.2,2.7.53,2.7.54,2.7.55,2.7.5.6,2.75.7,2.7.5.8,2.7.5.9, 2.7.5.10, 2.7.6.1, 2.7.6.2,
2.7.63,2.7.64,2.76.5,2.7.6.6,2.7.6.7,2.7.68, 2.7.6.9,2.7.6.10,2.7.7.1,2.7.7.2, 2.7.17.3,
277.74,2.7.75,2.7.7.6,2.7.7.7,2.7.7.8,2.7.79,2.7.7.10,2.7.8.1,2.7.8.2,2.7.8.3,2.7.8.4,
2.7.85,2.7.8.6,2.7.8.7,2.7.8.8, 2.7.8.9, 2.7.8.10, 2.7.9.1,2.7.9.2,2.7.9.3,2.7.9.4, 2.7.9.5,
2.79.6, 2.79.7, 2798, 2.79.9, 2.7.9.10, 2.7.10.1, 2.7.10.2, 2.7.10.3, 2.7.10.4, 2.7.10.5,
2.7.10.6, 2.7.10.7, 2.7.10.8, 2.7.10.9, 2.7.10.10, 2.8.1.1, 2.8.1.2, 2.8.1.3, 2.8.1.4, 2.8.1.5,
2.8.1.6,2.8.1.7,2.8.1.8,2.8.1.9, 2.8.1.10, 2.8.2.1, 2.8.2.2, 2.8.2.3, 2.8.2.4, 2.8.2.5, 2.8.2.6,
2.8.2.7", 2.8.2.8,2.8.2.9,2.82.10,2.83.1,2.83.2,2.83.3,2.834,2.83.5,2.83.6,2.83.7,
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2.8.3.8,2.8.3.9,283.10,2.84.1,2.84.2,2.843,2.844,284.5,284.6,284.7,2.84.8,
2.8.49,284.10,2.8.5.1,2.85.2,2.8.53,2.85.4,2.855,285.6,2.85.7,2.85.8,2.8.5.9
2.8.5.10,2.8.6.1,2.8.6.2,2.8.6.3,2.8.6.4,2.8.6.5, 2.8.6.6,2.8.6.7,2.8.6.8, 2.8.6.9, 2.8.6.10,
28.7.1,28.7.2,28.73,2.8.74,28.7.5,2.8.7.6,2.8.7.7,2.8.7.8, 2.8.7.9, 2.8.7.10, 2.8.8.1,
2.8.8.2,2.8.8.3,2.8.8.4,2.8.85,2.8.8.6,2.8.8.7,2.8.8.8,2.8.8.9, 2.8.8.10, 2.8.9.1, 2.8.9.2,
2893, 2894, 2895, 2.89.6, 2.89.7, 2.8.9.8, 2.8.9.9, 2.8.9.10, 2.8.10.1, 2.8.10.2,
2.8.10.3, 2.8.10.4, 2.8.10.5, 2.8.10.6, 2.8.10.7, 2.8.10.8, 2.8.10.9, 2.8.10.10, 2.9.1.1,
29.1.2,29.1.3,29.14,29.1.5,29.1.6,29.1.7,29.1.8, 2.9.1.9, 2.9.1.10, 2.9.2.1, 2.9.2 .2,
2923,2924,2925,2926,29.2.7,29.2.8,29.2.9,29.2.10,2.9.3.1,29.3.2,2.9.3.3,
2934,293.5,29.3.6,2.93.7,29.3.8,2.9.3.9,293.10,2.9.4.1,2.9.4.2,2.94.3,2.9.44,
2945,294.6,294.7,29.48,2.9.49,294.10,295.1,2.952,29.53,2.95.4,29.5.5,
2.9.56,295.7,29.5.8,2.95.9,29.5.10,2.9.6.1,2.9.6.2,2.9.6.3,2.9.6.4,2.9.6.5, 2.9.6.6,
2.9.6.7,2.9.6.8,29.6.9,2.9.6.10,2.9.7.1,2.9.72,29.73,2.9.7.4,29.75, 2.9.7.6, 2.9.7.7,
29.78,29.7.9,29.7.10,2.9.8.1,2.9.8.2,2.9.8.3,2.9.84,29.8.5,2.9.8.6,2.9.8.7,2.9.8.8,
2.9.89,2.9.8.10,2.9.9.1,2.9.9.2,2.9.93,2.9.9.4,2.99.5, 2.9.9.6, 2.9.9.7, 2.9.9.8, 2.9.9.9,
2.99.10, 2.9.10.1, 2.9.10.2, 2.9.10.3, 2.9.10.4, 2.9.10.5, 2.9.10.6, 2.9.10.7, 2.9.10.8,
2.9.10.9, 2.9.10.10, 2.10.1.1, 2.10.1.2, 2.10.1.3, 2.10.1.4, 2.10.1.5, 2.10.1.6, 2.10.1.7,
2.10.1.8, 2.10.1.9, 2.10.1.10, 2.10.2.1, 2.10.2.2, 2.10.2.3, 2.10.2.4, 2.10.2.5, 2.10.2.6,
2.10.2.7, 2.10.2.8, 2.10.2.9, 2.10.2.10, 2.10.3.1, 2.10.3.2, 2.10.3.3, 2.10.3.4, 2.10.3.5,
2.10.3.6, 2.10.3.7, 2.10.3.8, 2.10.3.9, 2.10.3.10, 2.10.4.1, 2.10.4.2, 2.10.4.3, 2;10.4.4,
2.104.5, 2.10.4.6, 2.104.7, 2.10.4.8, 2.10.4.9, 2.10.4.10, 2.10.5.1, 2.10.5.2, 2.10.5.3,
2.10.5.4, 2.10.5.5, 2.10.5.6, 2.10.5.7, 2.10.5.8, 2.10.5.9, 2.10.5.10, 2.10.6.1, 2.10.6.2,
2.10.6.3, 2.10.6.4, 2.10.6.5, 2.10.6.6, 2.10.6.7, 2.10.6.8, 2.10.6.9, 2.10.6.10, 2.10.7.1,
2.10.7.2, 2.10.7.3, 2.10.7.4, 2.10.7.5, 2.10.7.6, 2.10.7.7, 2.10.7.8, 2.10.7.9, 2.10.7.10,
2.10.8.1, 2.10.8.2, 2.10.8.3, 2.10.8.4, 2.10.8.5, 2.10.8.6, 2.10.8.7, 2.10.8.8, 2.10.8.9,
2.10.8.10, 2.10.9.1, 2.10.9.2, 2.10.9.3, 2.10.9.4, 2.10.9.5, 2.10.9.6, 2.10.9.7, 2.10.9.8,
2.10.9.9, 2.10.9.10, 2.10.10.1, 2.10.10.2, 2.10.10.3, 2.10.10.4, 2.10.10.5, 2.10.10.6,
2.10.10.7, 2.10.10.8, 2.10.10.9, 2.10.10.10, 3.1.1.1, 3.1.1.2, 3.1.1.3, 3.1.1.4, 3.1.1.5,
3.1.1.6,3.1.1.7, 3.1.1.8, 3.1.1.9, 3.1.1.10, 3.1.2.1, 3.1.2.2, 3.1.2.3, 3.1.2.4, 3.1.2.5, 3.1.2.6,
3.12.7,3.1.2.8,3.1.2.9, 3.1.2.10, 3.1.3.1, 3.1.3.2, 3.1.3.3, 3.1.3.4, 3.1.3.5, 3.1.3.6, 3.1.3.7,
3.1.3.8,3.1.3.9,3.1.3.10,3.14.1,3.1.4.1,3.1.4.1,3.1.4.1, 3.1.4.1,3.14.1,3.14.1, 3.1.4.1,
3.14.1, 3.14.1, 3.1.5.1, 3.1.5.1, 3.1.5.1, 3.1.5.1, 3.1.5.1, 3.1.5.1, 3.1.5.1, 3.1.5.1, 3.1.5.1,
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3.1.5.1, 3.1.6.1, 3.1.6.1, 3.1.6.1, 3.1.6.1, 3.1.6.1, 3.1.6.1, 3.1.6.1, 3.1.6.1, 3.1.6.1, 3.1.6.1,
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3.1.7.1, 3.1.7.1, 3.1.7.1, 3.1.7.1, 3.1.7.1, 3.1.7.1, 3.1.7.1, 3.1.7.1, 3.1.7.1, 3.1.7.1, 3.1.8.1,
3.1.8.1, 3.1.8.1, 3.1.8.1, 3.1.8.1, 3.1.8.1, 3.1.8.1, 3.1.8.1, 3.1.8.1, 3.1.8.1, 3.1.9.1, 3.1.9.1,
3.1.9.1, 3.1.9.1, 3.1.9.1, 3.1.9.1, 3.1.9.1, 3.1.9.1, 3.1.9.1, 3.1.9.1, 3.1.10.1, 3.1.10.1,
3.1.10.1, 3.1.10.1. 3.1.10.1, 3.1.10.1, 3.1.10.1, 3.1.10.1, 3.1.10.1, 3.1.10.1, 3.2.1.1, 3.2.1.1,
3.2.1.1,3.2.1.1,32.1.1, 3.2.1.1, 3.2.1.1, 3.2.1.1, 3.2.1.1, 3.2.1.1, 3.2.2.1, 3.2.2.1, 3.2.2.1,
3221,3221,322.1,322.1, 32.2.1,322.1, 32.2.1, 32.3.1,3.2.3.1, 3.2.3.1, 3.2.3.1,
3.2.3.1,3.23.1,523.1,323.1, 3.23.1, 3.23.1, 3.2.4.1, 3.24.1, 3.24.1, 3.2.4.1, 3.24.1,
324.1,324.1,324.1,324.1,324.1,325.1,3.25.1, 3.25.1, 3.2.5.1, 3.2.5.1, 3.2.5.1,
3.2.5.1,3.25.1,3.25.1, 3251, 3.2.6.1, 3.2.6.1, 3.2.6.1, 3.2.6.1, 3.2.6.1, 3.2.6.1, 3.2.6.1,
3.2.6.1,3.2.6.1,3.2.6.1,32.7.1,3.2.7.1, 3.2.7.1, 3.2.7.1, 3.2.7.1, 3.2.7.1, 3.2.7.1, 3.2.7.1,
32.7.1,32.7.1,3528.1,3.2.8.1,3.28.1, 3.2.8.1, 3.2.8.1, 3.2.8.1, 3.2.8.1, 3.2.8.1, 3.2.8.1,
3.2.8.1,3.209.1,329.1,3209.1, 3.29.1, 3.29.1, 3.29.1, 3.2.9.1, 3.2.9.1, 3.2.9.1, 3.2.9.1,
3.2.10.1, 3.2.10.1, 3.2.10.1, 3.2.10.1, 3.2.10.1, 3.2.10.1, 3.2.10.1, 3.2.10.1, 3.2.10.1,
3.2.10.1,33.1.1, 3.3.1.1, 3.3.1.1, 3.3.1.1, 3.3.1.1, 3.3.1.1, 3.3.1.1, 3.3.1.1, 3.3.1.1, 3.3.1.1,

3.32.1,332.1,53.2.1,3.3.2.1,3.3.2.1,33.2.1,3.3.2.1, 3.3.2.1,3.32.1, 3.3.2.1, 3.33.1,

3.3.3.1,3.3.3.1,33.3.1, 3.3.3.1, 3.3.3.1, 3.3.3.1, 3.3.3.1, 3.3.3.1, 3.3.3.1, 3.34.1, 3.3.4.1,
3.34.1,334.1,33.4.1,33.4.1,33.4.1,33.4.1, 3.34.1, 3.34.1, 3.3.5.1, 3.3.5.1, 3.3.5.1,
3.3.5.1,33.5.1,53.5.1, 33.5.1, 3.3.5.1, 3.3.5.1, 3.3.5.1, 3.3.6.1, 3.3.6.1, 3.3.6.1, 3.3.6.1,
3.3.6.1, 3.3.6.1, 3.3.6.1, 3.3.6.1, 3.3.6.1, 3.3.6.1, 3.3.7.1, 3.3.7.1, 3.3.7.1, 3.3.7.1, 3.3.7.1,
3.3.7.1,33.7.1,33.7.1, 3.3.7.1,3.3.7.1, 3.3.8.1, 3.3.8.1, 3.3.8.1, 3.3.8.1, 3.3.8.1, 3.3.8.1,
3.3.8.1,3.3.8.1,3.3.8.1, 3.3.8.1, 3.3.9.1, 3.3.9.1, 3.3.9.1, 3.3.9.1, 3.3.9.1, 3.3.9.1, 3.3.9.1,
3.3.9.1, 33.9.1,3.3.9.1, 3.3.10.1, 3.3.10.1, 3.3.10.1, 3.3.10.1, 3.3.10.1, 3.3.10.1, 3.3.10.1,
3.3.10.1, 3.3.10.1, 3.3.10.1, 3.4.1.1, 34.1.1, 34.1.1, 34.1.1, 34.1.1, 34.1.1, 3.4.1.1,
34.1.1, 34.1.1, 34.1.1, 3.4.2.1, 3.4.2.1, 3.4.2.1, 3.4.2.1, 34.2.1,3.4.2.1,34.2.1, 3.4.2.1,
3421,3421,343.1,343.1,343.1,343.1,3.43.1,3.4.3.1,3.43.1,3.43.1, 3.4.3.1,
343.1,344.1,344.1,344.1,3.44.1,34.4.1,3.44.1,344.1,3.44.1,3.44.1,344.1,
3.45.1,3.45.1,345.1,345.1, 3451, 34.5.1, 34.5.1, 34.5.1,34.5.1,3.45.1, 3.4.6.1,
3.4.6.1,3.4.6.1,34.6.1,3.46.1,3.4.6.1,3.4.6.1, 3.4.6.1, 3.4.6.1, 3.4.6.1,3.4.7.1, 3.4.7.1,
34.7.1,34.7.1,34.7.1,34.7.1,34.7.1,34.7.1, 34.7.1,34.7.1, 3.48.1, 3.4.8.1, 3.4.8.1,
348.1,34.8.1,348.1,3.48.1,3.48.1,3.48.1,3.4.8.1,3.49.1,3.49.1,3.49.1,3.49.1,
3.49.1, 3491, 3491, 3.49.1, 3.49.1, 349.1, 3.4.10.1, 3.4.10.1, 3.4.10.1, 3.4.10.1,
3.4.10.1, 3.4.10.1, 3.4.10.1, 3.4.10.1, 3.4.10.1, 3.4.10.1, 3.5.1.1, 3.5.1.1, 3.5.1.1, 3.5.1.1,
3.5.1.1, 3.5.1.1, 3.5.1.1, 3.5.1.1, 3.5.1.1, 3.5.1.1, 3.5.2.1, 3.5.2.1, 3.52.1,35.2.1,3521,
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3.5.2.1,3.5.2.1, 35.2.1, 3.5.2.1, 3.5.2.1, 3.5.3.1, 3.5.3.1, 3.5.3.1, 3.5.3.1, 3.5.3.1, 3.5.3.1,
3.5.3.1,3.5.3.1, 3.5.3.1, 3.5.3.1, 3.54.1, 3.5.4.1, 3.5.4.1, 3.54.1, 3.54.1, 3.54.1, 3.5.4.1,
3.54.1,3.5.4.1,354.1, 3.55.1, 3.5.52, 3.55.3, 3.5.54, 3.55.5, 3.5.5.6, 3.5.5.7, 3.5.5.8,
3.5.5.9,3.5.5.10, 3.5.6.1, 3.5.6.2, 3.5.6.3, 3.5.6.4, 3.5.6.5, 3.5.6.6, 3.5.6.7, 3.5.6.8, 3.5.6.9,
3.5.6.10,3.5.7.1,3.5.7.2,3.5.7.3,3.5.7.4,3.5.7.5,3.5.7.6, 3.5.7.7,3.5.7.8, 3.5.7.9, 3.5.7.10,
3.5.8.1,3.5.8.2,3.5.8.3,3.5.84,3.5.8.5,3.5.8.6, 3.5.8.7, 3.5.8.8, 3.5.8.9, 3.5.8.10, 3.5.9.1,
3.5.9.2, 3,593, 3.59.4, 3595, 3.5.9.6, 3.59.7, 35938, 3.59.9, 3.5.9.10, 3.5.10.1,
3.5.10.2, 3.5.10.3, 3.5.10.4, 3.5.10.5, 3.5.10.6, 3.5.10.7, 3.5.10.8, 3.5.10.9, 3.5.10.10,
3.6.1.1,3.6.1.2,3.6.1.3,3.6.1.4, 3.6.1.5, 3.6.1.6, 3.6.1.7, 3.6.1.8, 3.6.1.9, 3.6.1.10, 3.6.2.1,
3.6.2.2,3.6.2.3,3.6.2.4,3.6.2.5,3.6.2.6, 3.6.2.7, 3.6.2.8, 3.6.2.9, 3.6.2.10, 3.6.3.1, 3.6.3.2,
3.6.3.3,3.6.3.4,3.6.3.5,3.6.3.6, 3.6.3.7, 3.6.3.8, 3.6.3.9, 3.6.3.10, 3.6.4.1, 3.6.4.2, 3.6.4.3,
3.6.4.4,3.64.5,3.64.6,3.6.4.7,3.6.4.8,3.6.4.9, 3.6.4.10, 3.6.5.1, 3.6.5.2, 3.6.5.3, 3.6.5.4,
3.6.5.5,3.6.5.6,3.6.5.7,3.6.5.8, 3.6.5.9, 3.6.5.10, 3.6.6.1, 3.6.6.2, 3.6.6.3, 3.6.6.4, 3.6.6.5,
3.6.6.6,3.6.6.7, 3.6.6.8, 3.6.6.9, 3.6.6.10, 3.6.7.1, 3.6.7.2, 3.6.7.3, 3.6.7.4, 3.6.7.5, 3.6.7.6,
3.6.7.7,3.6.7.8,3.6.7.9, 3.6.7.10, 3.6.8.1, 3.6.8.2, 3.6.8.3, 3.6.8.4, 3.6.8.5, 3.6.8.6, 3.6.8.7,
3.6.8.8,3.6.8.9,3.6.8.10, 3.6.9.1, 3.6.9.2, 3.6.9.3, 3.6.9.4, 3.6.9.5, 3.6.9.6, 3.6.9.7, 3.6.9.8,
3.6.9.9, 3.6.9.10, 3.6.10.1, 3.6.10.2, 3.6.10.3, 3.6.10.4, 3.6.10.5, 3.6.10.6, 3.6.10.7,
3.6.10.8, 3.6.10.9, 3.6.10.10, 3.7.1.1, 3.7.1.2, 3.7.1.3, 3.7.1.4, 3.7.1.5, 3.7.1.6, 3.7.1.7,
3.7.1.8,3.7.1.9, 3.7.1.10, 3.7.2.1, 3.7.2.2, 3.7.2.3, 3.7.2.4, 3.7.2.5, 3.7.2.6, 3.7.2.7, 3.7.2.8,
3.7.2.9,3.7.2.10,3.7.3.1,3.7.3.2,3.7.3.3,3.7.3.4, 3.7.3.5,3.7.3.6, 3.7.3.7, 3.7.3.8, 3.7.3.9,
3.7.3.10,3.7.4.1,3.74.2,3.7.4.3,3.7.4.4,3.7.4.5,3.7.4.6,3.7.4.7,3.7.4.8,3.7.4.9, 3.7.4.10,
3.75.1,3.7.52,3.75.3,3.7.54,3.75.5,3.7.5.6,3.7.5.7,3.7.5.8, 3.7.5.9, 3.7.5.10, 3.7.6.1,
3.76.2,3.7.6.3,3.7.6.4,3.7.6.5,3.7.6.6, 3.7.6.7, 3.7.6.8, 3.7.6.9, 3.7.6.10, 3.7.7.1, 3.7.7.2,
3.7.13,3.7.7.4,3.1.7.5,3.7.7.6,3.7.7.7,3.7.78, 3.7.7.9, 3.7.7.10, 3.7.8.1, 3.7.8.2, 3.7.8.3,
3.7.8.4,3.7.8.5,3.7.8.6,3.7.8.7,3.7.8.8, 3.7.8.9, 3.7.8.10, 3.7.9.1, 3.7.9.2, 3.7.9.3, 3.7.9.4,
3.7.95, 3.7.9.6, 3.7.9.7, 3.7.9.8, 3.7.9.9, 3.7.9.10, 3.7.10.1, 3.7.10.2, 3.7.10.3, 3.7.10.4,
3.7.10.5, 3.7.10.6, 3.7.10.7, 3.7.10.8, 3.7.10.9, 3.7.10.10, 3.8.1.1, 3.8.1.2, 3.8.1.3, 3.8.1.4,
3.8.1.5,3.8.1.6,3.8.1.7,3.8.1.8,3.8.1.9, 3.8.1.10, 3.8.2.1, 3.8.2.2, 3.8.2.3, 3.8.2.4, 3.8.2.5,
3.8.2.6,3.8.2.7,3.8.2.8,3.8.2.9,3.8.2.10, 3.8.3.1, 3.8.3.2, 3.8.3.3, 3.8.3.4, 3.8.3.5, 3.8.3.6,
3.8.3.7,3.8.3.8,3.8.3.9,3.8.3.10,3.8.4.1,3.84.2,3.84.3,3.84.4,3.845,3.84.6,3.84.7,
3.8438,3.8.49,3.84.10,3.8.5.1,3.8.5.2,3.8.5.3,3.8.5.4, 3.8.5.5, 3.8.5.6, 3.8.5.7, 3.8.5.8,
3.8.5.9,3.8.5.10, 3.8.6.1, 3.8.6.2, 3.8.6.3, 3.8.6.4, 3.8.6.5, 3.8.6.6, 3.8.6.7, 3.8.6.8, 3.8.6.9,
3.8.6.10,3.8.7.1,3.8.7.2,3.8.7.3,3.8.7.4,3.8.7.5,3.8.7.6, 3.8.7.7, 3.8.7.8, 3.8.7.9, 3.8.7.10,



56

3.8.8.1,3.8.8.2,3.8.8.3,3.8.8.4,3.8.8.5, 3.8.8.6, 3.8.8.7, 3.8.8.8, 3.8.8.9, 3.8.8.10, 3.8.9.1,
3.89.2, 3.89.3, 3894, 3895, 3.89.6, 3.89.7, 3.89.8, 3.8.9.9, 3.8.9.10, 3.8.10.1,
3.8.10.2, 3.8.10.3, 3.8.10.4, 3.8.10.5, 3.8.10.6, 3.8.10.7, 3.8.10.8, 3.8.10.9, 3.8.10.10,
39.1.1,39.1.2,39.1.3,3.9.14, 3.9.1.5, 3.9.1.6, 3.9.1.7, 3.9.1.8, 3.9.1.9, 3.9.1.10, 3.9.2.1,
3.9.22,39.23,3924,39.25,3.9.2.6,3.9.2.7,3.9.2.8,3.9.2.9, 3.9.2.10, 3.9.3.1, 3.9.3.2,
3.9.3.3,3.93.4,393.5,3.9.3.6,3.9.3.7,3.9.38, 3.9.3.9, 3.9.3.10, 3.9.4.1, 3.9.4.2, 3.94.3,
3.9.44,39.4.5,394.6,394.7,3.9.48,3.9.4.9,3.9.4.10,3.9.5.1,3.9.52,3.9.5.3, 3.9.5.4,
3.9.5.5,3.9.5.6,3.9.5.7,3.9.5.8,3.9.59,3.9.5.10, 3.9.6.1, 3.9.6.2, 3.9.6.3, 3.9.6.4, 3.9.6.5,
3.9.6.6,3.9.6.7,3.9.6.8,3.9.6.9, 3.9.6.10, 3.9.7.1, 3.9.7.2, 3.9.7.3, 3.9.7.4, 3.9.7.5, 3.9.7.6,
3.9.7.7,3.9.7.8,39.7.9,3.9.7.10, 3.9.8.1, 3.9.8.2, 3.9.8.3, 3.9.8.4, 3.9.8.5, 3.9.8.6, 3.9.8.7,
3.9.8.8,3.9.8.9,3.9.8.10,3.9.9.1, 3.9.9.2,3.9.9.3,3.9.9.4, 3.99.5, 3.9.9.6, 3.9.9.7, 3.9.9.8,
3.9.99, 3.99.10. 3.9.10.1, 3.9.10.2, 3.9.10.3, 3.9.10.4, 3.9.10.5, 3.9.10.6, 3.9.10.7,
3.9.10.8, 3.9.10.9, 3.9.10.10, 3.10.1.1, 3.10.1.2, 3.10.1.3, 3.10.1.4, 3.10.1.5, 3.10.1.6,
3.10.1.7, 3.10.1.8, 3.10.1.9, 3.10.1.10, 3.10.2.1, 3.10.2.2, 3.10.2.3, 3.10.2.4, 3.10.2.5,
3.10.2.6, 3.10.2.7, 3.10.2.8, 3.10.2.9, 3.10.2.10, 3.10.3.1, 3.10.3.2, 3.10.3.3, 3.10.3.4,
3.10.3.5, 3.10.3.6, 3.10.3.7, 3.10.3.8, 3.10.3.9, 3.10.3.10, 3.10.4.1, 3.10.4.2, 3.10.4.3,
3.10.4.4, 3.104.5, 3.104.6, 3.104.7, 3.10.4.8, 3.10.4.9, 3.10.4.10, 3.10.5.1, 3.10.5.2,
3.10.5.3, 3.10.5.4, 3.10.5.5, 3.10.5.6, 3.10.5.7, 3.10.5.8, 3.10.5.9, 3.10.5.10, 3.10.6.1,
3.10.6.2, 3.10.6.3, 3.10.6.4, 3.10.6.5, 3.10.6.6, 3.10.6.7, 3.10.6.8, 3.10.6.9, 3.10.6.10,
3.10.7.1, 3.10.7.2, 3.10.7.3, 3.10.7.4, 3.10.7.5, 3.10.7.6, 3.10.7.7, 3.10.7.8, 3.10.7.9,
3.10.7.10, 3.10.8.1, 3.10.8.2, 3.10.8.3, 3.10.8.4, 3.10.8.5, 3.10.8.6, 3.10.8.7, 3.10.8.8,
3.10.8.9, 3.10.8.10, 3.10.9.1, 3.10.9.2, 3.10.9.3, 3.10.9.4, 3.10.9.5, 3.10.9.6, 3.10.9.7,
3.10.9.8, 3.10.9.9, 3.10.9.10, 3.10.10.1, 3.10.10.2, 3.10.10.3, 3.10.10.4, 3.10.10.5,
3.10.10.6, 3.10.10.7, 3.10.10.8, 3.10.10.9, 3.10.10.10, 4.1.1.1, 4.1.1.2, 4.1.1.3, 4.1.14,
4.1.15,4.1.1.6,4.1.1.7,4.1.1.8,4.1.1.9, 4.1.1.10, 4.1.2.1, 4.1.2.2, 4.1.2.3, 4.1.2.4, 4.1.2.5,
4.1.2.6,4.1.2.7,4.1.2.8,4.1.2.9,4.1.2.10, 4.1.3.1, 4.1.3.2, 4.1.3.3, 4.1.3.4, 4.1.3.5, 4.1.3.6,
4.13.7,4.1.3.8,4.1.3.9,4.1.3.10,4.1.4.1,4.1.42,4.1.43,4.1.44,4145,4.14.6,4.1.4.7,
4.14.8,4.149,4.14.10,4.1.5.1,4.1.52,4.1.53,4.1.5.4,4.1.5.5,4.1.5.6, 4.1.5.7, 4.1.5.8,
4.1.5.9, 4.1.5.10, 4.1.6.1,4.1.6.2, 4.1.6.3, 4.1.6.4, 4.1.6.5, 4.1.6.6, 4.1.6.7, 4.1.6.8, 4.1.6.9,
4.1.6.10,4.1.7.1,4.1.7.2,4.1.7.3,4.1.7.4,4.1.7.5,4.1.7.6, 4.1.7.7,4.1.7.8, 4.1.7.9, 4.1.7.10,
4.18.1,4.1.82,4.1.83,4.1.84,4.1.8.5,4.1.8.6,4.1.8.7, 4.1.8.8, 4.1.8.9, 4.1.8.10, 4.1.9.1,
4.19.2, 4193, 4194, 4195, 41.9.6, 4.1.9.7, 4198, 4.1.9.9, 4.1.9.10, 4.1.10.1,
4.1.10.2, 4.1.103, 4.1.10.4, 4.1.10.5, 4.1.10.6, 4.1.10.7, 4.1.10.8, 4.1.10.9, 4.1.10.10,
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42.1.1,42.12,42.13,42.1.4,42.1.5,4.2.1.6,4.2.1.7,42.1.8,42.1.9,4.2.1.10, 4.2.2.1,
4222,4223,4224,42.25,4226,422.7,42.2.8,42.29,422.10,4.2.3.1,4.23.2,
4233,4234,4235,423.6,4.23.7,42.3.8,42.3.9,42.3.10,4.24.1,42.42,42.4.3,
4244,4245,4246,424.7,4248,4249,424.10,4.2.5.1,42.52,4253,4.2.5.4,
42.55,4256,425.7,4258,4259,42.5.10,42.6.1,42.6.2,42.6.3,42.6.4,4.2.6.5,
42.6.6,4.2.67,42.68,42.6.9,42.6.10,42.7.1,42.72,42.7.3,4.2.7.4,4.2.7.5,4.2.7.6,
4.27.7,4.2.78,42.709,42.7.10,4.2.8.1,42.82,42.83,42.84,42.85,428.6,4.2.8.7,
42.8.8,42.89,428.10,4.29.1,42.92,4293,4294,4295,4296,4.29.7, 4298,
4299, 429.10, 42.10.1, 42.10.2, 4.2.10.3, 4.2.10.4, 4.2.10.5, 4.2.10.6, 4.2.10.7,
4.2.10.8, 4.2.10.9. 42.10.10, 4.3.1.1, 4.3.1.2, 4.3.1.3, 43.1.4, 4.3.1.5, 4.3.1.6, 43.1.7,
43.1.8,43.1.9,43.1.10,4.3.2.1,43.2.2,43.23,43.24,43.2.5,432.6,4327,43.28,
43.29,43.2.10,4.3.3.1,43.3.2,4.3.3.3,43.3.4,433.5,43.3.6,4.3.3.7,4.3.3.8,4.3.3.9,
4.3.3.10,4.3.4.1,43.4.2,43.43,43.44,434.5,43.46,43.4.7,43.4.8,43.4.9,4.3.4.10,
4.3.5.1,43.52,4353,43.54,435.5,43.56,4.3.5.7,43.5.8,4.3.5.9, 43.5.10, 4.3.6.1,
43.6.2,4.3.6.3,43.64,43.6.5,4.3.6.6,43.6.7,4.3.6.8,43.6.9,4.3.6.10,4.3.7.1,43.7.2,
4.3.73,43.74,43.75,43.7.6,4.3.7.7,43.78,4.3.7.9,4.3.7.10,4.3.8.1, 43.8.2, 43.8.3,
43.8.4,43.85,43.8.6,4.3.8.7,43.8.8,4.3.89,4.3.8.10,4.3.9.1,43.9.2,43.9.3, 4.3.94,
43.9.5, 43.9.6, 4.3.9.7; 4.3.9.8, 43.9.9, 43.9.10, 4.3.10.1, 4.3.10.2, 4.3.10.3, 4.3.10.4,
4.3.10.5, 4.3.10.6, 4.3.10.7, 4.3.10.8, 4.3.10.9, 4.3.10.10, 4.4.1.1, 4.4.1.2, 4.4.1.3, 4.4.1 4,
44.15,44.16,44.1.7,44.1.8,4.4.19,4.4.1.10,4.4.2.1,442.2,4423,44.2.4,4425,
442.6,442.7,4428,44.29,442.10,44.3.1,443.2,4433,443.4,443.5, 4436,
4437,4438,4439,443.10,44.4.1,4442,4443,4444 4445,4446,4.44.7,
4448,4449,444.10,44.5.1,445.2,44.53,44.54,44.5.5,44.5.6,44.57,4.4528,
4.4.5.9,4.4.5.10,4.4.6.1,44.6.2,4.4.63,4.4.6.4,44.6.5,44.6.6,44.6.7,4.4.6.8,4.4.6.9,
4.4.6.10,4.4.7.1,44.72,44.73,44.74,44.7.5,44.7.6,44.7.7,4.4.7.8,4.4.7.9,4.4.7.10,
4.4.8.1,4482,4483,44.84,4485,4486,448.7,44.88,44.89,4.48.10,4.4.9.1,
4492, 4493, 4494, 4495, 4496, 449.7, 4498, 4499, 449.10, 44.10.1,
4.4.10.2, 4.4.10.3, 4.4.10.4, 4.4.10.5, 4.4.10.6, 4.4.10.7, 4.4.10.8, 4.4.10.9, 4.4.10.10,
4.5.1.1,45.1.2,45.1.3,45.1.4,4.5.1.5,4.5.1.6,4.5.1.7,4.5.1.8,4.5.1.9, 4.5.1.10, 4.5.2.1,
4.5.22,45.2.3,452.4,45.2.5,45.2.6,4.52.7,452.8,4.5.2.9,4.5.2.10,4.53.1,4.53.2,
4.53.3,4.534,453.5,453.6,4.53.7,453.8,453.9,4.53.10,4.54.1,4.54.2,4.543,
4.5.44,4.545,454.6,454.7,454.8,4.549,45.4.10,45.5.1,4.55.2,4.55.3, 4.5.5.4,
4.55.5,45.56,455.7,45.58,4.5.59, 4.5.5.10.45.6.1,4.5.6.2,4.5.6.3,4.5.6.4,4.5.6.5,
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4.5.6.6,4.5.6.7,4.5.6.8,4.5.6.9,4.5.6.10,4.57.1,4.5.7.2,4.5.7.3,4.5.7.4,4.5.7.5,4.5.7.6,
4.5.7.7,4.5.78,45.79,4.5.7.10, 4.58.1, 4582, 4.58.3, 4.5.84, 4.5.8.5,4.5.8.6,4.58.7,
4.5.8.8,4.5.8.9,458.10,4.59.1,459.2,4593,4594,4.595,4.5.9.6,4.59.7,4.5.9.8,
4.59.9, 4.59.10. 4.5.10.1, 4.5.10.2, 4.5.10.3, 4.5.10.4, 4.5.10.5, 4.5.10.6, 4.5.10.7,
4.5.10.8, 4.5.10.9, 4.5.10.10, 4.6.1.1, 4.6.1.2, 4.6.1.3, 4.6.1.4, 4.6.1.5, 4.6.1.6, 4.6.1.7,
4.6.1.8,4.6.1.9,4.6.1.10,4.6.2.1,4.6.2.2,4.62.3,4.6.2.4,4.62.5,4.6.2.6,4.62.7,4.62.8,
4.6.2.9,4.6.2.10,4.6.3.1,4.6.3.2,4.6.3.3,4.6.3.4,4.6.3.5,4.6.3.6, 4.6.3.7, 4.6.3.8, 4.6.3.9,
4.6.3.10,4.6.4.1,4.6.42,4.6.43,4.6.44,4.6.4.5,4.6.4.6,4.6.4.7,4.6.4.8,4.64.9,4.6.4.10,
4.6.5.1,4.6.52,46.5.3,4.6.54,4.655,4.6.5.6,4.65.7,4.6.5.8,4.6.5.9,4.6.5.10, 4.6.6.1,
4.6.6.2,4.6.6.3,4.6.64,4.6.6.5,4.6.6.6,4.6.6.7,4.6.6.8,4.6.6.9, 4.6.6.10, 4.6.7.1, 4.6.7.2,
4.6.7.3,4.6.74,4.6.7.5,4.6.7.6,4.6.7.7,4.6.7.8, 4.6.7.9, 4.6.7.10, 4.6.8.1, 4.6.8.2, 4.6.8.3,
4.6.8.4,4.6.8.5,4.6.8.6,4.6.8.7,4.6.8.8,4.6.8.9,4.6.8.10, 4.6.9.1, 4.6.9.2, 4.6.9.3, 4.6.9.4,
4.6.9.5, 4.6.9.6, 4.6.9.7, 4.6.9.8, 4.6.9.9, 4.6.9.10, 4.6.10.1, 4.6.10.2, 4.6.10.3, 4.6.10.4,
4.6.10.5, 4.6.10.6, 4.6.10.7, 4.6.10.8, 4.6.10.9, 4.6.10.10, 4.7.1.1, 4.7.1.2, 4.7.1.3, 4.7.1.4,
4.7.1.5,4.7.1.6,4.7.1.7,4.7.1.8,4.7.1.9, 4.7.1.10, 4.7.2.1, 4.7.2.2, 47.2.3, 4.7.2.4, 4.7.2.5,
4.72.6,4.72.7,472.8,47.2.9,472.10,4.73.1,4.732,4.73.3,4.73.4, 4.7.3.5, 4.7.3.6,
4.73.7,473.8,473.9,47.3.10,4.7.4.1,4.7.42,4.743,4.7.4.4, 4745, 4.7.46,4.74.7,
474.8,4.74.9,474.10,4.75.1,4.7.5.2,47.53,4.7.5.4,4.7.5.5,4.7.5.6, 4.7.5.7, 4.7.5.8,
4.7.5.9,4.7.5.10,4.7.6.1,4.7.6.2,4.7.6.3,4.7.6.4, 47.6.5, 4.7.6.6, 4.7.6.7, 4.7.6.8,4.7.6.9,
4.7.6.10,4.7.7.1,4.7.7.2,4.7.7.3,4.7.7.4,4.7.1.5,4.1.7.6,4.71.7.7,4.7.7.8, 4.7.7.9, 4.7.7.10,
4.78.1,4.7.8.2,47.8.3,4.7.84,4.78.5,4.78.6,4.7.8.7,4.7.8.8,4.7.8.9, 4.7.8.10, 4.7.9.1,
4.79.2, 4793, 4794, 4795, 4796, 4.79.7, v4.7.9.8, 4.7.9.9, 4.7.9.10, 4.7.10.1,
4.7.102, 4.7.103, 4.7.104, 4.7.10.5, 4.7.10.6, 4.7.10.7, 4.7.10.8, 4.7.10.9, 4.7.10.10,
4.8.1.1,4.8.1.2,4.8.1.3,4.8.1.4,4.8.1.5,4.8.1.6,4.8.1.7, 4.8.1.8, 4.8.1.9, 4.8.1.10, 4.8.2.1,
482.2,4.823,4824,4825,482.6,4.82.7,4.82.8,4.829,4.8.2.10,4.83.1, 4.83.2,
4833,4834,483.5,483.6,4.83.7,4.8.3.8,4.83.9,4.8.3.10,4.8.4.1,4.8.4.2, 4.8.4.3,
4.84.4,4845,4846,484.7,48.4.8,4.84.9,4.84.10,485.1,4.8.5.2,4.8.5.3,4.8.5.4,
4.8.5.5,4.8.5.6,4.8.5.7,4.8.5.8,4.8.5.9,4.8.5.10, 4.8.6.1, 4.8.6.2, 4.8.6.3, 4.8.6.4, 4.8.6.5,
4.8.6.6,4.8.6.7,4.8.6.8,4.8.6.9, 4.8.6.10, 4.8.7.1, 4.8.7.2, 4.8.7.3, 4.8.7.4, 4.8.7.5, 4.8.7.6,
4.8.7.7,4.8.7.8,4.8.7.9,4.8.7.10,4.8.8.1,4.8.8.2,4.8.83,4.8.8.4, 4885, 4.8.8.6,48.8.7,
4.8.8.8,4.8.8.9,4.88.10,4.8.9.1,4.8.9.2,4.893,4.894,4.89.5,4.89.6,489.7,489.8,
4.8.9.9, 4.8.9.10, 48.10.1, 4.8.10.2, 4.8.10.3, 4.8.10.4, 4.8.10.5, 4.8.10.6, 4.8.10.7,
4.8.10.8, 4.8.10.9. 4.8.10.10, 49.1.1, 49.1.2, 49.1.3, 49.1.4, 49.1.5, 49.1.6, 49.1.7,
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4.9.1.8,4.9.1.9,4.9.1.10,4.9.2.1,4.9.2.2,49.2.3,49.2.4,49.2.5,4.9.2.6,4.9.2.7, 49.2.8,
4.9.2.9,492.10,493.1,4.93.2,493.3,4.9.3.4,4.9.3.5,49.3.6,4.93.7,4.93.8, 49.3.9,
4.9.3.10,4.9.4.1.49.42,49.43,49.44,494.5,4.9.4.6,494.7,49.4.8,49.4.9,4.9.4.10,
4.9.5.1,4952,4953,49.54,49.55,4.9.5.6,4.9.5.7,4.9.5.8,4.9.5.9, 4.9.5.10, 4.9.6.1,
4.9.6.2,4.9.63,49.6.4,49.6.5,4.9.6.6,4.9.6.7, 4.9.6.8, 4.9.6.9, 4.9.6.10, 49.7.1, 4.9.7.2,
4.9.7.3,49.74,49.75,4.9.7.6,49.7.7,4.9.7.8, 49.7.9, 49.7.10, 4.9.8.1, 49.8.2, 4.9.8.3,
4.9.8.4,49.8.5,498.6,4.9.8.7,49.8.38,4.9.8.9,4.9.8.10,4.9.9.1,4.99.2, 4993, 4994,
4.9.9.5, 49.9.6, 49.9.7, 49.9.8, 4.9.9.9, 4.9.9.10, 4.9.10.1, 4.9.10.2, 4.9.10.3, 4.9.10.4,
4.9.10.5, 49.10.6, 4.9.10.7, 4.9.10.8, 4.9.10.9, 4.9.10.10, 4.10.1.1, 4.10.1.2, 4.10.1.3,
4.10.1.4, 4.10.1.5, 4.10.1.6, 4.10.1.7, 4.10.1.8, 4.10.1.9, 4.10.1.10, 4.10.2.1, 4.10.2.2,
4.10.2.3, 4.10.2.4, 4.10.2.5, 4.10.2.6, 4.10.2.7, 4.10.2.8, 4.10.2.9, 4.10.2.10, 4.10.3.1,
4.10.3.2, 4.10.3.3, 4.10.3.4, 4.10.3.5, 4.10.3.6, 4.10.3.7, 4.10.3.8, 4.10.3.9, 4.10.3.10,
4.104.1, 41042, 41043, 4.10.4.4, 4.104.5, 4.10.4.6, 4.10.4.7, 4.10.4.8, 4.10.4.9,
4.10.4.10, 4.10.5.1, 4.10.5.2, 4.10.5.3, 4.10.5.4, 4.10.5.5, 4.10.5.6, 4.10.5.7, 4.10.5.8,
4.10.5.9, 4.10.5.10, 4.10.6.1, 4.10.6.2, 4.10.6.3, 4.10.6.4, 4.10.6.5, 4.10.6.6, 4.10.6.7,
4.10.6.8, 4.10.6.9, 4.10.6.10, 4.10.7.1, 4.10.7.2, 4.10.7.3, 4.10.7.4, 4.10.7.5, 4.10.7.6,
4.10.7.7, 4.10.7.8, 4.10.7.9, 4.10.7.10, 4.10.8.1, 4.10.8.2, 4.10.8.3, 4.10.8.4, 4.10.8.5,
4.10.8.6, 4.10.8.7, 4.10.8.8, 4.10.8.9, 4.10.8.10, 4.10.9.1, 4.10.9.2, 4.10.9.3, 4.10.9.4,
4.10.9.5, 4.10.9.6, 4.10.9.7, 4.10.9.8, 4.10.9.9, 4.10.9.10, 4.10.10.1, 4.10.10.2, 4.10.10.3,
4.10.10.4, 4.10.10.5, 4.10.10.6, 4.10.10.7, 4.10.10.8, 4.10.10.9, 4.10.10.10, 5.1.1.1, 5.1.1.2,
5.1.13,5.1.1.4,5.1.1.5,5.1.1.6,5.1.1.7, 5.1.1.8, 5.1.1.9, 5.1.1.10, 5.1.2.1, 5.1.2.2, 5.1.2.3,
5124,5125,51.26,5127,5.1.2.8,5.1.2.9, 5.1.2.10, 5.1.3.1, 5.1.3.2, 5.1.3.3, 5.1.3.4,
5.1.3.5,5.1.3.6,5.1.3.7,5.1.3.8,5.1.3.9, 5.1.3.10, 5.1.4.1, 5.1.4.2, 5.1.4.3, 5.1.4.4, 5.1.4.5,
5.1.4.6,5.14.7,5.1.4.8,5.1.49,5.1.4.10, 5.1.5.1, 5.1.5.2, 5.1.5.3, 5.1.5.4, 5.1.5.5, 5.1.5.6,
5.15.7,5.1.58,5.1.59,5.1.5.10,5.1.6.1, 5.1.6.2, 5.1.6.3, 5.1.6.4, 5.1.6.5, 5.1.6.6, 5.1.6.7,
5.1.638,51.69,5.1.6.10,51.7.1,5.1.7.2,5.1.7.3, 5.1.7.4, 5.1.7.5, 5.1.7.6, 5.1.7.7, 5.1.7.8,
5.1.7.9,5.1.7.10, 5.1.8.1, 5.1.8.2, 5.1.8.3, 5.1.8.4, 5.1.8.5, 5.1.8.6, 5.1.8.7, 5.1.8.8, 5.1.8.9,
5.1.8.10,5.1.9.1,5.1.9.2,5.1.9.3,5.1.9.4,5.1.9.5, 5.1.9.6, 5.1.9.7, 5.1.9.8, 5.1.9.9, 5.1.9.10,
5.1.10.1, 5.1.10.2, 5.1.10.3, 5.1.10.4, 5.1.10.5, 5.1.10.6, 5.1.10.7, 5.1.10.8, 5.1.10.9,
5.1.10.10, 5.2.1.1, 5.2.1.2, 5.2.1.3, 5.2.1.4, 5.2.1.5, 5.2.1.6, 52.1.7, 52.1.8, 5.2.1.9,
5.2.1.10,52.2.1,52.2.2,522.3,52.2.4,52.2.5,52.2.6,52.2.7,5.2.2.8,5.2.2.9, 5.2.2.10,
5.23.1,5232,5233,52.34,5235,523.6,52.3.7,52.3.8,523.9,52.3.10, 5.2.4.1,
:5.2.4.2, 5.243,5244,524.5,52.4.6,52.4.7, 5.2.48,5249,524.10,525.1,52.5.2,
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5.25.3,5.254,52.55,52.5.6,52.5.7,52.5.8,52.5.9,5.2.5.10, 5.2.6.1, 5.2.6.2, 5.2.6.3,
52.64,5.2.6.5,52.6.6,52.6.7,52.6.8,52.6.9,5.2.6.10, 5.2.7.1,5.2.7.2, 52.7.3, 5.2.7.4,
52.75,52.76,52.7.7,52.78,52.7.9,5.2.7.10, 5.2.8.1, 5.2.8.2, 5.2.8.3, 5.2.8.4, 5.2.8.5,
52.86,52.8.7,52.88,5289,528.10,5.29.1,5292,529.3,5.2.94, 5295, 52.9.6,
5.2.9.7,529.8,52909,52.9.10, 5.2.10.1, 5.2.10.2, 5.2.10.3, 5.2.10.4, 5.2.10.5, 5.2.10.6,
5.2.10.7, 5.2.10.8, 5.2.10.9, 5.2.10.10, 5.3.1.1, 5.3.1.2, 5.3.1.3, 5.3.1.4, 5.3.1.5, 5.3.1.6,
53.1.7,5.3.1.8,5.3.1.9, 5.3.1.10, 5.3.2.1, 5.3.2.2, 5.3.2.3, 5.3.2.4, 5.3.2.5, 5.3.2.6, 5.3.2.7,
5.3.2.8,532.9,53.2.10,53.3.1,53.3.2,5.3.3.3,5.3.34, 53.3.5, 5.3.3.6, 5.3.3.7, 5.3.3.8,
5.3.3.9,53.3.10.5.3.4.1,5.3.42,53.43,53.44,53.4.5,53.4.6,534.7,53.4.8, 53.4.9,
5.3.4.10,5.3.5.1,5.3.52,5.3.5.3,5.3.5.4,5.3.5.5,5.3.5.6,5.3.5.7,5.3.5.8, 5.3.5.9, 5.3.5.10,
53.6.1,53.6.2,53.6.3,5.3.6.4,53.6.5,5.3.6.6,5.3.6.7,53.6.8, 5.3.6.9, 5.3.6.10, 5.3.7.1,
53.72,53.7.3,53.74,5.3.7.5,53.7.6, 5.3.7.7, 5.3.7.8, 5.3.7.9, 5.3.7.10, 5.3.8.1, 5.3.8.2,
5.3.8.3, 5>.3.8.4, 5.3.85,53.8.6,53.8.7,5.3.8.8,5.3.8.9, 5.3.8.10, 5.3.9.1, 5.3.9.2, 5.3.9.3,
53.94, 5395, 53.9.6, 53.9.7, 53.9.8, 53.9.9, 5.3.9.10, 5.3.10.1, 5.3.10.2, 5.3.10.3,
5.3.10.4, 5.3.10.5, 5.3.10.6, 5.3.10.7, 5.3.10.8, 5.3.10.9, 5.3.10.10, 5.4.1.1, 5.4.1.2, 5.4.1.3,
54.14,54.1.5,54.16,54.1.7,54.1.8,54.1.9, 5.4.1.10, 5.4.2.1, 5.4.2.2, 5.4.2.3, 5.4.2.4,
5425,542.6,542.7,5428,5429,542.10,543.1,5432,54.33,543.4,5435,
5.4.3.6,543.7,5438,5439,543.10,54.4.1,54.4.2,54.43,5.4.44,544.5,54.4.6,
5.44.7,54.4.8,54.49,544.10,54.5.1,54.52,5453,5454,5.4.5.5,545.6,545.7,
5.4.58,545.9,545.10,54.6.1,54.6.2,54.6.3,54.6.4,5.4.6.5,5.4.6.6,54.6.7, 5.4.6.8,
54.69,54.6.10,54.7.1,54.7.2,54.7.3,54.74,54.75,54.1.6, 54.7.7,5.4.7.8, 5.4.7.9,
5.4.7.10,5.4.8.1,54.82,54.8.3,54.84,54.8.5,54.8.6,54.8.7,54.88,54.8.9,54.8.10,
549.1,5492,54.93,5494,5495,54.9.6,54.9.7,5.4.9.8,5.4.9.9,5.4.9.10, 5.4.10.1,
54.10.2, 5.4.10.3, 5.4.10.4, 5.4.10.5, 5.4.10.6, 5.4.10.7, 5.4.10.8, 5.4.10.9, 5.4.10.10,
5.5.1.1,5.5.1.2,5.5.1.3,55.1.4,55.1.5,55.1.6, 5.5.1.7, 5.5.1.8, 5.5.1.9, 5.5.1.10, 5.5.2.1,
5522,5523,5524,5525,552.6,552.7,5.5.2.8,5.5.2.9, 5.5.2.10, 5.5.3.1, 5.5.3.2,
5.5.3.3,5.5.3.4,5.5.3.5,553.6,553.7,553.8,5.5.3.9,5.5.3.10, 5.54.1, 5.5.4.2, 5.5.4.3,
554.4,5545,5546,554.7,554.8,5.54.9,5.5.4.10,5.5.5.1, 5.5.52, 5.5.5.3, 5.5.5.4,
5.5.5.5,5.55.6,5.55.7,5.5.5.8,55.5.9, 5.5.5.10, 5.5.6.1, 5.5.6.2, 5.5.6.3, 5.5.6.4, 5.5.6.5,
5.5.6.6,5.5.6.7,5.5.6.8,5.5.6.9, 5.5.6.10, 5.5.7.1, 5.5.7.2, 5.5.7.3, 5.5.7.4, 5.5.7.5, 5.5.7.6,
55.7.7,55.7.8,5.5.7.9,55.7.10, 5.5.8.1, 5.5.8.2, 5.5.8.3, 5.5.8.4, 5.5.8.5, 5.5.8.6, 5.5.8.7,
5.5.8.8,5.5.8.9,5.58.10,5.59.1, 5.5.9.2,5.5.9.3,5.5.9.4, 55.9.5, 5.5.9.6, 5.5.9.7, 5.5.9.8,
5.59.9, 5.5.9.10, 5.5.10.1, 5.5.10.2, 5.5.10.3, 5.5.10.4, 5.5.10.5, 5.5.10.6, 5.5.10.7,
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5.5.10.8, 5.5.10.9, 5.5.10.10, 5.6.1.1, 5.6.1.2, 5.6.1.3, 5.6.1.4, 5.6.1.5, 5.6.1.6, 5.6.1.7,
5.6.1.8,5.6.1.9, 5.6.1.10, 5.6.2.1, 5.6.2.2, 5.6.2.3, 5.6.2.4, 5.6.2.5, 5.6.2.6, 5.6.2.7, 5.6.2.8,
5.6.2.9,5.6.2.10, 5.6.3.1, 5.6.3.2, 5.6.3.3, 5.6.3.4, 5.6.3.5, 5.6.3.6, 5.6.3.7, 5.6.3.8, 5.6.3.9,
5.6.3.10,5.6.4.1,5.6.4.2,5.6.4.3,5.6.4.4,5.6.4.5,5.6.4.6,56.4.7,5.6.4.8,5.6.4.9,5.6.4.10,
5.6.5.1,5.6.5.2,5.6.5.3,5.6.54,5.6.5.5, 5.6.5.6, 5.6.5.7, 5.6.5.8, 5.6.5.9, 5.6.5.10, 5.6.6.1,
5.6.6.2, 5.6.6.3,5.6.6.4, 5.6.6.5, 5.6.6.6, 5.6.6.7, 5.6.6.8, 5.6.6.9, 5.6.6.10, 5.6.7.1, 5.6.7.2,
5.6.7.3,5.6.7.4,5.6.7.5,5.6.7.6, 5.6.7.7, 5.6.7.8, 5.6.7.9, 5.6.7.10, 5.6.8.1, 5.6.8.2, 5.6.8.3,
5.6.8.4,5.6.8.5,5.6.8.6, 5.6.8.7,5.6.8.8, 5.6.8.9, 5.6.8.10, 5.6.9.1, 5.6.9.2, 5.6.9.3, 5.6.9.4,
5.6.9.5, 5.6.9.6, 5.6.9.7, 5.6.9.8, 5.6.9.9, 5.6.9.10, 5.6.10.1, 5.6.10.2, 5.6.10.3, 5.6.10.4,
5.6.10.5, 5.6.10.6, 5.6.10.7, 5.6.10.8, 5.6.10.9, 5.6.10.10, 5.7.1.1, 5.7.1.2, 5.7.1.3, 5.7.1.4,
5.7.1.5,5.7.1.6,5.7.1.7,5.7.1.8, 5.7.1.9, 5.7.1.10, 5.7.2.1, 5.7.2.2, 5.7.2.3, 5.7.2.4, 5.7.2.5,
5.7.2.6,5.72.7,5.72.8,57.2.9,5.7.2.10, 5.7.3.1, 5.7.3.2, 5.7.3.3, 5.7.3.4, 5.7.3.5, 5.7.3.6,
5.7.3.7,5.7.3.8,5.73.9, 5.7.3.10, 5.7.4.1,5.7.42,5.74.3, 57.4.4, 57.4.5,5.7.4.6, 5.7.4.7,
5.74.8,5.7.49,574.10,5.7.5.1,5.75.2,5.75.3,5.75.4, 5.7.5.5, 5.7.5.6, 5.7.5.7, 5.7.5.8,
5.7.5.9,5.7.5.10, 5.7.6.1, 5.76.2,5.7.6.3,5.7.6.4,5.7.6.5,5.7.6.6, 5.7.6.7, 5.7.6.8, 5.7.6.9,
5.7.6.10,5.7.7.1,5.7.7.2,5.7.7.3,5.7.7.4,5.7.1.5, 5.71.7.6, 5.7.7.7,5.71.7.8, 5.71.1.9, 5.7.7.10,
5.7.8.1,5.7.8.2,5.7.8.3,5.7.8.4,5.7.8.5,5.7.8.6, 5.7.8.7,5.7.8.8, 5.7.8.9, 5.7.8.10, 5.7.9.1,
5792, 5793, 5.79.4, 5795, 5.79.6, 5.7.9.7, 57798, 5.7.9.9, 5.7.9.10, 5.7.10.1,
5.7.10.2, 5.7.10.3, 5.7.10.4, 5.7.10.5, 5.7.10.6, 5.7.10.7, 5.7.10.8, 5.7.10.9, 5.7.10.10,
5.8.1.1, 5.8.1.2, 5:8.1.3, 5.8.1.4,5.8.1.5,5.8.1.6, 5.8.1.7, 5.8.1.8, 5.8.1.9,.5.8.1.10, 5.8.2.1,
5.8.2.2,5.823,58.24,582.5,5.82.6,582.7,582.8,5.82.9, 5.8.2.10, 5.8.3.1, 5.8.3.2,
5.8.3.3,5.8.3.4,5.8.3.5,58.3.6,583.7,5.8.3.8,5.8.3.9,583.10, 5.8.4.1, 5.8.4.2, 5.8.4.3,
5.84.4,584.5,584.6,584.7,5.8.4.8,584.9,584.10,5.8.5.1,5.8.5.2,5.8.5.3,5.8.54,
5.8.5.5,5.8.5.6,5.8.5.7,5.8.5.8, 5.8.5.9, 5.8.5.10, 5.8.6.1, 5.8.6.2, 5.8.6.3, 5.8.6.4, 5.8.6.5,
5.8.6.6, 5.8.6.7, 5.8.6.8, 5.8.6.9, 5.8.6.10, 5.8.7.1, 5.8.7.2, 5.8.7.3, 5.8.7.4, 5.8.7.5, 5.8.7.6,
5.8.7.7,5.8.7.8, 5.8.7.9, 5.8.7.10, 5.8.8.1, 5.8.8.2, 5.8.8.3, 5.8.8.4, 5.8.8.5, 5.8.8.6, 5.8.8.7,
5.8.8.8,5.8.8.9,5.8.8.10, 5.8.9.1, 5.8.9.2, 5.8.9.3, 5.8.9.4, 5.8.9.5, 5.8.9.6, 5.8.9.7, 5.8.9.8,
5.8.9.9, 5.89.10, 5.8.10.1, 5.8.10.2, 5.8.10.3, 5.8.10.4, 5.8.10.5, 5.8.10.6, 5.8.10.7,
5.8.10.8, 5.8.10.9, 5.8.10.10, 5.9.1.1, 5.9.1.2, 5.9.1.3, 5.9.1.4, 59.1.5, 5.9.1.6, 5.9.1.7,
59.1.8,59.19,59.1.10, 59.2.1, 5.9.2.2, 59.2.3,5.9.2.4,59.2.5, 5.9.2.6, 5.9.2.7, 5.9.2.8,
5.9.2.9,592.10,593.1,593.2,593.3,59.34,593.5,59.3.6,59.3.7, 5.9.3.8, 59.3.9,
5.9.3.10,59.4.1,59.4.2,59.4.3,59.4.4,594.5,59.4.6,59.4.7,5.9.4.8,5.9.4.9,5.9.4.10,
-59.5.1,59.52,59.5.3,59.54,59.5.5,59.5.6,59.5.7,59.5.8, 5.9.5.9, 5.9.5.10, 5.9.6.1,
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5.9.6.2,5.9.6.3,5.9.6.4,5.9.6.5, 5.9.6.6, 5.9.6.7, 5.9.6.8, 5.9.6.9, 5.9.6.10, 5.9.7.1, 5.9.7.2,
59.73,59.7.4,59.7.5,59.7.6,59.7.7,5.9.7.8, 5.9.7.9, 59.7.10, 5.9.8.1, 5.9.8.2, 5.9.8.3,
5.9.8.4,59.8.5,59.8.6,59.8.7, 5988, 5.9.8.9, 5.9.8.10, 5.9.9.1, 5.9.9.2, 5.9.9.3, 59.9.4,
5.9.9.5, 59.9.6, 5.9.9.7, 59.9.8, 59.9.9, 59.9.10, 5.9.10.1, 5.9.10.2, 5.9.10.3, 5.9.10.4,
5.9.10.5, 5.9.10.6, 5.9.10.7, 5.9.10.8, 5.9.10.9, 5.9.10.10, 5.10.1.1, 5.10.1.2, 5.10.1.3,
5.10.1.4, 5.10.1.5, 5.10.1.6, 5.10.1.7, 5.10.1.8, 5.10.1.9, 5.10.1.10, 5.10.2.1, 5.10.2.2,
5.10.2.3, 5.10.2.4, 5.10.2.5, 5.10.2.6, 5.10.2.7, 5.10.2.8, 5.10.2.9, 5.10.2.10, 5.10.3.1,
5.10.3.2, 5.10.3.3, 5.10.3.4, 5.10.3.5, 5.10.3.6, 5.10.3.7, 5.10.3.8, 5.10.3.9, 5.10.3.10,
5.10.4.1, 5.10.4.2, 5.10.4.3, 5.10.4.4, 5.10.4.5, 5.10.4.6, 5.10.4.7, 5.10.4.8, 5.10.4.9,
5.10.4.10, 5.10.5.1, 5.10.5.2, 5.10.5.3, 5.10.5.4, 5.10.5.5, 5.10.5.6, 5.10.5.7, 5.10.5.8,
5.10.5.9, 5.10.5.10, 5.10.6.1, 5.10.6.2, 5.10.6.3, 5.10.6.4, 5.10.6.5, 5.10.6.6, 5.10.6.7,
5.10.6.8, 5.10.6.9, 5.10.6.10, 5.10.7.1, 5.10.7.2, 5.10.7.3, 5.10.7.4, 5.10.7.5, 5.10.7.6,
5.10.7.7, 5.10.7.8, 5.10.7.9, 5.10.7.10, 5.10.8.1, 5.10.8.2, 5.10.8.3, 5.10.8.4, 5.10.8.5,
5.10.8.6, 5.10.8.7, 5.10.8.8, 5.10.8.9, 5.10.8.10, 5.10.9.1, 5.10.9.2, 5.10.9.3, 5.10.9.4,
5.10.9.5, 5.10.9.6, 5.10.9.7, 5.10.9.8, 5.10.9.9, 5.>10.9.10, 5.10.10.1, 5.10.10.2, 5.10.10.3,
5.10.10.4, 5.10.10.5, 5.10.10.6, 5.10.10.7, 5.10.10.8, 5.10.10.9, 5.10.10.10, 6.1.1.1, 6.1.1.2,
6.1.1.3,6.1.1.4,6.1.1.5,6.1.1.6, 6.1.1.7, 6.1.1.8, 6.1.1.9, 6.1.1.10, 6.1.2.1, 6.1.2.2, 6.1.2.3,
6.1.2.4,6.1.2.5,6.1.2.6,6.1.2.7,6.1.2.8,6.1.2.9, 6.1.2.10, 6.1.3.1, 6.1.3.2, 6.1.3.3, 6.1.3 .4,
6.1.3.5,6.1.3.6,6.1.3.7,6.1.3.8, 6.1.3.9, 6.1.3.10, 6.1.4.1,6.1.4.2,6.1.4.3,6.1.4.4,6.14.5,
6.1.4.6,6.1.4.7,6.1.4.8, 6.1.4.9, 6.1.4.10, 6.1.5.1, 6.1.5.2, 6.1.5.3, 6.1.5.4, 6.1.5.5, 6.1.5.6,
6.1.5.7,6.1.5.8,6.1.5.9, 6.1.5.10, 6.1.6.1, 6.1.6.2, 6.1.6.3, 6.1.6.4, 6.1.6.5, 6.1.6.6, 6.1.6.7,
6.1.6.8, 6.1.6.9, 6.1.6.10, 6.1.7.1, 6.1.7.2, 6.1.7.3, 6.1.7.4, 6.1.7.5, 6.1.7.6, 6.1.7.7, 6.1.7.8,
6.1.7.9, 6.1.7.10, 6.1.8.1, 6.1.8.2, 6.1.8.3, 6.1.8.4, 6.1.8.5, 6.1.8.6, 6.1.8.7, 6.1.8.8, 6.1.8.9,
6.1.8.10,6.1.9.1,6.1.9.2,6.1.9.3,6.1.9.4,6.1.9.5, 6.1.9.6, 6.1.9.7, 6.1.9.8, 6.1.9.9, 6.1.9.10,
6.1.10.1, 6.1.10.2, 6.1.10.3, 6.1.10.4, 6.1.10.5, 6.1.10.6, 6.1.10.7, 6.1.10.8, 6.1.10.9,
6.1.10.10, 6.2.1.1, 6.2.1.2, 6.2.1.3, 6.2.14, 6.2.1.5, 6.2.1.6, 6.2.1.7, 6.2.1.8, 6.2.1.9,
6.2.1.10,6.2.2.1,6.2.2.2,6.2.2.3,6.2.2.4,6.2.2.5,6.2.2.6,6.2.2.7,6.2.2.8,6.2.2.9, 6.2.2.10,
6.2.3.1,6.2.3.2,6.2.3.3,6.2.34, 6235, 6.2.3.6,6.2.3.7, 6.2.3.8, 6.2.3.9, 6.2.3.10, 6.2.4.1,
6.24.2,6243,6244,6245,624.6,624.7,62438,6249,624.10,6.2.5.1,6.2.52,
6.2.5.3,6.2.5.4,6.2.55,6.2.5.6,6.2.5.7,6.2.5.8, 6259, 62.5.10,6.2.6.1, 6.2.6.2, 6.2.6.3,
6.2.6.4,6.2.6.5, 6.2.6.6, 6.2.6.7, 6.2.6.8, 6.2.6.9, 6.2.6.10, 6.2.7.1, 6.2.7.2, 6.2.7.3, 6.2.7.4,
6.2.7.5,6.2.7.6,6.2.7.7,6.2.7.8, 6.2.7.9, 6.2.7.10, 6.2.8.1, 6.2.8.2, 6.2.8.3, 6.2.8.4, 6.2.8.5,
6.2.8.6,6.2.8.7,6.2.8.8,6.2.8.9,6.2.8.10, 6.2.9.1,6.29.2, 6.2.9.3, 6.2.94, 6.2.9.5, 6.2.9.6,
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6.2.9.7, 6.2.9.8, 6.2.9.9, 6.2.9.10, 6.2.10.1, 6.2.10.2, 6.2.10.3, 6.2.10.4, 6.2.10.5, 6.2.10.6,
6.2.10.7, 6.2.10.8, 6.2.10.9, 6.2.10.10, 6.3.1.1, 6.3.1.2, 6.3.1.3, 6.3.1.4, 6.3.1.5, 6.3.1.6,
6.3.1.7,6.3.1.8, 6.3.1.9, 6.3.1.10, 6.3.2.1, 6.3.2.2, 6.3.2.3, 6.3.2.4, 6.3.2.5, 6.3.2.6, 6.3.2.7,
6.3.2.8,6.3.2.9, 6.3.2.10, 6.3.3.1, 6.3.3.2, 6.3.3.3, 6.3.34, 6.3.3.5, 6.3.3.6, 6.3.3.7, 6.3.3.8,
6.3.3.9, 6.3.3.10, 6.3.4.1, 6.3.4.2, 6.3.4.3, 6.3.4.4, 6.3.4.5, 6.3.4.6, 6.3.4.7, 6.3.4.8, 6.3.4.9,
6.3.4.10,6.3.5.1,6.3.5.2,6.3.5.3,6.3.5.4,6.3.5.5,6.3.5.6,6.3.5.7,6.3.5.8, 6.3.5.9, 6.3.5.10,
6.3.6.1, 6.3.6.2, 6.3.6.3, 6.3.6.4, 6.3.6.5, 6.3.6.6, 6.3.6.7, 6.3.6.8, 6.3.6.9, 6.3.6.10, 6.3.7.1,
6.3.7.2,6.3.7.3, 6.3.7.4, 6.3.7.5, 6.3.7.6, 6.3.7.7, 6.3.7.8, 6.3.7.9, 6.3.7.10, 6.3.8.1, 6.3.8.2,
6.3.8.3, 6.3.8.4, 6.3.8.5, 6.3.8.6, 6.3.8.7, 6.3.8.8, 6.3.8.9, 6.3.8.10, 6.3.9.1, 6.3.9.2, 6.3.9.3,
6.3.9.4, 6.3.9.5, 6.3.9.6, 6.3.9.7, 6.3.9.8, 6.3.9.9, 6.3.9.10, 6.3.10.1, 6.3.10.2, 6.3.10.3,
6.3.10.4, 6.3.10.5. 6.3.10.6, 6.3.10.7, 6.3.10.8, 6.3.10.9, 6.3.10.10, 6.4.1.1, 6.4.1.2, 6.4.1.3,
6.4.14,6.4.15,64.1.6,6.4.1.7,64.1.8, 6.4.1.9, 6.4.1.10, 6.42.1,6.42.2,6.4.2.3, 6.4.2.4,
6.4.2.5,64.2.06,64.2.7,6428,64.209,64.2.10,64.3.1,6432,6433,6434,643.5,
6.4.3.6,6.4.3.7,64.3.8,643.9,643.10, 6.4.4.1,64.42,6443,6444,644.5,6.4.4.6,
6.4.4.7,6.4.4.8,64.49, 64.4.10,6.4.5.1,6.4.52,6.4.53,64.54,64.5.5, 6.4.5.6, 6.4.5.7,
6.4.5.8,6.4.5.9,64.5.10, 6.4.6.1, 6.4.6.2, 6.4.6.3, 6.4.6.4, 6.4.6.5, 6.4.6.6, 6.4.6.7, 6.4.6.8,
6.4.6.9, 6.4.6.10,6.4.7.1,6.4.7.2,6.4.7.3, 6.4.7.4, 6475, 6.4.7.6,6.4.7.7,6.4.7.8, 6.4.7.9,
6.4.7.10,6.4.8.1,6.4.8.2,6.4.8.3,6.4.8.4,6.4.8.5,64.8.6,6.4.8.7,64.88,64.8.9,6.4.8.10,
6.49.1,64.9.2,64.9.3,64.9.4,6.4.95,64.9.6,64.9.7,64.9.8,6.4.9.9, 6.4.9.10, 6.4.10.1,
6.4.10.2, 6.4.10.3, 6.4.10.4, 6.4.10.5, 6.4.10.6, 6.4.10.7, 6.4.10.8, 6.4.10.9, 6.4.10.10,
6.5.1.1, 6.5.1.2, 6.5.1.3, 6.5.1.4, 6.5.1.5, 6.5.1.6, 6.5.1.7, 6.5.1.8, 6.5.1.9, 6.5.1.10, 6.5.2.1,
6.5.2.2,6.5.2.3,6.5.24,65.2.5,6.52.6,6.52.7,6.5.2.8, 6529, 6.5.2.10, 6.53.1, 6.5.3.2,
6.5.3.3,6.5.3.4, 6.53.5, 6.5.3.6, 6.5.3.7, 6.5.3.8, 6.5.3.9, 6.5.3.10, 6.5.4.1, 6.5.4.2, 6.5.4.3,
6.5.4.4,6.5.4.5,6.5.4.6,6.5.4.7, 6.5.4.8, 6.5.4.9, 6.5.4.10, 6.5.5.1, 6.5.5.2, 6.5.5.3, 6.5.5.4,
6.5.5.5,6.5.5.6, 6.5.5.7, 6.5.5.8, 6.5.5.9, 6.5.5.10, 6.5.6.1, 6.5.6.2, 6.5.6.3, 6.5.6.4, 6.5.6.5,
6.5.6.6, 6.5.6.7, 6.5.6.8, 6.5.6.9, 6.5.6.10, 6.5.7.1, 6.5.7.2, 6.5.7.3, 6.5.7.4, 6.5.7.5, 6.5.7.6,
6.5.7.7, 6.5.7.8, 6.5.7.9, 6.5.7.10, 6.5.8.1, 6.5.8.2, 6.5.8.3, 6.5.8.4, 6.5.8.5, 6.5.8.6, 6.5.8.7,
6.5.8.8, 6.5.8.9, 6.5.8.10, 6.5.9.1, 6.5.9.2, 6.5.9.3, 6.5.9.4, 6.5.9.5, 6.5.9.6, 6.5.9.7, 6.5.9.8,
6.5.9.9, 6.5.9.10, 6.5.10.1, 6.5.10.2, 6.5.10.3, 6.5.10.4, 6.5.10.5, 6.5.10.6, 6.5.10.7,
6.5.10.8, 6.5.10.9, 6.5.10.10, 6.6.1.1, 6.6.1.2, 6.6.1.3, 6.6.1.4, 6.6.1.5, 6.6.1.6, 6.6.1.7,
6.6.1.8, 6.6.1.9, 6.6.1.10, 6.6.2.1, 6.6.2.2, 6.6.2.3, 6.6.2.4, 6.6.2.5, 6.6.2.6, 6.6.2.7, 6.6.2.8,
6.6.2.9, 6.6.2.10. 6.6.3.1, 6.6.3.2, 6.6.3.3, 6.6.3.4, 6.6.3.5, 6.6.3.6, 6.6.3.7, 6.6.3.8, 6.6.3.9,
6.6.3.10,6.6.4.1,6.6.4.2,6.6.4.3,6.6.4.4,6.6.4.5, 6.6.4.6,6.6.4.7, 6.6.4.8, 6.6.4.9, 6.6.4.10,
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6.6.5.1, 6.6.5.2, 6.6.5.3, 6.6.5.4, 6.6.5.5, 6.6.5.6, 6.6.5.7, 6.6.5.8, 6.6.5.9, 6.6.5.10, 6.6.6.1,
6.6.6.2, 6.6.6.3, 6.6.6.4, 6.6.6.5, 6.6.6.6, 6.6.6.7, 6.6.6.8, 6.6.6.9, 6.6.6.10, 6.6.7.1, 6.6.7.2,
6.6.7.3, 6.6.7.4. 6.6.7.5, 6.6.7.6, 6.6.7.7, 6.6.7.8, 6.6.7.9, 6.6.7.10, 6.6.8.1, 6.6.8.2, 6.6.8.3,
6.6.8.4, 6.6.8.5, 6.6.8.6, 6.6.8.7, 6.6.8.8, 6.6.8.9, 6.6.8.10, 6.6.9.1, 6.6.9.2, 6.6.9.3, 6.6.9.4,
6.6.9.5, 6.6.9.6. 6.6.9.7, 6.6.9.8, 6.6.9.9, 6.6.9.10, 6.6.10.1, 6.6.10.2, 6.6.10.3, 6.6.10.4,
6.6.10.5, 6.6.10.6, 6.6.10.7, 6.6.10.8, 6.6.10.9, 6.6.10.10, 6.7.1.1, 6.7.1.2, 6.7.1.3, 6.7.1.4,
6.7.1.5,6.7.1.6, 6.7.1.7,6.7.1.8, 6.7.1.9, 6.7.1.10, 6.7.2.1, 6.7.2.2, 6.7.2.3, 6.7.2.4, 6.7.2.5,
6.7.2.6,6.7.2.7,6.7.2.8, 6.7.2.9, 6.7.2.10, 6.7.3.1, 6.7.3.2, 6.7.3.3, 6.7.3.4, 6.7.3.5, 6.7.3.6,
6.7.3.7,6.7.3.8. 6.7.3.9, 6.7.3.10, 6.7.4.1, 6.7.4.2, 6.743, 6.7.4.4, 6.7.4.5, 6.7.4.6, 6.7.4.7,
6.7.4.8,6.7.4.9. 6.74.10, 6.7.5.1, 6.7.5.2, 6.7.5.3, 6.7.5.4, 6.7.5.5, 6.7.5.6, 6.7.5.7, 6.7.5.8,
6.7.5.9, 6.7.5.10. 6.7.6.1, 6.7.6.2, 6.7.6.3, 6.7.6.4, 6.7.6.5, 6.7.6.6, 6.7.6.7, 6.7.6.8, 6.7.6.9,
6.7.6.10,6.7.7.1.6.7.7.2,6.7.7.3,6.7.7.4,6.7.7.5, 6.7.7.6, 6.7.7.7,6.7.7.8, 6.1.7.9, 6.7.7.10,
6.7.8.1,6.7.8.2,6.7.8.3, 6.7.8.4, 6.7.8.5, 6.7.8.6, 6.7.8.7, 6.7.8.8, 6.7.8.9, 6.7.8.10, 6.7.9.1,
6.7.9.2, 6.7.9.3. 6.7.9.4, 6.79.5, 6.7.9.6, 6.7.9.7, 6.7.9.8, 6.7.9.9, 6.7.9.10, 6.7.10.1,
6.7.10.2, 6.7.10.3, 6.7.10.4, 6.7.10.5, 6.7.10.6, 6.7.10.7, 6.7.10.8, 6.7.10.9, 6.7.10.10,
6.8.1.1,6.8.1.2,6.8.1.3,6.8.1.4, 6.8.1.5, 6.8.1.6, 6.8.1.7, 6.8.1.8, 6.8.1.9, 6.8.1.10, 6.8.2.1,
6.8.2.2,6.8.2.3,6.82.4,68.25,6.82.6,6.82.7, 6828, 6.829,6.82.10, 6.8.3.1, 6.8.3.2,
6.8.3.3,6.8.3.4, 6.8.3.5, 6.8.3.6, 6.8.3.7, 6.8.3.8, 6.8.3.9, 6.8.3.10, 6.8.4.1, 6.8.4.2, 6.8.4.3,
6.8.4.4,6.8.4.5, 6.8.4.6,6.8.4.7,6.8.4.8, 6.84.9,6.8.4.10,6.8.5.1, 6.8.5.2, 6.8.5.3, 6.8.5.4,
6.8.5.5, 6.8.5.6, 6.8.5.7, 6.8.5.8, 6.8.5.9, 6.8.5.10, 6.8.6.1, 6.8.6.2, 6.8.6.3, 6.8.6.4, 6.8.6.5,
6.8.6.6, 6.8.6.7, 6.8.6.8, 6.8.6.9, 6.8.6.10, 6.8.7.1, 6.8.7.2, 6.8.7.3, 6.8.7.4, 6.8.7.5, 6.8.7.6,
6.8.7.7, 6.8.7.8, 6.8.7.9, 6.8.7.10, 6.8.8.1, 6.8.8.2, 6.8.8.3, 6.8.8.4, 6.8.8.5, 6.8.8.6, 6.8.8.7,
6.8.8.8, 6.8.8.9, 6.8.8.10, 6.8.9.1, 6.8.9.2, 6.8.9.3, 6.8.9.4, 6.8.9.5, 6.8.9.6, 6.8.9.7, 6.8.9.8,
6.8.9.9, 6.8.9.10, 6.8.10.1, 6.8.10.2, 6.8.10.3, 6.8.10.4, 6.8.10.5, 6.8.10.6, 6.8.10.7,
6.8.10.8, 6.8.10.9, 6.8.10.10, 6.9.1.1, 6.9.1.2, 6.9.1.3, 6.9.1.4, 6.9.1.5, 6.9.1.6, 6.9.1.7,
6.9.1.8, 6.9.1.9, 6.9.1.10, 6.9.2.1, 6.9.2.2, 6.9.2.3,6.9.2.4,6.9.2.5, 6.9.2.6, 6.9.2.7, 6.9.2.8,
6.9.2.9, 6.9.2.10, 6.9.3.1, 6.9.3.2, 6.9.3.3, 6.9.3.4, 6.9.3.5, 6.9.3.6, 6.9.3.7, 6.9.3.8, 6.9.3.9,
6.9.3.10,6.9.4.1.6.9.4.2,6.9.4.3,6.9.4.4,6.9.4.5,6.9.4.6,69.4.7,6.9.4.8,6.9.4.9, 6.9.4.10,
6.9.5.1,6.9.5.2,6.9.5.3,6.9.54,6.9.5.5, 6.9.5.6,6.9.5.7,69.5.8,6.9.5.9, 6.9.5.10, 6.9.6.1,
6.9.6.2, 6.9.6.3, 6.9.6.4, 6.9.6.5, 6.9.6.6, 6.9.6.7, 6.9.6.8, 6.9.6.9, 6.9.6.10, 6.9.7.1, 6.9.7.2,
6.9.7.3,6.9.7.4,6.9.7.5, 6.9.7.6, 6.9.7.7, 6.9.7.8, 6.9.7.9, 6.9.7.10, 6.9.8.1, 6.9.8.2, 6.9.8.3,
6.9.8.4, 6.9.8.5, 6.9.8.6, 6.9.8.7, 6.9.8.8, 6.9.8.9, 6.9.8.10, 6.9.9.1, 6.9.9.2, 6.9.9.3, 6.9.9.4,
6.9.9.5, 6.9.9.6, 6.9.9.7, 6.9.9.8, 6.9.9.9, 6.9.9.10, 6.9.10.1, 6.9.10.2, 6.9.10.3, 6.9.10.4,
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6.9.10.5, 6.9.10.6, 6.9.10.7, 6.9.10.8, 6.9.10.9, 6.9.10.10, 6.10.1.1, 6.10.1.2, 6.10.1.3,
6.10.1.4, 6.10.1.5, 6.10.1.6, 6.10.1.7, 6.10.1.8, 6.10.1.9, 6.10.1.10, 6.10.2.1, 6.10.2.2,
6.10.2.3, 6.10.2.4, 6.10.2.5, 6.10.2.6, 6.10.2.7, 6.10.2.8, 6.10.2.9, 6.10.2.10, 6.10.3.1,
6.10.3.2, 6.10.3.3, 6.10.3.4, 6.10.3.5, 6.10.3.6, 6.10.3.7, 6.10.3.8, 6.10.3.9, 6.10.3.10,
6.10.4.1, 6.104.2, 6.10.4.3, 6.10.4.4, 6.10.4.5, 6.104.6, 6.104.7, 6.104.8, 6.10.4.9,
6.10.4.10, 6.10.5.1, 6.10.5.2, 6.10.5.3, 6.10.5.4, 6.10.5.5, 6.10.5.6, 6.10.5.7, 6.10.5.8,
6.10.5.9, 6.10.5.10, 6.10.6.1, 6.10.6.2, 6.10.6.3, 6.10.6.4, 6.10.6.5, 6.10.6.6, 6.10.6.7,
6.10.6.8, 6.10.6.9, 6.10.6.10, 6.10.7.1, 6.10.7.2, 6.10.7.3, 6.10.7.4, 6.10.7.5, 6.10.7.6,
6.10.7.7, 6.10.7.8, 6.10.7.9, 6.10.7.10, 6.10.8.1, 6.10.8.2, 6.10.8.3, 6.10.8.4, 6.10.8.5,
6.10.8.6, 6.10.8.7, 6.10.8.8, 6.10.8.9, 6.10.8.10, 6.10.9.1, 6.10.9.2, 6.10.9.3, 6.10.9.4,
6.10.9.5, 6.10.9.6, 6.10.9.7, 6.10.9.8, 6.10.9.9, 6.10.9.10, 6.10.10.1, 6.10.10.2, 6.10.10.3,
6.10.10.4, 6.10.10.5, 6.10.10.6, 6.10.10.7, 6.10.10.8, 6.10.10.9, 6.10.10.10, 7.1.1.1, 7.1.1.2,
7.1.1.3,7.1.1.4,7.1.1.5,7.1.1.6, 7.1.1.7, 7.1.1.8, 7.1.1.9, 7.1.1.10, 7.1.2.1, 7.1.2.2, 7.1.2.3,
7.12.4,7.1.25,7.1.2.6,7.12.7,7.12.8,7.1.29,7.1.2.10,7.1.3.1, 7.1.3.2, 7.1.3.3, 7.1.3 4,
7.1.35,7.1.3.6,7.1.3.7,7.1.3.8,7.1.39, 7.1.3.10, 7.1.4.1, 7.1.42,7.1.4.3,7.1.4.4, 7.1.4.5,
7.14.6,7.14.7,7.1.48,7.14.9,7.14.10,7.1.5.1,7.1.52,7.1.53,7.1.5.4,7.1.5.5, 7.1.5.6,
7.1.5.7,7.1.5.8,7.1.5.9, 7.1.5.10, 7.1.6.1, 7.1.6.2, 7.1.6.3, 7.1.6.4, 7.1.6.5, 7.1.6.6, 7.1.6.7,
7.1.6.8,7.1.6.9, 7.1.6.10, 7.1.7.1, 7.1.7.2, 7.1.7.3, 7.1.7.4, 7.1.7.5, 7.1.7.6, 7.1.7.7, 7.1.7.8,
7.1.7.9,7.1.7.10. 7.1.8.1, 7.1.8.2, 7.1.8.3, 7.1.8.4, 7.1.8.5, 7.1.8.6, 7.1.8.7, 7.1.8.8, 7.1.8.9,
7.1.8.10,7.1.9.1,7.19.2,7.1.9.3,7.1.9.4,7.19.5,7.1.9.6,7.1.9.7,7.1.9.8,7.1.9.9, 7.1.9.10,
7.1.10.1, 7.1.10.2, 7.1.10.3, 7.1.10.4, 7.1.10.5, 7.1.10.6, 7.1.10.7, 7.1.10.8, 7.1.10.9,
7.1.10.10, 7.2.1.1, 7.2.1.2, 7.2.1.3, 7.2.14, 7.2.1.5, 7.2.1.6, 7.2.1.7, 7.2.1.8, 7.2.1.9,
7.2.1.10,7.22.1,72.22,72.2.3,722.4,7225,722.6,722.7,7228,72.29,72.2.10,
7.23.1,7.23.2,72.3.3,7.23.4,7.23.5,7.23.6,723.7,7.2.3.8,7.2.3.9,7.2.3.10, 7.2.4.1,
7.242,7243,72.44,7245,724.6,724.7,72.48,7249,7.24.10,725.1,72.5.2,
7.2.5.3,7.2.54,7255,7.25.6,72.5.7,72.5.8,725.9,725.10,7.2.6.1,7.2.6.2,7.2.6.3,
7.2.6.4,7.2.6.5,72.6.6,7.2.6.7,72.6.8,726.9, 726.10,7.2.7.1,72.72,72.7.3,7.2.7.4,
72.75,7.2.76,72.7.7,72.7.8,7.2.79,72.7.10, 7.2.8.1,7.2.8.2,7.2.8.3,72.8.4,728.5,
7.2.8.6,72.8.7,72.8.8,72.8.9,7.2.8.10,7.2.9.1,72.92,7293,72.94,7295,72.9.6,
7.29.7,7.298, 7299, 7.2.9.10, 7.2.10.1, 7.2.10.2, 7.2.10.3, 7.2.10.4, 7.2.10.5, 7.2.10.6,
7.2.10.7, 7.2.10.8, 7.2.10.9, 7.2.10.10, 7.3.1.1, 7.3.1.2, 7.3.1.3, 7.3.1.4, 7.3.1.5, 7.3.1.6,
7.3.1.7,7.3.1.8,73.1.9,7.3.1.10, 7.3.2.1, 7.3.2.2, 7.3.2.3,7.3.2.4,7.3.2.5, 7.3.2.6, 1.3.2.7,
7.3.2.8, 7.3.2.9,7.3.2.10,7.3.3.1, 7.3.3.2,73.3.3,7.334,7.33.5.7.3.3.6,733.7,73.3.8,
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7.3.3.9,7.3.3.10,7.3.4.1,7.3.4.2, 7.3.4.3,7.3.44,73.4.5,73.4.6,73.4.7,73.48,7.34.9,
7.3.4.10,7.3.5.1,7.3.5.2,7.3.53,7.3.54,73.55,7.3.5.6,7.3.5.7,7.3.5.8,7.3.5.9, 7.3.5.10,
7.3.6.1,7.3.6.2,73.6.3,7.3.64,7.3.6.5,7.3.6.6,7.3.6.7,7.3.6.8,7.3.6.9,7.3.6.10, 7.3.7.1,
7.3.72,7.3.73,73.74,73.7.5,73.7.6,7.3.7.7,73.7.8, 7.3.7.9, 7.3.7.10, 7.3.8.1, 7.3.8.2,
7.3.8.3,73.84,73.8.5,73.8.6,738.7,73.8.8,73.8.9, 7.3.8.10, 7.3.9.1, 7.3.9.2, 7.3.9.3,
7.39.4, 7395, 7.3.9.6, 7.3.9.7, 73.9.8, 7.3.9.9, 7.3.9.10, 7.3.10.1, 7.3.10.2, 7.3.10.3,
7.3.10.4,7.3.10.5, 7.3.10.6, 7.3.10.7, 7.3.10.8, 7.3.10.9, 7.3.10.10, 7.4.1.1, 7.4.1.2, 7.4.1.3,
74.14,74.15,74.1.6,74.1.7,74.1.8,7.4.19,74.1.10,7.42.1,7.422,742.3,74.24,
7.4.25,7426,742.7,7428,7429,742.10,743.1,743.2,7433,743.4,743.5,
7.4.3.6,74.3.7,743.8,743.9,743.10,7.44.1,74.42,74.43,744.4,7445,744.6,
7.44.7,74438,7449,744.10,74.5.1,7452,7453,74.54,74.5.5,74.5.6,7.45.7,
7.4.5.8,74.59,745.10,7.4.6.1,7.4.6.2,74.6.3,7.4.64,7.4.6.5,74.6.6,7.4.6.7,74.6.8,
7.4.6.9,7.4.6.10,74.7.1,74.72,74.73,74.7.4,74.75,7.4.7.6,74.7.7,7.4.7.8,7.4.7.9,
7.4.7.10,7.4.8.1,7.48.2,7.4.8.3,7.4.8.4,7.4.8.5,7.4.8.6,7.48.7,7.4.8.8,7.4.8.9,7.4.8.10,
749.1,7.49.2,749.3,7.49.4,749.5,7.49.6,74.9.7,7.498,7.4.9.9,7.49.10,7.4.10.1,
7.4.10.2, 7.4.10.3, 7.4.10.4, 7.4.10.5, 7.4.10.6, 7.4.10.7, 7.4.10.8, 7.4.10.9, 7.4.10.10,
7.5.1.1,75.1.2,7.5.1.3,7.5.14,75.1.5,75.1.6,75.1.7,7.5.1.8, 7.5.1.9, 7.5.1.10, 7.5.2.1,
7.5.22,7523,7524,7525,752.6,7.52.7,75.2.8,752.9,7.5.2.10,7.53.1,7.5.3.2,
7.5.3.3,7.534,753.5,7.53.6,7.53.7,7.5.3.8,75.3.9,7.53.10,7.54.1,7.54.2,7.5.4.3,
7.54.4,7545,754.6,754.7,754.8,7549,7.54.10,7.55.1,7552,75.53,7.5.54,
7.5.5.5,7.5.5.6,7.55.7,7.558,7.5.5.9, 75.5.10,7.5.6.1,7.5.6.2, 7.5.6.3, 7.5.6.4, 7.5.6.5,
7.5.6.6,7.5.6.7,7.5.6.8,7.5.6.9,75.6.10,75.7.1,7.5.72,7.57.3,75.74,7.5.7.5,7.5.7.6,
7.5.7.7,75.78,7.5.79,7.5.7.10,7.5.8.1,7.5.8.2,7.5.83, 7.5.84, 7585, 7.5.8.6, 7.5.8.7,
7.5.8.8,7.5.8.9,7.5.8.10,7.59.1,7.59.2,7.59.3,7.594,759.5,7.59.6,7.5.9.7, 7.5.9.8,
7.5.9.9, 7.5.9.10, 7.5.10.1, 7.5.10.2, 7.5.10.3, 7.5.10.4, 7.5.10.5, 7.5.10.6, 7.5.10.7,
7.5.10.8, 7.5.10.9, 7.5.10.10, 7.6.1.1, 7.6.1.2, 7.6.1.3, 7.6.1.4, 7.6.1.5, 7.6.1.6, 7.6.1.7,
7.6.1.8,7.6.1.9,7.6.1.10,7.6.2.1,7.62.2,7.623,7.6.24,76.2.5,7.62.6,76.2.7,7.62.8,
7.6.2.9,7.6.2.10,7.6.3.1, 7.6.3.2, 7.6.3.3, 7.6.3.4, 7.6.3.5, 7.6.3.6, 7.6.3.7, 7.6.3.8, 7.6.3.9,
7.6.3.10,7.6.4.1,7.6.42,7.6.43,7.6.44,7.64.5,7.6.4.6,7.6.4.7,7.6.4.8,7.6.4.9,7.6.4.10,
7.6.5.1,7.6.52,7.6.5.3,7.6.5.4,7.6.5.5,7.6.5.6,7.6.5.7,7.6.5.8,7.6.5.9, 7.6.5.10, 7.6.6.1,
7.6.6.2,7.6.6.3,7.6.6.4,7.6.6.5, 7.6.6.6, 7.6.6.7, 7.6.6.8, 7.6.6.9, 7.6.6.10, 7.6.7.1, 7.6.7.2,
7.6.7.3,7.6.74,7.6.75,7.6.7.6,7.6.7.7,7.6.78,7.6.7.9, 7.6.7.10, 7.6.8.1, 7.6.8.2, 7.6.8.3,
7.6.8.4,7.6.8.5, 7.6.8.6, 7.6.8.7, 7.6.8.8,7.6.8.9,7.6.8.10, 7.6.9.1,7.6.9.2,7.6.9.3, 7.6.9.4,
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7.6.9.5, 7.6.9.6, 1.6.9.7, 7.6.9.8, 7.6.9.9, 7.6.9.10, 7.6.10.1, 7.6.10.2, 7.6.10.3, 7.6.10.4,
7.6.10.5, 7.6.10.6, 7.6.10.7, 7.6.10.8, 7.6.10.9, 7.6.10.10, 7.7.1.1, 7.7.1.2, 7.7.1.3, 7.7.1 .4,
1.7.1.5,7.7.1.6,7.7.1.7,7.7.1.8,7.7.19, 7.7.1.10, 7.7.2.1, 7.7.2.2, 7.7.2.3, 7.7.2.4, 7.7.2.5,
1717.2.6,7.72.7,7728,7.7.2.9,7.72.10,7.7.3.1,7.73.2,7.73.3,7.7.3.4,7.7.3.5, 7.7.3.6,
7.1.3.7,7.7.3.8,7.73.9,7.73.10, 7.7.4.1, 7.74.2, 7.7.4.3, 7.74.4,7.7.4.5, 7.7.4.6, 71.7.4.7,
7.748,7.7.49,7.74.10,7.75.1,7.75.2,7.753,7.754,7.7.55,7.75.6,7.75.7,7.7.5.8,
7.1.5.9,7.1.5.10. 7.7.6.1, 7.7.6.2, 7.7.6.3, 7.7.6.4, 7.7.6.5, 7.7.6.6, 71.7.6.7, 7.7.6.8, 7.7.6.9,
7.7.6.10,7.7.7.1.7.7.7.2,7.7.7.3,7.17.7.4,7.7.7.5,7.7.7.6,7.1.1.7,7.7.7.8, 7.71.7.9, 7.7.7.10,
7.1.8.1,7.782,7.7.83,7.784,7.7.8.5,7.78.6,7.78.7,7.7.8.8,7.7.8.9,7.7.8.10, 7.7.9.1,
7792, 77793, 7794, 7.79.5, 7.79.6, 7.79.7, 7.79.8, 7799, 7.7.9.10, 7.7.10.1,
7.7.10.2, 7.7.10.3, 7.7.10.4, 7.7.10.5, 7.7.10.6, 7.7.10.7, 7.7.10.8, 7.7.10.9, 7.7.10.10,
7.8.1.1,78.1.2,78.1.3,7.8.1.4,78.1.5,7.8.1.6, 7.8.1.7, 7.8.1.8, 7.8.1.9, 7.8.1.10, 7.8.2.1,
7.8.2.2,78.23,7824,7825,78.2.6,782.7, 7828, 78.29,7.82.10,783.1,7.83.2,
7.8.3.3,7.8.34,783.5,7.8.3.6,7.8.3.7,7.83.8,7.8.3.9, 7.8.3.10, 7.8.4.1, 7.8.4.2, 7.8.4.3,
7.8.4.4,78.45,784.6,6784.7,784.8, 7849, 784.10,785.1,7.85.2,78.53,7854,
7.8.5.5,7.8.5.6,7.8.5.7,7.8.5.8,7.8.5.9, 7.85.10, 7.8.6.1, 7.8.6.2, 7.8.6.3, 7.8.6.4, 7.8.6.5,
7.8.6.6, 7.8.6.7, 7.8.6.8, 7.8.6.9, 7.8.6.10, 7.8.7.1, 7.8.7.2, 7.8.7.3, 7.8.7.4, 7.8.7.5, 7.8.7.6,
7.8.7.7,7.8.7.8,7.8.79,7.8.7.10, 7.8.8.1, 7.8.8.2, 7.8.8.3, 7.8.8.4, 7.8.8.5, 7.8.8.6, 7.8.8.7,
7.8.8.8, 7.8.8.9, 7.8.8.10, 7.8.9.1, 7.8.9.2, 7.8.9.3, 7.8.9.4, 7.8.9.5, 7.8.9.6, 7.8.9.7, 7.8.9.8,
7.8.9.9, 7.89.10, 7.8.10.1, 7.8.10.2, 7.8.10.3, 7.8.10.4, 7.8.10.5, 7.8.10.6, 7.8.10.7,
7.8.10.8, 7.8.10.9, 7.8.10.10, 7.9.1.1, 7.9.1.2, 7.9.1.3, 7.9.1.4, 79.1.5, 79.1.6, 7.9.1.7,
7.9.1.8,79.1.9,79.1.10, 7.9.2.1, 7.9.2.2,7.9.2.3, 7.9.2.4,79.2.5, 7.9.2.6, 7.9.2.7, 7.9.2.8,
79.2.9,79.2.10.79.3.1,79.32,79.3.3,793.4,7.9.3.5,79.3.6,79.3.7,7.9.3.8,7.9.3.9,
7.9.3.10,7.94.1,79.42,7.9.43,79.4.4,794.5,79.4.6,79.4.7,7.9.4.8,7.9.4.9,7.9.4.10,
7.9.5.1,79.52,7953,79.54,79.5.5,79.5.6,795.7,7.9.5.8,7.9.5.9, 7.9.5.10, 7.9.6.1,
7.9.6.2,79.6.3,79.6.4,79.6.5,79.6.6,7.9.6.7,7.9.6.8,7.9.6.9, 7.9.6.10,7.9.7.1, 7.9.7.2,
7.9.7.3,79.74,79.75,79.7.6,79.7.7,79.7.8, 7.9.7.9, 7.9.7.10, 7.9.8.1, 7.9.8.2, 7.9.8.3,
7.9.8.4,79.8.5,79.8.6,79.8.7,7.9.8.8,7.9.8.9, 7.9.8.10, 7.9.9.1, 7.9.9.2, 7.9.9.3, 7.9.9.4,
7.9.9.5, 7.9.9.6, 7.9.9.7, 7.9.9.8, 7.9.9.9, 7.9.9.10, 7.9.10.1, 7.9.10.2, 7.9.10.3, 7.9.10.4,
7.9.10.5, 7.9.10.6, 7.9.10.7, 7.9.10.8, 7.9.10.9, 7.9.10.10, 7.10.1.1, 7.10.1.2, 7.10.1.3,
7.10.1.4, 7.10.1.5, 7.10.1.6, 7.10.1.7, 7.10.1.8, 7.10.1.9, 7.10.1.10, 7.10.2.1, 7.10.2.2,
7.10.2.3, 7.10.2.4, 7.10.2.5, 7.10.2.6, 7.10.2.7, 7.10.2.8, 7.10.2.9, 7.10.2.10, 7.10.3.1,
7.10.3.2, 7.10.3.3, 7.10.3.4, 7.10.3.5, 7.10.3.6, 7.10.3.7, 7.10.3.8, 7.10.3.9, 7.10.3.10,
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7.10.4.1, 7.10.4.2, 7.10.4.3, 7.10.4.4, 7.10.4.5, 7.10.4.6, 7.10.4.7, 7.10.4.8, 7.10.4.9,
7.10.4.10, 7.10.5.1, 7.10.5.2, 7.10.5.3, 7.10.5.4, 7.10.5.5, 7.10.5.6, 7.10.5.7, 7.10.5.8,
7.10.5.9, 7.10.5.10, 7.10.6.1, 7.10.6.2, 7.10.6.3, 7.10.6.4, 7.10.6.5, 7.10.6.6, 7.10.6.7,
7.10.6.8, 7.10.6.9, 7.10.6.10, 7.10.7.1, 7.10.7.2, 7.10.7.3, 7.10.7.4, 7.10.7.5, 7.10.7.6,
7.10.7.7, 7.10.7.8, 7.10.7.9, 7.10.7.10, 7.10.8.1, 7.10.8.2, 7.10.8.3, 7.10.8.4, 7.10.8.5,
7.10.8.6, 7.10.8.7, 7.10.8.8, 7.10.8.9, 7.10.8.10, 7.10.9.1, 7.10.9.2, 7.10.9.3, 7.10.9.4,
7.10.9.5, 7.10.9.6, 7.10.9.7, 7.10.9.8, 7.10.9.9, 7.10.9.10, 7.10.10.1, 7.10.10.2, 7.10.10.3,
7.10.10.4, 7.10.10.5, 7.10.10.6, 7.10.10.7, 7.10.10.8, 7.10.10.9, 7.10.10.10, 8.1.1.1, 8.1.1.2,
8.1.1.3,8.1.1.4,8.1.1.5,8.1.1.6, 8.1.1.7, 8.1.1.8, 8.1.1.9, 8.1.1.10, 8.1.2.1, 8.1.2.2, 8.1.2.3,
8.1.2.4,8.1.2.5,8.1.2.6,8.1.2.7,8.1.2.8, 8.1.2.9, 8.1.2.10, 8.1.3.1, 8.1.3.2, 8.1.3.3, 8.1.3.4,
8.1.3.5,8.1.3.6,8.1.3.7, 8.1.3.8, 8.1.3.9, 8.1.3.10, 8.1.4.1, 8.1.4.2, 8.1.4.3, 8.1.4.4, 8.1.4.5,
8.14.6,8.1.4.7,8.1.4.38,8.1.49,8.14.10, 8.1.5.1, 8.1.5.2, 8.1.5.3, 8.1.5.4, 8.1.5.5, 8.1.5.6,
8.1.5.7,8.1.5.8,8.1.5.9, 8.1.5.10, 8.1.6.1, 8.1.6.2, 8.1.6.3, 8.1.6.4, 8.1.6.5, 8.1.6.6, 8.1.6.7,
8.1.6.8, 8.1.6.9, 8.1.6.10, 8.1.7.1, 8.1.7.2, 8.1.7.3, 8.1.7.4, 8.1.7.5, 8.1.7.6, 8.1.7.7, 8.1.7.8,
8.1.7.9, 8.1.7.10, 8.1.8.1, 8.1.8.2, 8.1.8.3, 8.1.8.4, 8.1.8.5, 8.1.8.6, 8.1.8.7, 8.1.8.8, 8.1.8.9,
8.1.8.10,8.1.9.1,8.1.9.2,8.1.9.3,8.1.94,8.1.9.5, 8.1.9.6, 8.1.9.7, 8.1.9.8, 8.1.9.9, 8.1.9.10,
8.1.10.1, 8.1.10.2, 8.1.10.3, 8.1.10.4, 8.1.10.5, 8.1.10.6, 8.1.10.7, 8.1.10.8, 8.1.10.9,
8.1.10.10, 8.2.1.1, 8.2.1.2, 8.2.1.3, 8.2.1.4, 8.2.1.5, 8.2.1.6, 82.1.7, 8.2.1.8, 8.2.1.9,
8.2.1.10,8.2.2.1,8.2.2.2,822.3,82.24,822.5,822.6,822.7,822.8,82.29,682.2.10,
8.2.3.1,8.2.3.2,82.3.3,823.4,8.235,82.3.6,823.7,82.3.8,823.9,823.10, 8.2.4.1,
82.4.2,68243,824.4,8245,824.6,824.7,824.8,8249,824.10,8.2.5.1,82.5.2,
8.2.5.3,8.2.54,8255,825.6,825.7,82.58,825.9,825.10, 8.2.6.1, 8.2.6.2, 8.2.6.3,
8.2.6.4,8.2.6.5,8.2.6.6,8.2.6.7, 8.2.6.8, 8.2.6.9, 8.2.6.10, 8.2.7.1, 8.2.7.2, 8.2.7.3, 8.2.7 4,
8.2.7.5, 8.2.7.6,82.7.7,8.2.7.8,8.2.7.9, 8.2.7.10, 8.2.8.1, 8.2.8.2, 8.2.8.3, 8.2.8.4, 8.2.8.5,
8.2.8.6, 8.2.8.7, 8.2.8.8, 8.2.8.9, 8.2.8.10, 8.2.9.1, 8.2.9.2, 8.2.9.3, 8.2.9.4, 8.2.9.5, 8.2.9.6,
8.2.9.7, 8.2.9.8, 8.2.9.9, 8.2.9.10, 8.2.10.1, 8.2.10.2, 8.2.10.3, 8.2.10.4, 8.2.10.5, 8.2.10.6,
8.2.10.7, 8.2.10.8, 8.2.10.9, 8.2.10.10, 83.1.1, 8.3.1.2, 8.3.1.3, 8.3.1.4, 8.3.1.5, 8.3.1.6,
8.3.1.7, 8.3.1.8, 8.3.1.9, 8.3.1.10, 8.3.2.1, 8.3.2.2, 8.3.2.3, 8.3.2.4, 8.3.2.5, 8.3.2.6, 8.3.2.7,
8.3.2.8,8.3.2.9,8.3.2.10, 8.3.3.1, 8.3.3.2, 8.3.3.3, 8.3.3.4, 8.3.3.5, 8.3.3.6, 8.3.3.7, 8.3.3.8,
8.3.3.9,8.3.3.10,83.4.1,8.34.2,834.3,834.4,8345,834.6,834.7,83.48,83.4.9,
8.3.4.10,8.3.5.1,8.3.52,8.3.5.3,8.3.54,83.5.5,83.5.6,8.3.5.7,83.5.8,8.3.5.9,8.3.5.10,
8.3.6.1, 8.3.6.2, 8.3.6.3, 8.3.6.4, 8.3.6.5, 8.3.6.6, 8.3.6.7, 8.3.6.8, 8.3.6.9, 8.3.6.10, 8.3.7.1,
8.3.7.2,83.7.3,83.7.4,8.3.7.5, 83.7.6, 8.3.7.7, 8.3.7.8, 8.3.7.9, 8.3.7.10, 8.3.8.1, 8.3.8.2,
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8.3.8.3,83.8.4,83.85,83.8.6,83.8.7, 83.8.8, 8.3.8.9, 8.3.8.10, 8.3.9.1, 8.3.9.2, 8.3.9.3,
8.3.9.4, 8.3.9.5, 83.9.6, 83.9.7, 8.3.9.8, 8.3.9.9, 83.9.10, 8.3.10.1, 8.3.10.2, 8.3.10.3,
8.3.10.4, 8.3.10.5, 8.3.10.6, 8.3.10.7, 8.3.10.8, 8.3.10.9, 8.3.10.10, 8.4.1.1, 8.4.1.2, 8.4.1.3,
8.4.14,8.4.1.5,84.1.6,84.1.7,8.4.1.8,84.1.9, 84.1.10, 8.4.2.1, 8.4.2.2,8.4.23, 84.2.4,
8.4.2.5,8.4.2.6,84.2.7, 68428, 84209, 84.2.10,84.3.1,84.3.2,84.3.3, 84.3.4,843.5,
8.4.3.6,84.3.7,84.38, 8.4.3.9,84.3.10, 8.4.4.1,84.42,8.4.43,8444,844.5, 84.4.6,
8.4.4.7,8.4.4.8,84.409,84.4.10,845.1,84.5.2,84.53,8454,84.55, 84.5.6,84.5.7,
8.4.5.8,84.5.9,84.5.10, 8.4.6.1, 8.4.6.2, 8.4.6.3, 8.4.6.4, 8.4.6.5, 8.4.6.6, 8.4.6.7, 8.4.6.8,
8.4.6.9, 8.4.6.10. 8.4.7.1, 8.4.7.2,8.4.7.3,8.4.7.4,8.4.75,8.4.7.6,84.7.7,84.7.8,84.79,
8.4.7.10,8.4.8.1.8.4.8.2,84.8.3,84.8.4,84.8.5,84.8.6,8.4.8.7,84.8.8,8.4.8.9, 84.8.10,
8.49.1,8.49.2,84.9.3,8.4.9.4,84.9.5,84.9.6,84.9.7,84.9.8, 849.9,84.9.10, 8.4.10.1,
8.4.10.2, 8.4.10.3, 8.4.10.4, 8.4.10.5, 8.4.10.6, 8.4.10.7, 8.4.10.8, 8.4.10.9, 8.4.10.10,
8.5.1.1,85.1.2,85.1.3, 8.5.1.4, 8.5.1.5, 8.5.1.6, 8.5.1.7, 8.5.1.8, 8.5.1.9, 8.5.1.10, 8.5.2.1,
8.5.2.2,8.5.2.3,852.4,8525,852.6,85.2.7,85.2.8, 8.5.2.9,852.10, 8.5.3.1, 8.53.2,
8.5.3.3,8.5.3.4,85.35,853.6,85.3.7,85.3.8,85.3.9,8.5.3.10, 8.54.1, 8.5.4.2, 8.5.4.3,
8.54.4,854.5,8546,854.7,854.8,854.9,854.10, 8.55.1,8.5.5.2,8.5.5.3, 8.5.5.4,
8.5.5.5,8.5.5.6,8.5.5.7,8.5.5.8, 8.55.9, 8.5.5.10, 8.5.6.1, 8.5.6.2, 8.5.6.3, 8.5.6.4, 8.5.6.5,
8.5.6.6, 8.5.6.7, 8.5.6.8, 8.5.6.9, 8.5.6.10, 8.5.7.1, 8.5.7.2, 8.5.7.3, 8.5.7.4, 8.5.7.5, 8.5.7.6,
8.5.7.7, 8.5.7.8, 8.5.7.9, 8.5.7.10, 8.5.8.1, 8.5.8.2, 8.5.8.3, 8.5.8.4, 8.5.8.5, 8.5.8.6, 8.5.8.7,
8.5.8.8, 8.5.8.9, 8.5.8.10, 8.5.9.1, 8.5.9.2,/8.5.9.3, 8.5.9.4, 8.5.9.5, 8.5.9.6, 8.5.9.7, 8.5.9.8,
8.5.9.9, 85.9.10, 8.5.10.1, 8.5.10.2, 8.5.10.3, 8.5.10.4, 8.5.10.5, 8.5.10.6, 8.5.10.7,
8.5.10.8, 8.5.10.9, 8.5.10.10, 8.6.1.1, 8.6.1.2, 8.6.1.3, 8.6.1.4, 8.6.1.5, 8.6.1.6, 8.6.1.7,
8.6.1.8, 8.6.1.9, 8.6.1.10, 8.6.2.1, 8.6.2.2, 8.6.2.3, 8.6.2.4, 8.6.2.5, 8.6.2.6, 8.6.2.7, 8.6.2.8,
8.6.2.9, 8.6.2.10, 8.6.3.1, 8.6.3.2, 8.6.3.3, 8.6.3.4, 8.6.3.5, 8.6.3.6, 8.6.3.7, 8.6.3.8, 8.6.3.9,
8.6.3.10, 8.6.4.1, 8.6.4.2,8.6.4.3, 8.6.4.4,8.6.4.5,8.6.4.6,8.6.4.7,8.6.4.8,8.6.4.9,8.6.4.10,
8.6.5.1, 8.6.5.2, 8.6.5.3, 8.6.5.4, 8.6.5.5, 8.6.5.6, 8.6.5.7, 8.6.5.8, 8.6.5.9, 8.6.5.10, 8.6.6.1,
8.6.6.2, 8.6.6.3, 8.6.6.4, 8.6.6.5, 8.6.6.6, 8.6.6.7, 8.6.6.8, 8.6.6.9, 8.6.6.10, 8.6.7.1, 8.6.7.2,
8.6.7.3, 8.6.7.4, 8.6.7.5, 8.6.7.6, 8.6.7.7, 8.6.7.8, 8.6.7.9, 8.6.7.10, 8.6.8.1, 8.6.8.2, 8.6.8.3,
8.6.8.4, 8.6.8.5, 8.6.8.6, 8.6.8.7, 8.6.8.8, 8.6.8.9, 8.6.8.10, 8.6.9.1, 8.6.9.2, 8.6.9.3, 8.6.9.4,
8.6.9.5, 8.6.9.6, 8.6.9.7, 8.6.9.8, 8.6.9.9, 8.6.9.10, 8.6.10.1, 8.6.10.2, 8.6.10.3, 8.6.10.4,
8.6.10.5, 8.6.10.6, 8.6.10.7, 8.6.10.8, 8.6.10.9, 8.6.10.10, 8.7.1.1, 8.7.1.2, 8.7.1.3, 8.7.1 4,
8.7.15,8.7.1.6,8.7.1.7, 8.7.1.8, 8.7.1.9, 8.7.1.10, 8.7.2.1, 8.7.2.2, 8.7.2.3, 8.7.2.4, 8.7.2.5,
8.7.2.6,8.7.2.7,8.7.2.8,8.7.2.9, 8.7.2.10, 8.7.3.1, 8.7.3.2, 8.7.3.3,8.7.3.4, 8.7.3.5, 8.7.3.6,
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8.7.3.7,8.7.3.8,8.7.3.9, 8.7.3.10, 8.7.4.1, 8.7.4.2, 8.7.4.3, 8.7.4.4, 8.7.4.5, 8.7.4.6, 8.7.4.7,
8.7.4.8,8.7.4.9,8.7.4.10, 8.7.5.1, 8.7.5.2, 8.7.5.3, 8.7.54, 8.7.5.5, 8.7.5.6, 8.7.5.7, 8.7.5.8,
8.7.5.9, 8.7.5.10. 8.7.6.1, 8.7.6.2, 8.7.6.3, 8.7.6.4, 8.7.6.5, 8.7.6.6, 8.7.6.7, 8.7.6.8, 8.7.6.9,
8.7.6.10,8.7.7.1.8.7.7.2,8.7.7.3, 8.7.7.4,8.7.7.5,8.7.7.6,8.7.7.7, 8.7.7.8, 8.7.7.9, 8.7.7.10,
8.7.8.1,8.7.8.2,8.7.8.3, 8.7.8.4, 8.7.8.5, 8.7.8.6, 8.7.8.7, 8.7.8.8, 8.7.8.9, 8.7.8.10, 8.7.9.1,
8.7.9.2, 8.7.9.3, 8.7.9.4, 8.79.5, 8.7.9.6, 87.9.7, 8.7.9.8, 8.7.9.9, 8.7.9.10, 8.7.10.1,
8.7.10.2, 8.7.10.3, 8.7.10.4, 8.7.10.5, 8.7.10.6, 8.7.10.7, 8.7.10.8, 8.7.10.9, 8.7.10.10,
8.8.1.1, 8.8.1.2, 8.8.1.3, 8.8.1.4, 8.8.1.5, 8.8.1.6, 8.8.1.7, 8.8.1.8, 8.8.1.9, 8.8.1.10, 8.8.2.1,
8.8.2.2,8.82.3,88.2.4,88.25, 882.6,8.8.2.7,8.8.28, 88.29, 88.2.10, 8.8.3.1, 8.8.3.2,
8.8.3.3, 8.8.3.4, 8.8.3.5, 8.8.3.6, 8.8.3.7, 8.8.3.8, 8.8.3.9, 8.8.3.10, 8.8.4.1, 8.8.4.2, 8.8.4.3,
8.8.4.4,8.8.4.5,8.8.4.6,8.84.7, 8.8.4.8, 8.8.4.9, 8.8.4.10, 8.8.5.1, 8.8.5.2, 8.8.5.3, 8.8.5.4,
8.8.5.5, 8.8.5.6, 8.8.5.7, 8.8.5.8, 8.8.5.9, 8.8.5.10, 8.8.6.1, 8.8.6.2, 8.8.6.3, 8.8.6.4, 8.8.6.5,
8.8.6.6, 8.8.6.7, 8.8.6.8, 8.8.6.9, 8.8.6.10, 8.8.7.1, 8.8.7.2, 8.8.7.3, 8.8.7.4, 8.8.7.5, 8.8.7.6,
8.8.7.7, 8.8.7.8, 8.8.7.9, 8.8.7.10, 8.8.8.1, 8.8.8.2, 8.8.8.3, 8.8.8.4, 8.8.8.5, 8.8.8.6, 8.8.8.7,
8.8.8.8, 8.8.8.9, 8.8.8.10, 8.8.9.1, 8.8.9.2, 8.8.9.3, 8.8.9.4, 8.8.9.5, 8.8.9.6, 8.8.9.7, 8.8.9.8,
8.8.9.9, 8.89.10, 8.8.10.1, 8.8.10.2, 8.8.10.3, 8.8.10.4, 8.8.10.5, 8.8.10.6, 8.8.10.7,
8.8.10.8, 8.8.10.9, 8.8.10.10, 8.9.1.1, 8.9.1.2, 8.9.1.3, 8.9.1.4, 89.1.5, 8.9.1.6, 8.9.1.7,
8.9.1.8, 8.9.1.9,8.9.1.10, 8.9.2.1, 8.9.2.2, 8.9.2.3, 8.9.2.4, 8.9.2.5, 8.9.2.6, 8.9.2.7, 8.9.2.8,
8.9.2.9, 8.9.2.10. 8.9.3.1, 8.9.3.2, 8.9.3.3, 8.9.3.4, 8.9.3.5, 8.9.3.6, 8.9.3.7, 8.9.3.8, 8.9.3.9,
8.9.3.10,8.9.4.1,89.42,89.4.3,89.4.4,89.45,89.4.6,89.4.7,89.4.8,8.9.4.9, 8.9.4.10,
8.9.5.1, 8.9.5.2,8.9.5.3,8.9.54, 89.5.5, 8.9.5.6,8.9.5.7, 8.9.5.8, 8.9.5.9, 8.9.5.10, 8.9.6.1,
8.9.6.2, 8.9.6.3, 8.9.6.4, 8.9.6.5, 8.9.6.6, 8.9.6.7, 8.9.6.8, 8.9.6.9, 8.9.6.10, 8.9.7.1, 8.9.7.2,
8.9.7.3,89.7.4,89.7.5, 8.9.7.6, 8.9.7.7, 8.9.7.8, 8.9.7.9, 8.9.7.10, 8.9.8.1, 8.9.8.2, 8.9.8.3,
8.9.8.4, 8.9.8.5, 8.9.8.6, 8.9.8.7, 8.9.8.8, 8.9.8.9, 8.9.8.10, 8.9.9.1, 8.9.9.2, 8.9.9.3, 8.9.9.4,
8.9.9.5, 8.9.9.6, 8.9.9.7, 8.9.9.8, 8.9.9.9, 8.9.9.10, 8.9.10.1, 8.9.10.2, 8.9.10.3, 8.9.10.4,
8.9.10.5, 8.9.10.6, 8.9.10.7, 8.9.10.8, 8.9.10.9, 8.9.10.10, 8.10.1.1, 8.10.1.2, 8.10.1.3,
8.10.1.4, 8.10.1.5, 8.10.1.6, 8.10.1.7, 8.10.1.8, 8.10.1.9, 8.10.1.10, 8.10.2.1, 8.10.2.2,
8.10.2.3, 8.10.2.4, 8.10.2.5, 8.10.2.6, 8.10.2.7, 8.10.2.8, 8.10.2.9, 8.10.2.10, 8.10.3.1,
8.10.3.2, 8.10.3.3, 8.10.3.4, 8.10.3.5, 8.10.3.6, 8.10.3.7, 8.10.3.8, 8.10.3.9, 8.10.3.10,
8.10.4.1, 8.10.4.2, 8.10.4.3, 8.10.4.4, 8.10.4.5, 8.10.4.6, 8.10.4.7, 8.10.4.8, 8.10.4.9,
8.10.4.10, 8.10.5.1, 8.10.5.2, 8.10.5.3, 8.10.5.4, 8.10.5.5, 8.10.5.6, 8.10.5.7, 8.10.5.8,
8.10.5.9, 8.10.5.10, 8.10.6.1, 8.10.6.2, 8.10.6.3, 8.10.6.4, 8.10.6.5, 8.10.6.6, 8.10.6.7,
8.10.6.8, 8.10.6.9, 8.10.6.10, 8.10.7.1, 8.10.7.2, 8.10.7.3, 8.10.7.4, 8.10.7.5, 8.10.7.6,
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8.10.7.7, 8.10.7.8, 8.10.7.9, 8.10.7.10, 8.10.8.1, 8.10.8.2, 8.10.8.3, 8.10.8.4, 8.10.8.5,
8.10.8.6, 8.10.8.7, 8.10.8.8, 8.10.8.9, 8.10.8.10, 8.10.9.1, 8.10.9.2, 8.10.9.3, 8.10.9.4,
8.10.9.5, 8.10.9.6, 8.10.9.7, 8.10.9.8, 8.10.9.9, 8.10.9.10, 8.10.10.1, 8.10.10.2, 8.10.10.3,
8.10.10.4, 8.10.10.5, 8.10.10.6, 8.10.10.7, 8.10.10.8, 8.10.10.9, 8.10.10.10, 9.1.1.1, 9.1.1.2,
9.1.1.3,9.1.1.4,9.1.1.5,9.1.1.6, 9.1.1.7, 9.1.1.8, 9.1.1.9, 9.1.1.10, 9.1.2.1, 9.1.2.2, 9.1.2.3,
9.1.2.4,9.1.2.5,9.1.2.6,9.1.2.7,9.1.2.8,9.1.2.9,9.1.2.10, 9.1.3.1, 9.1.3.2,9.1.3.3, 9.1.3 4,
9.1.3.5,9.1.3.6,9.1.3.7,9.1.3.8, 9.1.3.9, 9.1.3.10, 9.1.4.1, 9.1.4.2, 9.1.4.3, 9.1.4.4, 9.1 4.5,
9.1.4.6,9.1.4.7,9.1.4.8,9.1.4.9,9.1.4.10,9.1.5.1, 9.1.5.2, 9.1.5.3, 9.1.5.4, 9.1.5.5, 9.1.5.6,
9.1.5.7,9.1.5.8,9.1.5.9,9.1.5.10, 9.1.6.1, 9.1.6.2, 9.1.6.3, 9.1.6.4, 9.1.6.5, 9.1.6.6, 9.1.6.7,
9.1.6.8,9.1.6.9, 9.1.6.10, 9.1.7.1, 9.1.7.2, 9.1.7.3, 9.1.7.4, 9.1.7.5, 9.1.7.6, 9.1.7.7, 9.1.7.8,
9.1.7.9,9.1.7.10. 9.1.8.1,9.1.8.2, 9.1.8.3, 9.1.8.4, 9.1.8.5, 9.1.8.6, 9.1.8.7, 9.1.8.8, 9.1.8.9,
9.1.8.10,9.1.9.1,9.1.9.2,9.1.9.3,9.1.9.4,9.1.9.5,9.1.9.6,9.1.9.7,9.1.9.8, 9.1.9.9, 9.1.9.10,
9.1.10.1, 9.1.10.2, 9.1.10.3, 9.1.10.4, 9.1.10.5, 9.1.10.6, 9.1.10.7, 9.1.10.8, 9.1.10.9,
9.1.10.10, 9.2.1.1, 9.2.1.2, 9.2.1.3, 9.2.1.4, 9.2.1.5, 9.2.1.6, 9.2.1.7, 9.2.1.8, 9.2.1.9,
9.2.1.10,9.2.2.1,9.2.22,9.2.2.3,9.2.24,92.2.5,9.2.2.6,9.2.2.7,9.2.2.8,9.2.2.9,9.2.2.10,
9.2.3.1,9.2.3.2,923.3,9.2.3.4,9.23.5,9.2.3.6,9.2.3.7,9.23.8,9.2.3.9,9.23.10,9.2.4.1,
9.242,9.2.43,92.4.4,9.24.5,92.4.6,9.24.7,92.48,92.409,924.10,9.2.5.1,9.25.2,
9.2.5.3,9.2.54,9.2.5.5,9.2.5.6,9.2.5.7,9.2.5.8,9.25.9,9.2.5.10,9.2.6.1, 9.2.6.2, 9.2.6.3,
9.2.6.4,9.2.6.5,9.2.6.6,9.2.6.7,9.2.6.8,9.2.6.9, 9.2.6.10, 9.2.7.1, 9.2.7.2, 9.2.7.3, 9.2.7 4,
9.2.7.5,9.2.7.6,9.2.7.7,9.2.7.8,9.2.7.9,9.2.7.10, 9.2.8.1,9.2.8.2,9.2.8.3,9.2.8.4, 9.2.8.5,
9.2.8.6,9.2.8.7,9.2.8.8,9.2.8.9,9.2.8.10,9.2.9.1,9.2.9.2,9.2.9.3,9.2.9.4, 9.2.9.5, 9.2.9.6,
9.29.7,9.2.9.8,9.2.9.9, 9.2.9.10, 9.2.10.1, 9.2.10.2, 9.2.10.3, 9.2.10.4, 9.2.10.5, 9.2.10.6,
9.2.10.7, 9.2.10.8, 9.2.10.9, 9.2.10.10, 9.3.1.1, 9.3.1.2, 9.3.1.3, 9.3.1.4, 9.3.1.5, 9.3.1.6,
9.3.1.7,9.3.1.8, 9.3.1.9, 9.3.1.10, 9.3.2.1, 9.3.2.2, 9.3.2.3,9.3.2.4, 9.3.2.5, 9.3.2.6, 9.3.2.7,
9.3.2.8,9.3.29,9.3.2.10,9.3.3.1,9.3.3.2,9.3.3.3, 9.3.34,9.3.3.5, 9.3.3.6,9.3.3.7, 9.3.3.8,
9.3.3.9,9.3.3.10,9.3.4.1,9.3.42,93.43,93.44,93.45,93.4.6,9.3.4.7,9.3.4.8,9.3.4.9,
9.3.4.10,9.3.5.1,9.3.5.2,9.3.5.3,9.3.54,9.3.5.5,9.3.5.6,9.3.5.7,9.3.5.8,9.3.5.9, 9.3.5.10,
9.3.6.1,9.3.6.2,9.3.6.3,9.3.6.4,9.3.6.5,9.3.6.6,9.3.6.7,9.3.6.8, 9.3.6.9, 9.3.6.10, 9.3.7.1,
93.7.2,9.3.7.3,9.3.7.4,9.3.7.5,9.3.7.6, 9.3.7.7,9.3.7.8, 9.3.7.9, 9.3.7.10, 9.3.8.1, 9.3.8.2,
9.3.8.3,9.3.8.4,9.3.8.5,9.3.8.6,9.3.8.7,9.3.8.8,9.3.8.9, 9.3.8.10, 9.3.9.1, 9.3.9.2, 9.3.9.3,
9.3.9.4, 93.9.5, 9.3.9.6, 9.3.9.7, 9.3.9.8, 9.3.9.9, 9.3.9.10, 9.3.10.1, 9.3.10.2, 9.3.10.3,
9.3.10.4, 9.3.10.5, 9.3.10.6, 9.3.10.7, 9.3.10.8, 9.3.10.9, 9.3.10.10, 9.4.1.1, 9.4.1.2, 9.4.1.3,
9.4.14,9.4.1.5,94.16,94.1.7,9.4.18,94.1.9,9.4.1.10,9.42.1,9.42.2,9423,9.4.2 4,
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9.4.2.5,9.42.6,94.2.7,94.2.8,9429,9.4.2.10,9.4.3.1,9.43.2,9.43.3,9.43.4,9435,
9.4.3.6,9.43.7,9.43.8,9.4.3.9,9.43.10,9.44.1,9.442,94.43,94.4.4,94.45,9.4.4.6,
9.4.4.7,9.44.8,94.49,9.4.4.10,9.4.5.1,9.4.52,9.453,94.5.4,94.5.5,94.5.6,9.4.5.7,
9.4.5.8,9.4.5.9,9.4.5.10,9.4.6.1,9.4.6.2, 9.4.6.3,9.4.6.4,9.4.6.5,9.4.6.6,9.4.6.7, 9.4.6.8,
9.4.6.9,9.4.6.10.9.4.7.1,9.4.7.2,9.4.7.3,9.4.7.4,9.4.75,9.4.7.6,9.4.7.7, 9.4.7.8, 9.4.7.9,
9.4.7.10,9.4.8.1,9.4.8.2,9.4.8.3,9.4.8.4,9.4.8.5,9.4.8.6,9.4.8.7,9.4.8.8,9.4.8.9,9.4.8.10,
9.49.1,9.49.2,9493,94.9.4,9.49.5,9.49.6,9.49.7,9.4.9.8,9.49.9,9.4.9.10,9.4.10.1,
9.4.10.2, 9.4.10.3, 9.4.10.4, 9.4.10.5, 9.4.10.6, 9.4.10.7, 9.4.10.8, 9.4.10.9, 9.4.10.10,
9.5.1.1,9.5.1.2,9.5.1.3,9.5.1.4,9.5.1.5,9.5.1.6,9.5.1.7, 9.5.1.8, 9.5.1.9, 9.5.1.10, 9.5.2.1,
9.52.2,9.5.2.3,95.2.4,952.5,952.6,9.5.2.7,9.52.8,9.5.2.9,9.52.10,9.5.3.1,9.5.3.2,
9.5.3.3,9.5.3.4,9.5.3.5,9.5.3.6,9.53.7,9.5.3.8, 9.5.3.9, 9.5.3.10, 9.5.4.1, 9.5.4.2, 9.5.4.3,
9.5.4.4,9.5.4.5,95.4.6,9.54.7,9.54.8,9.5.4.9,9.5.4.10,9.5.5.1,9.552,9.5.5.3,9.5.5.4,
9.5.5.5,9.5.5.6,9.5.5.7,9.5.5.8,9.5.5.9, 9.5.5.10, 9.5.6.1, 9.5.6.2, 9.5.6.3, 9.5.6.4, 9.5.6.5,
9.5.6.6,9.5.6.7,9.5.6.8, 9.5.6.9, 9.5.6.10, 9.5.7.1,9.5.7.2,9.5.7.3,9.5.7.4, 9.5.7.5, 9.5.7.6,
9.5.7.7,9.5.7.8,9.5.7.9, 9.5.7.10, 9.5.8.1, 9.5.8.2, 9.5.8.3, 9.5.8.4, 9.5.8.5, 9.5.8.6, 9.5.8.7,
9.5.8.8,9.5.8.9,9.5.8.10,9.5.9.1, 9.5.9.2,9.5.9.3,9.5.94, 9.5.9.5, 9.5.9.6, 9.5.9.7, 9.5.9.8,
9.5.9.9, 9.5.9.10. 9.5.10.1, 9.5.10.2, 9.5.10.3, 9.5.10.4, 9.5.10.5, 9.5.10.6, 9.5.10.7,
9.5.10.8, 9.5.10.9, 9.5.10.10, 9.6.1.1, 9.6.1.2, 9.6.1.3, 9.6.1.4, 9.6.1.5, 9.6.1.6, 9.6.1.7,
9.6.1.8, 9.6.1.9, 9.6.1.10, 9.6.2.1, 9.6.2.2, 9.6.2.3, 9.6.2.4, 9.6.2.5, 9.6.2.6, 9.6.2.7, 9.6.2.8,
9.6.2.9,9.6.2.10,.9.6.3.1, 9.6.3.2, 9.6.3.3, 9.6.3.4, 9.6.3.5, 9.6.3.6, 9.6.3.7, 9.6.3.8, 9.6.3.9,
9.6.3.10,9.6.4.1,9.6.4.2,9.6.4.3,9.6.4.4,9.6.4.5,9.6.4.6,9.6.4.7,9.6.4.8, 9.6.4.9, 9.6.4.10,
9.6.5.1,9.6.5.2,9.6.5.3,9.6.5.4,9.6.5.5, 9.6.5.6, 9.6.5.7, 9.6.5.8, 9.6.5.9, 9.6.5.10, 9.6.6.1,
9.6.6.2, 9.6.6.3, 9.6.6.4, 9.6.6.5, 9.6.6.6, 9.6.6.7, 9.6.6.8, 9.6.6.9, 9.6.6.10, 9.6.7.1, 9.6.7.2,
9.6.7.3,9.6.7.4,9.6.7.5, 9.6.7.6, 9.6.7.7, 9.6.7.8, 9.6.7.9, 9.6.7.10, 9.6.8.1, 9.6.8.2, 9.6.8.3,
9.6.8.4,9.6.8.5, 9.6.8.6, 9.6.8.7, 9.6.8.8, 9.6.8.9, 9.6.8.10, 9.6.9.1, 9.6.9.2, 9.6.9.3, 9.6.9.4,
9.6.9.5, 9.6.9.6, 9.6.9.7, 9.6.9.8, 9.6.9.9, 9.6.9.10, 9.6.10.1, 9.6.10.2, 9.6.10.3, 9.6.10.4,
9.6.10.5, 9.6.10.6, 9.6.10.7, 9.6.10.8, 9.6.10.9, 9.6.10.10, 9.7.1.1, 9.7.1.2, 9.7.1.3, 9.7.1 .4,
9.7.1.5,9.7.1.6,9.7.1.7,9.7.1.8,9.7.1.9, 9.7.1.10, 9.7.2.1,9.7.2.2,9.7.2.3,9.7.2.4, 9.7.2.5,
9.7.2.6,9.7.2.7,9.7.2.8,9.7.2.9,9.7.2.10, 9.7.3.1,9.7.3.2,9.7.3.3,9.7.3.4,9.7.3.5, 9.7.3.6,
9.7.3.7,9.7.3.8,9.7.3.9,9.7.3.10,9.7.4.1,9.7.4.2,9.7.4.3,9.7.4.4,9.7.4.5, 9.7.4.6, 9.7.4.7,
9.7.4.8,9.7.49,9.7.4.10,9.7.5.1,9.7.5.2,9.7.5.3,9.7.5.4,9.7.5.5,9.7.5.6, 9.7.5.7, 9.7.5.8,
9.7.5.9,9.7.5.10. 9.7.6.1,9.7.6.2, 9.7.6.3, 9.7.6.4, 9.7.6.5, 9.7.6.6, 9.7.6.7, 9.7.6.8, 9.7.6.9,
9.7.6.10,9.7.7.1.9.7.7.2,9.7.7.3,9.7.7.4,9.7.7.5, 9.7.1.6,9.7.7.7, 9.7.7.8,9.7.7.9,9.7.7.10,
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9.7.8.1,9.7.8.2,9.7.8.3,9.7.8.4,9.7.8.5, 9.7.8.6, 9.7.8.7, 9.7.8.8, 9.7.8.9, 9.7.8.10, 9.7.9.1,
9.79.2, 9.79.3, 9794, 9.79.5, 9.7.9.6, 9.7.9.7, 9.7.9.8, 9.7.9.9, 9.7.9.10, 9.7.10.1,
9.7.10.2, 9.7.10.3, 9.7.10.4, 9.7.10.5, 9.7.10.6, 9.7.10.7, 9.7.10.8, 9.7.10.9, 9.7.10.10,
9.8.1.1,9.8.1.2,9.8.1.3,9.8.1.4,9.8.1.5,9.8.1.6,9.8.1.7, 9.8.1.8, 9.8.1.9, 9.8.1.10, 9.8.2.1,
9.8.2.2,9.8.2.3,9.8.2.4,9.8.2.5,9.8.2.6, 9.8.2.7,9.8.2.8, 9.8.2.9, 9.8.2.10, 9.8.3.1, 9.8.3.2,
9.8.3.3,9.8.3.4,9.8.3.5,9.8.3.6,9.8.3.7,9.8.3.8, 9.8.3.9, 9.8.3.10,9.8.4.1,9.8.4.2,9.8.4.3,
9.8.4.4,9.8.4.5,9.8.4.6,9.8.4.7,9.8.4.8,9.8.4.9,9.84.10,9.8.5.1,9.8.5.2,9.8.5.3,9.8.54,
9.8.5.5,9.8.5.6,9.8.5.7,9.8.5.8,9.8.5.9, 9.8.5.10, 9.8.6.1, 9.8.6.2, 9.8.6.3, 9.8.6.4, 9.8.6.5,
9.8.6.6,9.8.6.7, 9.8.6.8, 9.8.6.9, 9.8.6.10, 9.8.7.1, 9.8.7.2, 9.8.7.3, 9.8.7.4, 9.8.7.5, 9.8.7.6,
9.8.7.7,9.8.7.8,9.8.7.9, 9.8.7.10, 9.8.8.1, 9.8.8.2, 9.8.8.3, 9.8.8.4, 9.8.8.5, 9.8.8.6, 9.8.8.7,
9.8.8.8,9.8.8.9, 9.8.8.10, 9.8.9.1, 9.8.9.2, 9.8.9.3, 9.8.9.4, 9.8.9.5, 9.8.9.6, 9.8.9.7, 9.8.9.8,
9.8.9.9, 9.8.9.10., 9.8.10.1, 9.8.10.2, 9.8.10.3, 9.8.10.4, 9.8.10.5, 9.8.10.6, 9.8.10.7,
9.8.10.8, 9.8.10.9, 9.8.10.10, 9.9.1.1, 9.9.1.2, 9.9.1.3, 9.9.1.4, 9.9.1.5, 99.1.6, 9.9.1.7,
9.9.1.8,9.9.1.9,9.9.1.10, 9.9.2.1,9.9.2.2,9.9.2.3,9.9.24,99.2.5,9.9.2.6, 9.9.2.7,9.9.2.8,
9.9.2.9,9.9.2.10,9.9.3.1,9.9.3.2, 9.9.3.3, 9.9.3.4, 9.9.3.5, 9.9.3.6,9.9.3.7,9.9.3.8, 9.9.3.9,
9.9.3.10,9.9.4.1,9.9.42,9.9.43,9.9.44,9.9.4.5,9.9.4.6,9.9.4.7,9.9.4.8,9.9.4.9,9.9.4.10,
9.9.5.1,9.9.5.2,9.9.5.3,9.9.5.4,9.9.5.5,9.9.5.6,9.95.7,9.9.5.8, 9.9.5.9, 9.9.5.10, 9.9.6.1,
9.9.6.2,9.9.6.3, 9.9.6.4, 9.9.6.5, 9.9.6.6, 9.9.6.7, 9.9.6.8, 9.9.6.9, 9.9.6.10, 9.9.7.1, 9.9.7 .2,
9.9.7.3,9.9.74,9.9.7.5,9.9.7.6, 9.9.7.7, 9.9.7.8, 9.9.7.9, 9.9.7.10, 9.9.8.1, 9.9.8.2, 9.9.8.3,
9.9.8.4,9.9.8.5,9.9.8.6,9.9.8.7,9.9.8.8, 9.9.8.9, 9.9.8.10, 9.9.9.1, 9.9.9.2, 9.9.9.3, 9.9.9.4,
9.9.9.5, 9.9.9.6, 9.9.9.7, 9.9.9.8, 9.9.9.9, 9.9.9.10, 9.9.10.1, 9.9.10.2, 9.9.10.3, 9.9.10.4,
9.9.10.5, 9.9.10.6, 9.9.10.7, 9.9.10.8, 9.9.10.9, 9.9.10.10, 9.10.1.1, 9.10.1.2, 9.10.1.3,
9.10.1.4, 9.10.1.5, 9.10.1.6, 9.10.1.7, 9.10.1.8, 9.10.1.9, 9.10.1.10, 9.10.2.1, 9.10.2.2,
9.10.2.3, 9.10.2.4, 9.10.2.5, 9.10.2.6, 9.10.2.7, 9.10.2.8, 9.10.2.9, 9.10.2.10, 9.10.3.1,
9.10.3.2, 9.10.3.3, 9.10.3.4, 9.10.3.5, 9.10.3.6, 9.10.3.7, 9.10.3.8, 9.10.3.9, 9.10.3.10,
9.10.4.1, 9.10.4.2, 9.10.4.3, 9.10.4.4, 9.10.4.5, 9.104.6, 9.10.4.7, 9.10.4.8, 9.10.4.9,
9.10.4.10, 9.10.5.1, 9.10.5.2, 9.10.5.3, 9.10.5.4, 9.10.5.5, 9.10.5.6, 9.10.5.7, 9.10.5.8,
9.10.5.9, 9.10.5.10, 9.10.6.1, 9.10.6.2, 9.10.6.3, 9.10.6.4, 9.10.6.5, 9.10.6.6, 9.10.6.7,
9.10.6.8, 9.10.6.9, 9.10.6.10, 9.10.7.1, 9.10.7.2, 9.10.7.3, 9.10.7.4, 9.10.7.5, 9.10.7.6,
9.10.7.7, 9.10.7.8, 9.10.7.9, 9.10.7.10, 9.10.8.1, 9.10.8.2, 9.10.8.3, 9.10.8.4, 9.10.8.5,
9.10.8.6, 9.10.8.7, 9.10.8.8, 9.10.8.9, 9.10.8.10, 9.10.9.1, 9.10.9.2, 9.10.9.3, 9.10.9.4,
9.10.9.5, 9.10.9.6, 9.10.9.7, 9.10.9.8, 9.10.9.9, 9.10.9.10, 9.10.10.1, 9.10.10.2, 9.10.10.3,
9.10.10.4, 9.10.10.5, 9.10.10.6, 9.10.10.7, 9.10.10.8, 9.10.10.9, 9.10.10.10, 10.1.1.1,
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10.1.1.2, 10.1.1.3, 10.1.1.4, 10.1.1.5, 10.1.1.6, 10.1.1.7, 10.1.1.8, 10.1.1.9, 10.1.1.10,
10.1.2.1, 10.1.2.2, 10.1.2.3, 10.1.2.4, 10.1.2.5, 10.1.2.6, 10.1.2.7, 10.1.2.8, 10.1.2.9,
10.1.2.10, 10.1.3.1, 10.1.3.2, 10.1.3.3, 10.1.3.4, 10.1.3.5, 10.1.3.6, 10.1.3.7, 10.1.3.8,
10.1.3.9, 10.1.3.10, 10.1.4.1, 10.1.4.2, 10.1.4.3, 10.1.4.4, 10.1.4.5, 10.1.4.6, 10.1.4.7,
10.1.4.8, 10.1.4.9, 10.1.4.10, 10.1.5.1, 10.1.5.2, 10.1.5.3, 10.1.5.4, 10.1.5.5, 10.1.5.6,
10.1.5.7, 10.1.5.8, 10.1.5.9, 10.1.5.10, 10.1.6.1, 10.1.6.2, 10.1.6.3, 10.1.6.4, 10.1.6.5,
10.1.6.6, 10.1.6.7, 10.1.6.8, 10.1.6.9, 10.1.6.10, 10.1.7.1, 10.1.7.2, 10.1.7.3, 10.1.7.4,
10.1.7.5, 10.1.7.6, 10.1.7.7, 10.1.7.8, 10.1.7.9, 10.1.7.10, 10.1.8.1, 10.1.8.2, 10.1.8.3,
10.1.8.4, 10.1.8.5, 10.1.8.6, 10.1.8.7, 10.1.8.8, 10.1.8.9, 10.1.8.10, 10.1.9.1, 10.1.9.2,
10.1.9.3, 10.1.9.4, 10.1.9.5, 10.1.9.6, 10.1.9.7, 10.1.9.8, 10.1.9.9, 10.1.9.10, 10.1.10.1,
10.1.10.2, 10.1.10.3, 10.1.10.4, 10.1.10.5, 10.1.10.6, 10.1.10.7, 10.1.10.8, 10.1.10.9,
10.1.10.10, 10.2.1.1, 10.2.1.2, 10.2.1.3, 10.2.1.4, 10.2.1.5, 10.2.1.6, 10.2.1.7, 10.2.1.8,
10.2.1.9, 10.2.1.10, 10.2.2.1, 102.2.2, 10.2.2.3, 10.2.2.4, 10.2.2.5, 10.2.2.6, 10.2.2.7,
10.2.2.8, 10.2.2.9, 10.2.2.10, 10.2.3.1, 10.2.3.2, 10.2.3.3, 10.2.3.4, 10.2.3.5, 10.2.3.6,
10.2.3.7, 10.2.3.8, 10.2.3.9, 10.2.3.10, 10.2.4.1, 10.2.4.2, 10.2.4.3, 102.4.4, 10.2.4.5,
10.2.4.6, 10.2.4.7, 10.2.4.8, 10.2.4.9, 10.2.4.10, 10.2.5.1, 10.2.5.2, 10.2.5.3, 10.2.5.4,
10.2.5.5, 10.2.5.6, 10.2.5.7, 10.2.5.8, 10.2.5.9, 10.2.5.10, 10.2.6.1, 10.2.6.2, 10.2.6.3,
10.2.6.4, 10.2.6.5, 10.2.6.6, 10.2.6.7, 10.2.6.8, 10.2.6.9, 10.2.6.10, 10.2.7.1, 10.2.7.2,
10.2.7.3, 10.2.7.4, 10.2.7.5, 10.2.7.6, 10.2.7.7, 10.2.7.8, 10.2.7.9, 10.2.7.10, 10.2.8.1,
10.2.8.2, 10.2.8.3, 10.2.8.4, 10.2.8.5, 10.2.8.6, 10.2.8.7, 10.2.8.8, 10.2.8.9, 10.2.8.10,
10.2.9.1, 10.2.9.2, 10.2.9.3, 10.2.9.4, 10.2.9.5, 10.2.9.6, 10.2.9.7, 10.2.9.8, 10.2.9.9,
10.2.9.10, 10.2.10.1, 10.2.10.2, 10.2.10.3, 10.2.10.4, 10.2.10.5, 10.2.10.6, 10.2.10.7,
10.2.10.8, 10.2.10.9, 10.2.10.10, 10.3.1.1, 10.3.1.2, 10.3.1.3, 10.3.1.4, 10.3.1.5, 10.3.1.6,
10.3.1.7, 10.3.1.8, 10.3.1.9, 10.3.1.10, 10.3.2.1, 10.3.2.2, 10.3.2.3, 10.3.2.4, 10.3.2.5,
10.3.2.6, 10.3.2.7, 10.3.2.8, 10.3.2.9, 10.3.2.10, 10.3.3.1, 10.3.3.2, 10.3.3.3, 10.3.3.4,
10.3.3.5, 10.3.3.6, 10.3.3.7, 10.3.3.8, 10.3.3.9, 10.3.3.10, 10.3.4.1, 10.3.4.2, 10.3.4.3,
10.3.4.4, 10.3.4.5, 10.3.4.6, 10.3.4.7, 10.3.4.8, 10.3.4.9, 10.3.4.10, 10.3.5.1, 10.3.5.2,
10.3.5.3, 10.3.5.4, 10.3.5.5, 10.3.5.6, 10.3.5.7, 10.3.5.8, 10.3.5.9, 10.3.5.10, 10.3.6.1,
10.3.6.2, 10.3.6.3, 10.3.6.4, 10.3.6.5, 10.3.6.6, 10.3.6.7, 10.3.6.8, 10.3.6.9, 10.3.6.10,
10.3.7.1, 103.7.2, 10.3.7.3, 10.3.7.4, 10.3.7.5, 10.3.7.6, 10.3.7.7, 10.3.7.8, 10.3.7.9,
10.3.7.10, 10.3.8.1, 10.3.8.2, 10.3.8.3, 10.3.8.4, 10.3.8.5, 10.3.8.6, 10.3.8.7, 10.3.8.8,
10.3.8.9, 10.3.8.10, 10.3.9.1, 10.3.9.2, 10.3.9.3, 10.3.9.4, 10.3.9.5, 10.3.9.6, 10.3.9.7,
10398, 10399, 103.9.10, 103.10.1, 10.3.102, 103.10.3, 10.3.10.4, 103.105,
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10.3.10.6, 10.3.10.7, 10.3.10.8, 10.3.10.9, 10.3.10.10, 10.4.1.1, 10.4.1.2, 10.4.1.3, 10.4.1 .4,
10.4.1.5, 10.4.1.6, 10.4.1.7, 10.4.1.8, 10.4.1.9, 10.4.1.10, 10.4.2.1, 104.2.2, 10.4.2.3,
10.4.2.4, 104.2.5, 10.4.2.6, 10.4.2.7, 10.4.2.8, 10.4.2.9, 10.4.2.10, 10.4.3.1, 10.4.3.2,
10.4.3.3, 10.4.3.4, 10.43.5, 10.4.3.6, 10.4.3.7, 10.4.3.8, 10.4.3.9, 10.4.3.10, 10.4.4.1,
10.4.4.2, 10443, 10.4.4.4, 10.4.4.5, 104.4.6, 10.44.7, 10.4.4.8, 10.4.4.9, 10.4.4.10,
10.4.5.1, 10.4.5.2, 10.4.5.3, 10.4.54, 10.4.5.5, 104.5.6, 10.4.5.7, 10.4.5.8, 10.4.5.9,
10.4.5.10, 10.4.6.1, 10.4.6.2, 10.4.6.3, 10.4.6.4, 10.4.6.5, 10.4.6.6, 10.4.6.7, 10.4.6.8,
10.4.6.9, 10.4.6.10, 10.4.7.1, 10.4.7.2, 10.4.7.3, 10.4.7.4, 10.4.7.5, 10.4.7.6, 10.4.7.7,
10.4.7.8, 10.4.7.9, 10.4.7.10, 10.4.8.1, 10.4.8.2, 10.4.8.3, 10.4.8.4, 10.4.8.5, 10.4.8.6,
10.4.8.7, 10.4.8.8, 10.4.8.9, 10.4.8.10, 10.4.9.1, 10.49.2, 10.4.9.3, 104.9.4, 10.4.95,
10.4.9.6, 10.4.9.7, 10.4.9.8, 10.4.9.9, 10.4.9.10, 10.4.10.1, 10.4.10.2, 10.4.10.3, 10.4.10.4,
10.4.10.5, 10.4.10.6, 10.4.10.7, 10.4.10.8, 10.4.10.9, 10.4.10.10, 10.5.1.1, 10.5.1.2,
10.5.1.3, 10.5.1.4, 10.5.1.5, 10.5.1.6, 10.5.1.7, 10.5.1.8, 10.5.1.9, 10.5.1.10, 10.5.2.1,
10.5.2.2, 10.5.2.3, 10.5.2.4, 10.5.2.5, 10.5.2.6, 10.5.2.7, 10.5.2.8, 10.5.2.9, 10.5.2.10,
10.5.3.1, '10.5.3.2, 10.5.3.3, 10.5.3.4, 10.5.3.5, 10.53.6, 10.5.3.7, 10.5.3.8, 10.5.3.9,
10.5.3.10, 10.5.4.1, 10.54.2, 10.5.4.3, 10.5.4.4, 10.5.4.5, 10.5.4.6, 10.5.4.7, 10.5.4.8,
10.5.4.9, 10.5.4.10, 10.5.5.1, 10.5.5.2, 10.5.5.3, 10.5.5.4, 10.5.5.5, 10.5.5.6, 10.5.5.7,
10.5.5.8, 10.5.5.9, 10.5.5.10, 10.5.6.1, 10.5.6.2, 10.5.6.3, 10.5.6.4, 10.5.6.5, 10.5.6.6,
10.5.6.7, 10.5.6.8, 10.5.6.9, 10.5.6.10, 10.5.7.1, 10.5.7.2, 10.5.7.3, 10.5.7.4, 10.5.7.5,
10.5.7.6, 10.5.7.7, 10.5.7.8, 10.5.7.9, 10.5.7.10, 10.5.8.1,°10.5.8.2, 10.5.8.3, 10.5.8.4,
10.5.8.5, 10.5.8.6, 10.5.8.7, 10.5.8.8, 10.5.8.9, 10.5.8.10, 10.5.9.1, 10.5.9.2, 10.5.9.3,
10.5.9.4, 10.5.9.5, 10.5.9.6, 10.5.9.7, 10.5.9.8, 10.5.9.9, 10.5.9.10, 10.5.10.1, 10.5.10.2,
10.5.10.3, 10.5.10.4, 10.5.10.5, 10.5.10.6, 10.5.10.7, 10.5.10.8, 10.5.10.9, 10.5.10.10,
10.6.1.1, 10.6.1.2, 10.6.1.3, 10.6.1.4, 10.6.1.5, 10.6.1.6, 10.6.1.7, 10.6.1.8, 10.6.1.9,
10.6.1.10, 10.6.2.1, 10.6.2.2, 10.6.2.3, 10.6.2.4, 10.6.2.5, 10.6.2.6, 10.6.2.7, 10.6.2.8,
10.6.2.9, 10.6.2.10, 10.6.3.1, 10.6.3.2, 10.6.3.3, 10.6.3.4, 10.6.3.5, 10.6.3.6, 10.6.3.7,
10.6.3.8, 10.6.3.9, 10.6.3.10, 10.6.4.1, 10.6.4.2, 10.6.4.3, 10.6.4.4, 10.6.4.5, 10.6.4.6,
10.6.4.7, 10.6.4.8, 10.6.4.9, 10.6.4.10, 10.6.5.1, 10.6.5.2, 10.6.5.3, 10.6.5.4, 10.6.5.5,
10.6.5.6, 10.6.5.7, 10.6.5.8, 10.6.5.9, 10.6.5.10, 10.6.6.1, 10.6.6.2, 10.6.6.3, 10.6.6.4,
10.6.6.5, 10.6.6.6, 10.6.6.7, 10.6.6.8, 10.6.6.9, 10.6.6.10, 10.6.7.1, 10.6.7.2, 10.6.7.3,
10.6.7.4, 10.6.7.5, 10.6.7.6, 10.6.7.7, 10.6.7.8, 10.6.7.9, 10.6.7.10, 10.6.8.1, 10.6.8.2,
10.6.8.3, 10.6.8.4, 10.6.8.5, 10.6.8.6, 10.6.8.7, 10.6.8.8, 10.6.8.9, 10.6.8.10, 10.6.9.1,
10.6.9.2, 10.6.9.3, 10.6.9.4, 10.6.9.5, 10.6.9.6, 10.6.9.7, 10.6.9.8, 10.6.9.9, 10.6.9.10,
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10.6.10.1, 10.6.10.2, 10.6.10.3, 10.6.10.4, 10.6.10.5, 10.6.10.6, 10.6.10.7, 10.6.10.8,
10.6.10.9, 10.6.10.10, 10.7.1.1, 10.7.1.2, 10.7.1.3, 10.7.1.4, 10.7.1.5, 10.7.1.6, 10.7.1.7,
10.7.1.8, 10.7.1.9, 10.7.1.10, 10.7.2.1, 10.7.2.2, 10.7.2.3, 10.7.2.4, 10.7.2.5, 10.7.2.6,
10.7.2.7, 10.7.2.8, 10.7.2.9, 10.7.2.10, 10.7.3.1, 10.7.3.2, 10.7.3.3, 10.7.3.4, 10.7.3.5,
10.7.3.6, 10.7.3.7, 10.7.3.8, 10.7.3.9, 10.7.3.10, 10.7.4.1, 10.7.4.2, 10.7.4.3, 10.7.4.4,
10.7.4.5, 10.7.4.6, 10.7.4.7, 10.7.4.8, 10.7.4.9, 10.7.4.10, 10.7.5.1, 10.7.5.2, 10.7.5.3,
10.7.5.4, 10.7.5.5, 10.7.5.6, 10.7.5.7, 10.7.5.8, 10.7.5.9, 10.7.5.10, 10.7.6.1, 10.7.6.2,
10.7.6.3, 10.7.6.4, 10.7.6.5, 10.7.6.6, 10.7.6.7, 10.7.6.8, 10.7.6.9, 10.7.6.10, 10.7.7.1,
10.7.7.2, 10.7.7.3, 10.7.7.4, 10.7.7.5, 10.7.7.6, 10.7.7.7, 10.7.7.8, 10.7.7.9, 10.7.7.10,
10.7.8.1, 10.7.8.2, 10.7.8.3, 10.7.8.4, 10.7.8.5, 10.7.8.6, 10.7.8.7, 10.7.8.8, 10.7.8.9,
10.7.8.10, 10.7.9.1, 10.7.9.2, 10.7.9.3, 10.7.9.4, 10.7.9.5, 10.7.9.6, 10.7.9.7, 10.7.9.8,
10.7.9.9, 10.7.9.10, 10.7.10.1, 10.7.10.2, 10.7.10.3, 10.7.10.4, 10.7.10.5, 10.7.10.6,
10.7.10.7, 10.7.10.8, 10.7.10.9, 10.7.10.10, 10.8.1.1, 10.8.1.2, 10.8.1.3, 10.8.1.4, 10.8.1.5,
10.8.1.6, 10.8.1.7, 10.8.1.8, 10.8.1.9, 10.8.1.10, 10.8.2.1, 10.8.2.2, 10.8.2.3, 10.8.2.4,
10.8.2.5, 10.8.2.6, 10.8.2.7, 10.8.2.8, 10.8.2.9, 10.8.2.10, 10.8.3.1, 10.8.3.2, 10.8.3.3,
10.8.3.4, 10.8.3.5, 10.8.3.6, 10.8.3.7, 10.8.3.8, 10.8.3.9, 10.8.3.10, 10.8.4.1, 10.8.4.2,
10.8.4.3, 10.8.4.4, 10.8.4.5, 10.8.4.6, 10.8.4.7, 10.8.4.8, 10.8.4.9, 10.8.4.10, 10.8.5.1,
10.8.5.2, 10.8.5.3, 10.8.5.4, 10.8.5.5, 10.8.5.6, 10.8.5.7, 10.8.5.8, 10.8.5.9, 10.8.5.10,
10.8.6.1, 10.8.6.2, 10.8.6.3, 10.8.6.4, 10.8.6.5, 10.8.6.6, 10.8.6.7, 10.8.6.8, 10.8.6.9,
10.8.6.10, 10.8.7.1, 10.8.7.2, 10.8.7.3, 10.8.7.4, 10.8.7.5, 10.8.7.6, 10.8.7.7, 10.8.7.8,
10.8.7.9, 10.8.7.10, 10.8.8.1, 10.8.8.2, 10.8.8.3, 10.8.8.4, 10.8.8.5, 10.8.8.6, 10.8.8.7,
10.8.8.8, 10.8.8.9, 10.8.8.10, 10.8.9.1, 10.8.9.2, 10.8.9.3, 10.8.9.4, 10.8.9.5, 10.8.9.6,
10.8.9.7,10.8.9.8,10.8.9.9, 10.8.9.10, 10.8.10.1, 10.8.10.2, 10.8.10.3, 10.8.10.4, 10.8.10.5,
10.8.10.6, 10.8.10.7, 10.8.10.8, 10.8.10.9, 10.8.10.10, 10.9.1.1, 10.9.1.2, 10.9.1.3, 10.9.1 .4,
10.9.1.5, 10.9.1.6, 10.9.1.7, 10.9.1.8, 10.9.1.9, 10.9.1.10, 10.9.2.1, 10.9.2.2, 10.9.2.3,
10.9.2.4, 10.9.2.5, 10.9.2.6, 10.9.2.7, 10.9.2.8, 10.9.2.9, 10.9.2.10, 10.9.3.1, 10.9.3.2,
10.9.3.3, 10.9.3.4, 10.9.3.5, 10.9.3.6, 10.9.3.7, 10.9.3.8, 10.9.3.9, 10.9.3.10, 10.9.4.1,
10.9.4.2, 10.9.43, 10.9.4.4, 10.9.4.5, 10.9.4.6, 10.94.7, 10.9.4.8, 10.9.4.9, 10.9.4.10,
10.9.5.1, 10.9.5.2, 10.9.5.3, 10.9.54, 10.9.5.5, 10.9.5.6, 10.9.5.7, 10.9.5.8, 10.9.5.9,
10.9.5.10, 10.9.6.1, 10.9.6.2, 10.9.6.3, 10.9.6.4, 10.9.6.5, 10.9.6.6, 10.9.6.7, 10.9.6.8,
10.9.6.9, 10.9.6.10, 10.9.7.1, 10.9.7.2, 10.9.7.3, 10.9.7.4, 10.9.7.5, 10.9.7.6, 10.9.7.7,
10.9.7.8, 10.9.7.9, 10.9.7.10, 10.9.8.1, 10.9.8.2, 10.9.8.3, 10.9.8.4, 10.9.8.5, 10.9.8.6,
10.9.8.7, 10.9.8.8, 10.9.8.9, 10.9.8.10, 10.9.9.1, 10.9.9.2, 10.9.9.3. 10.9.9.4, 10.9.9.5,
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10.9.9.6, 10.9.9.7, 10.9.9.8, 10.9.9.9, 10.9.9.10, 10.9.10.1, 10.9.10.2, 10.9.10.3, 10.9.10.4,
10.9.10.5, 10.9.10.6, 10.9.10.7, 10.9.10.8, 10.9.10.9, 10.9.10.10, 10.10.1.1, 10.10.1.2,
10.10.1.3, 10.10.1.4, 10.10.1.5, 10.10.1.6, 10.10.1.7, 10.10.1.8, 10.10.1.9, 10.10.1.10,
10.10.2.1, 10.10.2.2, 10.10.2.3, 10.10.2.4, 10.10.2.5, 10.10.2.6, 10.10.2.7, 10.10.2.8,
10.10.2.9, 10.10.2.10, 10.10.3.1, 10.10.3.2, 10.10.3.3, 10.10.3.4, 10.10.3.5, 10.10.3.6,
10.10.3.7, 10.10.3.8, 10.10.3.9, 10.10.3.10, 10.10.4.1, 10.10.4.2, 10.10.4.3, 10.10.4.4,
10.10.4.5, 10.10.4.6, 10.10.4.7, 10.10.4.8, 10.10.4.9, 10.10.4.10, 10.10.5.1, 10.10.5.2,
10.10.5.3, 10.10.5.4, 10.10.5.5, 10.10.5.6, 10.10.5.7, 10.10.5.8, 10.10.5.9, 10.10.5.10,
10.10.6.1, 10.10.6.2, 10.10.6.3, 10.10.6.4, 10.10.6.5, 10.10.6.6, 10.10.6.7, 10.10.6.8,
10.10.6.9, 10.10.6.10, 10.10.7.1, 10.10.7.2, 10.10.7.3, 10.10.7.4, 10.10.7.5, 10.10.7.6,
10.10.7.7, 10.10.7.8, 10.10.7.9, 10.10.7.10, 10.10.8.1, 10.10.8.2, 10.10.8.3, 10.10.8.4,
10.10.8.5, 10.10.8.6, 10.10.8.7, 10.10.8.8, 10.10.8.9, 10.10.8.10, 10.10.9.1, 10.10.9.2,
10.10.9.3, 10.10.9.4, 10.10.9.5, 10.10.9.6, 10.10.9.7, 10.10.9.8, 10.10.9.9, 10.10.9.10,
10.10.10.1, 10.10.10.2, 10.10,10.3, 10.10.10.4, 10.10.10.5, 10.10.10.6, 10.10.10.7,
10.10.10.8, 10.10.10.9, 10.10.10.10.

Dalsi nazorné piiklady skupin slou¢enin obecného vzorce (B) zahrnuji nasledujici

skupiny sloucenin uvedené niZe. Pokud neni uvedeno jinak, jsou konfigurace vsech atomti

vodiku a substituenti R v nésledujicich skupinach sloucenin definovany u sloucenin

skupiny 1 obecného vzorce (B) vyse.

Skupina 2

Tato skupina zahrnuje slouceniny uvedené v tabulce B majici substituenty R., R,
R? a R* definované v tabulce A, pfiem? substituenty R', R%, R? a R* jsou vazany na
steroidni jadro podle zpisobu popsaného pro slouéeniny skupiny 1 s vyjimkou pfitomné
dvojné vazby v poloze 5-6. TudiZ slouCenina 1.3.1.1 skupiny 2 ma nasleduyjici strukturu

CHj 2

CH3 -ilIBr

HO 0 1.3.1.1.
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Skupina 3

Tato skupina zahrnuje sloueniny uvedené v tabulce B majici substituenty R', R,
R? a R* definované v tabulce A, pfiemzZ substituenty R,RL R aR! jsou vadzany na
steroidni jadro podle zplsobu popsaného pro slouéeniny skupiny 1 s vyjimkou pfitomnych
dvojnych vazeb polohach 1-2- a 5-6. Tudiz sloucenina 2.2.5.1 skupiny 3 ma nasledujici

strukturu
CHg

CHsy

o OH 2.2.51.

Skupina 4

Tato skupina zahrnuje sloudeniny uvedené v tabulce B majici substituenty R', R,
R® a R* definované v tabulce A, pfiGemZ substituenty R', R% R’ a R jsou vazany na
steroidni jadro podle zpisobu popsaného pro slou¢eniny skupiny 1 s vyjimkou pfitomné
dvojné vazby v poloze 1-2. Tudiz slouenina 5.2.7.8 skupiny 4 mé nasledujici strukturu

o}
CHa o)

HyCO OH 5.2.7.8.

Skupina §

Tato skupina zahrnuje slouteniny uvedené v tabulce B majici substituenty R', R?,
R? a R* definované v tabulce A, piitemZ substituenty R', R*, R® a R* jsou vézény na

steroidni jadro podle.zptGsobu popsaného pro sloudeniny skupiny 1 s vyjimkou pfitomné
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dvojné vazby v poloze 4-5. Tudiz sloucenina oznacena 3.5.2.9 skupiny 5 ma nésledujici

strukturu
C.H
CH3; O/\OP e
CH, e
HS OCHs 3.5.2.9.
Skupina 6

Tato skupina zahrnuje slou€eniny uvedené v tabulce B majici substituenty R', R,
R? a R* definované v. tabulce A, piiemz substituenty R', R, R’ a R’ jsou véazany na
steroidni jadro podle zplisobu popsaného pro slouceniny skupiny 1 s vyjimkou pfitomnych
dvojnych vazeb v polohach 1-2 a 4-5. TudiZ slou¢enina oznacena 10,2,7,8 skupiny 6 ma

nasledujici strukturu
CHs

CHs 0

(CH;);C(0)O OH 10.2.7.8.

Skupiny 7-1 az 7-6

Tyto skupiny zahrnuji 6 vySe popsanych skupin slou¢enin s vyjimkou substituentu
R’, ktery je atom vodiku misto methylové skupiny. Tudiz skupina 7-1 ma stejné steroidni
jadro jako skupina 1 vy3e, tzn. neni pfitomna 7adna dvojnd vazba, ale substituent R’ je
atom vodiku. Skupina 7-2 obsahuje stejné steroidni jadro jako skupina 2 vySe, tzn. dvojna

_vazba je pfitomna v poloze 5-6-, ale substituent R’ je atom vodiku. Slougeniny skupin 7-3
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aZ 7-6 maji stejnym zpisobem uréené steroidni jadro. TudiZ sloudeniny skupin 7-1 az 7-6

oznacen€ 1.2.1.9 maji nasledujici struktury

y 0~ || ~CH,CHj
o)
CH3 -atH|Br
HO OH
y 0~ | ~CH,CHj
o]
CHs, ~HiIBr
HO OH
’ 0~ \\ ~CH;CHs
0
CH, ~HBr
HO OH

H 0~ || ~CHZCH;
@

HO OH

slouCenina 1.2.1.9 skupiny 7-1,

sloucenina 1.2.1.9 skupiny 7-2,

sloucenina 1.2.1.9 skupiny 7-3,

sloucenina 1.2.1.9 skupiny 7-4,
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H OTCHZCHs

CHj «lBr

HO OH

sloucenina 1.2.1.9 skupiny 7-5 a

’ o/\o\cHzCH3

CHj ~lBr

HO OH

slou¢enina 1.2.1.9 skupiny 7-6.

Skupiny 8-1 az 8-6

Tyto skupiny obsahuji kazdou sloudeninu oznacenou Cislem ve skupinach 1-6
s vjjimkou substituentu R® z obecného vzorce (B), ktery je misto methylové skupiny -
CH,0H. Slouceniny skupin 8-1 aZ 8-6 maji struktury, které jsou oznadeny stejnym
zpusobem jako slouceniny skupin 1-6 svyjimkou pfitomné -CH,OH skupiny misto
methylové skupiny v poloze substituentu R’. Tyto skupiny jsou oznafeny stejnym
zpusobem jako skupiny 7-1 az 7-6. Tudiz sloueniny skupiny 8-1 a 8-2 oznacené 1.2.1.9

maji nasledujici struktury

CH,OH

0~ || ~CH.CH,
0

CHj| ~utliBr

HO OH

slouéenina 1.2.1.9 skupiny 8-1 a
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0~ | TCH,CH,
0

CH3 "'II”BF

HO OH

Skupiny 9-1 az 9-6

sloucenina 1.2.1.9 skupiny 8-2.

Tyto skupiny obsahuji kazdou slou€eninu ozna¢enou ve skupinach 1-6 s vyjimkou

substituentu R® z obecného vzorce (B), ktery je misto methylové skupiny atomu vodiku.

Slouceniny skupin 9-1 az 9-6 maji struktury, které jsou oznaceny stejnym zplisobem jako u

skupin 7-1 az 7-6 s vyjimkou pfitomného atomu vodiku misto methylové skupiny v poloze

substituentu R®. Tudiz sloudeniny skupiny 9-1 a 9-2 oznadené 1.2.1.9 maji nésledujici

struktury
CH,CH
CH, O/\y 2CH3
H 1B
HO OH
CHq o/\\o\cHZCH3
H -aitBr
HO OH

Skupiny 10-1 az 10-6

slouc¢enina 1.2.1.9 skupiny 9-1 a

slouCenina 1.2.1.9 skupiny 9-2.

Tyto skupiny obsahuji kazdou slou¢eninu oznacenou ve skupinach 1-6 s vyjimkou

substituentu R® z obecného vzorce (1), ktery je misto methylové skupiny ~CH,OH.
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Slougeniny skupin 10-1 az 10-6 maji struktury, které jsou oznafeny stejnym zpusobem
jako skupiny 7-1 az 7-6 s vyjimkou ptitomné —CH,OH skupiny misto methylové skupiny
v poloze substituentu R®. TudiZ slouceniny skupiny 10-1 a 10-2 ozna¢ené 1.2.1.9 maji

nasledujici struktury

CH,CH
CH,0H CHs O/\g\ 2

~ml|Br

HO OH

sloucenina 1.2.1.9 skupiny 10-1 a

0~} ~CHaCHjs
CHs 5

-ulliBr

CH,0H

HO OH

sloucenina 1.2.1.9 skupiny 10-2.

Skupiny 11-1 az 11-10-6

Tyto skupiny obsahuji kaidou slouceninu oznacenou ve skupinich 1 az 10-6,' kde
substituenty R' 1-10 uvedené v tabulce A jsou nahrazeny néasledujicimi substituenty:
1 -0-C(0)-CH,CH,CH,CH;3(-O-C(0)-CH,CH,CH,CH3 nahrazuje -OH, coz je 1
substituent R' v tabulce A)
2 -0-C(0)-CH,CH,CH,CH,CH,CHj3;
3 -0-C(0)-CH,CH,0CH,CHj3
4 -0-C(0)-CH,CH,0CH,CH,0CH,CH;
5 -0-C(0)-CH;,CH;,CH;CH,OCH,CH3
6 -0-C(0)-CH,CH,0CH,CH,CH,CHj3
7 -0-C¢H4Cl
8 -0-Cg¢H;F>
9 -0-Cg¢H4-O(CH,),-0O-CH,CH;
10 -0-C¢H4-C(O)O(CH,)o.9CHj3
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Slou¢eniny skupin 11-1 az 11-6 maji struktury, které jsou oznaleny stejnym
zplsobem jako slou€eniny skupin 7-1 az 7-6 s vyjimkou substituentii 1-10 z tabulky A,
které jsou nahrazeny vyse uvedenymi substituenty 1-10 v poloze substituentu R'. Tudiz

slou€eniny skupin 11-1 a 11-2 oznadené 1.2.1.9 maji nasledujici struktury

0~ W~ CH,CH,
CH, 0

CHj
«Br
CH3(CH,)3C(0)-0 OH
sloucenina 1.2.1.9 skupiny 11-1
CHs 3 o)
- HBr
CH3(CH2)3C(0)-0 ‘ OH

sloucenina 1.2.1.9 skupiny 11-2.

Slouceniny skupin 11-7-1 a 11-7-2 oznadené 1.2.1.9 maji nasledujici struktury

O/“\CH2CH3
H o)
CH ilBr
CH3(CH2)3C(0)-0 OH
slouéenina 1.2.1.9 skupiny 11-7-1,
O/\\\CH2CH3
H 0
CH -HiBr

CH3(CH,)3C(0)-0 OH

slou€enina 1.2.1.9 skupiny 11-7-2.

SlouCeniny skupin 11-8-1 a 11-8-2 oznacené 1.2.1.9 maji nasledujici struktury
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CH,OH
0~ 1~ CH.CH;
)
CH -l[Br
CH3(CH,)sC(0)-0 OH
slou¢enina 1.2.1.9 skupiny 11-8-1,
CH,OH
0~ T CH,CH;
0
CH -uiBr
CHa(CH,)3C(0)-C OH

slou¢enina 1.2.1.9 skupiny 11-8-2.

Skupiny 12-1 az 12-10-6

Tyto skupiny obsahuji kazdou slouéeninu oznadenou ve skupinach 1 az 10-6, kde
substituenty R' 1-10 uvedené v tabulce A jsou nahrazeny nasledujicimi substituenty:
1 -O-P(0)(0)-OCH,CH(CH;)CH3(-0-P(0)(0)-OCH,CH(CH;3)CH3 nahrazuje -OH, |
coZ je 1 substituent R' v tabulce A)
-0-P(0)(0)-OCH,CH,CH,CH,CHj3
-0-P(0)(0)-OCH,CH,CH,CH,CH,CHj3
-0-P(0)(0)-OCH,CH,CH(CH,CH,)CH;
-0-CH,CH,CH,CH,CH,CHj3
-0-C,H;
-O-CH,CH,CHj;
-0-CH,CH,CH,CHj3
-O-CH(CH;)CHCH3
-O-C(CH:);

O 0 939 O n A W N

—
[
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Skupiny 13-1 az 13-10-6

Tyto skupiny obsahuji kazdou slou¢eninu oznacenou ve skupinach 1 az 10-6, kde
substituenty R' 1-10 uvedené v tabulce A jsou nahrazeny nasledujicimi substituenty:
1 -0-(CH;)4CHj3 (-O-(CH;)4CHj3 nahrazuje -OH, coZ je 1 substituent R! v tabulce A)
-O-C(0O)-NH,
-O-C(O)-NHCH;3
-O-C(0O)-NHC,Hj5
-0-C(0O)-NHCH,CH,CHj;
-O-C(0)-NHCH,CH,0OCH,CHj
-0-C(0)-CH3
-0-C(0)-C,Hs
-0-C(0)-CH,CH,CH3
-0-C(0)-CH,CH,CH,CHj3

O 0 N1 N W R W

—
o

Skupiny 14-1 az 14-10-6

Tyto skupiny obsahuji kazdou slou¢eninu oznacenou ve skupinach 1 az 10-6, kde
substituenty R' 1-10 uvedené v tabulce A jsou nahrazeny nasledujicimi substituenty:
1 -O-CH>CeHs
-O-CH,C¢Hs
-O-CH,C¢H4OCH;

-O-CH,C¢H4OCH;
-O-CH,C¢H4F
-O-CH,C¢H4F
-O-CH,C¢H3(OCHjs),
-O-CH,C¢H3(OCHs),
-0-CH,CsH4OCH,CH;3;
-0-CH,C¢H4OCH,CH;

e - TV L S VS N S ]

—
o

Skupiny 15-1 az 15-10-6

Tyto skupiny obsahuji kazdou slou¢eninu oznac¢enou ve skupinich 1 az 10-6, kde

substituenty R' 1-10 uvedené v tabulce A jsou nahrazeny nasledujicimi substituenty:
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-0-C(0)-CH,CH,NH, (-0-C(0)-CH,CH,NH, nahrazuje -OH, cozZ je 1 substituent
R! v tabulce A)

-0-C(0)-CH,CH,CH,NH,

-0-C(0)-CH,0H

_0-C(0)-CH,CH,0H

-0-C(0)-CH,CH,CH,0H

-0-C(0)-CH,SH

-0-C(0)-CH,CH,SH

-0-C(0)-CH,CH,CH,SH
-0-5(0)(0)-0-CH,-CH(O-C(0)-OH)-CH,-0-C(0)-C,Hs
-0-P(0)(0)-0-CH,-CH(O-C(0)-OH)-CH,-0-C(0)-C,Hs

Skupiny 16-1 az 16-10-6

Tyto skupiny obsahuji kazdou sloueninu oznacenou ve skupinach 1 az 10-6, kde

substituenty R! 1-10 uvedené v tabulce A jsou nahrazeny nasledujicimi substituenty:
-0-C(0)-A4-NH,, kde A4-NH, je alkylovd skupina majici 4 atomy uhliku
substituovana -NH, (-0-C(0)-A4-NH,, nahrazuje -OH, coz je 1 substituent R' v tabulce

1

A)
2

-0-C(0)-A6-NH,, kde A6-NH, je alkylovd skupina majici 6 atomu

substituovana -NH,

-0-C(0)-A8-NH,, kde A8-NH, je alkylova skupina majici 8 atomu

3

substituovana -NH;

-0-C(0)-A4-OH, kde A4-OH je alkylovad skupina majici 4 atomy

4

substituovana -OH nebo —O-

-O0-C(0)-A6-OH, kde A6-OH je alkylova skupina majici 6 atomi

5

substituovana -OH nebo —O-

-0-C(0)-A8-OH, kde AS8-OH je alkylova skupina majici 8 atomi

6

substituovana -OH nebo —O-

7
8
9
10

-0-5(0)(0)-0-CH,-CH(0-C(0)-OH)-CH,-0-C(0)-C3Hy
-0-P(0)(0)-0-CH,-CH(0-C(0)-OH)-CH,-0-C(0)-C;Hy
-0-5(0)(0)-0-CH,-CH(O-C(0)-OH)-CH,-0-C(0)-C4Hy
-0-P(0)(0)-0-CH,-CH(O-C(0)-OH)-CH,-0-C(0)-CsHs

uhliku

uhliku

uhliku

uhliku

uhliku
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Skupiny 17-1 az 17-10-6

Tyto skupiny obsahuji kazdou slougeninu oznagenou ve skupinach 1 az 10-6, kde
substituenty R' 1-10 uvedené v tabulce A jsou nahrazeny nasledujicimi substituenty:
1 -0-S(0)(0)-0-CH,-CH(O-C(0)-OH)-CH,-0-C(0)-C¢Hi3
-0-P(0)(0)-0-CH,-CH(O-C(0)-OH)-CH,-0O-C(0)-C¢H 3
-0-S(0)(0)-0-CH;,-CH(O-C(0)-OH)-CH,-0-C(0)-CsH7
-0-P(0)(0)-0-CH,-CH(O-C(0O)-OH)-CH,-0O-C(0)-CsH7
-0-S(0)(0)-0-CH,-CH(O-C(0)-OH)-CH;-0-C(0)-CH,CsH,OH
-0-P(0)(0)-0-CH,-CH(O-C(0)-OH)-CH,-0-C(0)-CH,CsH,OH
-0-S(0)(0)-0-CH,-CH(0O-C(0)-OH)-CH,-0-C(0)-CH,C3HsOH
-0-P(0)(0)-0-CH,-CH(O-C(0)-OH)-CH,-0-C(0)-CH,C3HsOH
-0-S(0)(0)-0-CH,-CH(O-C(0)-OH)-CH,-0-C(0)-CH,C;H,4OH
-0-P(0)(0)-0-CH,-CH(0O-C(0)-OH)-CH,-0-C(0)-CH,C;H4OH

O 0 N N n AW N

—
o

Skupiny 18-1 az 18-10-6

Tyto skupiny obsahuji kaZdou slougeninu oznatenou ve skupinach 1 az 10-6, kde
substituenty R* 1-10 uvedené v tabulce A jsou nahrazeny nésledujicimi substituenty:
-0O-C(O)CH,NH;

-O-C(O)C(CH3)H-NH,
-O-C(O)C(CH,C¢Hs)H-NH,
-0-C(0)-O-NHC(CH;)H-CO,H
-0-C(0)-O-NH(CH,C¢Hs)H-CO,H
-0-C(0)-CF3

-O-C(0)-CH,CF;
-0-C(0)-(CH)3CF3

10 -O-C(0)-(CH,)sCHj3

p—

O 00 0 W AW

Skupiny 19-1 a7 19-10-6

Tyto skupiny obsahuji kazdou slou¢eninu oznacenou ve skupinach 1 az 10-6, kde

substituenty R* 1-10 uvedené v tabulce A jsou nahrazeny nasledujicimi substituenty:
1 -0-C(0)-O-CH3
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-0-C(0)-0-CH,CH;
-0-C(0)-0-C;H;
-0-C(0)-0-C4H,
-0-C(0)-0-CsH)3
-0-C(0)-0-CeHs
-0-C(0)-0-C¢H,0H
-0-C(0)-0-CsH,0CH;
-0-C(0)-0-CsH4OCH,CHs
-0-C(0)-0-CgHF

O 0 9 N AW

—t
o

Skupiny 20-1 az 20-10-6

Tyto skupiny obsahuji kazdou slou¢eninu oznacenou ve skupindch 1 az 10-6, kde
substituenty R* 1-10 uvedené v tabulce A jsou nahrazeny nasledujicimi substituenty:
1 -O-C(0)-S-CH;

-O-C(0)-S-CH,CHj3;
-0-C(0)-S-C3H,
-O-C(0)-S-C4Hy
-0-C(0)-S-CeH;3
-O-C(0)-S-CgHs
-O-C(0)-S-C¢H4sOH
-0-C(0)-S-C¢H4OCH3
-O-C(0)-S-C¢H4OCH,CH;
-O-C(0)-S-C¢H4F

O 0 NN N B W N

p—
o

Skupiny 21-1 az 21-10-6

Tyto skupiny obsahuji kaZzdou slou€eninu oznacenou ve skupinach 1 az 10-6, kde

substituenty R* 1-10 uvedené v tabulce A jsou nahrazeny nasledujicimi substituenty:

1 -0-C(S)-0-CH;

2 -0-C(S)-0-CH,CH;
3 SH

4 =S
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-0-C(S)-0-C¢Hi3
-0-C(0)-0-CH,C¢Hs
-0-C(0)-0-CH,CsH,OH
-0-C(0)-0-CH,C¢H4OCH;
-0-C(0)-0-CH,C¢H4OCH,CHjs
10 -0-C(0)-0-CH,C¢H4F

O 0 3 N W

Skupiny 22-1 a7 22-10-6

Tyto skupiny obsahuji kazdou slou¢eninu oznacenou ve skupindch 1 az 10-6, kde
substituenty R? 1-10 uvedené v tabulce A jsou nahrazeny nasledujicimi substituenty:
1 -0-C(S)-0-CH3
-0-C(S)-O-CH,CH3
-0-C(S)-0-CsH;

-0-C(5)-0-C4Hy -
-O-C(S)-0-CgH3
-0-C(0)-0-CH,CsHs5
-0-C(0)-0-CH,CsH4sOH
-0-C(0)-0-CH,CsH4sOCH3
-0-C(0)-0-CH,C¢H4OCH,CH3
-0-C(0)-0-CH,CsH4F

O 00 NN N L R W

—
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Skupiny 23-1 az 23-10-6

Tyto skupiny obsahuji kaZzdou slouceninu oznadenou ve skupinach 1 az 10-6, kde
substituenty R® 1-10 uvedené v tabulce A jsou nahrazeny nésledujicimi substifuenty:
1 -0-C(S)-0-CHj3
-0-C(S)-0-CH,CH3;
-0-C(S)-0-C;H;
-0-C(S)-0-C4Ho
-0-C(S)-0-C¢Hy3
-0-C(0)-0-CH,C¢Hs
-0-C(0)-0-CH,CsH4OH

NN AW N
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8  -0-C(0)-0-CH,C¢H:OCH;,
9  -0-C(0)-0-CH,C¢HsOCH,CH;
10 -0-C(0)-O-CH,C¢H4F

Skupiny 24-1 az 24-10-6

Tyto skupiny obsahuji kazdou slouc¢eninu oznacenou ve skupinach 1 az 10-6, kde
substituenty R? 1-10 uvedené v tabulce A jsou nahrazeny nasledujicimi substituenty:
1 -0-C(0)-0-CgHs
-0-C(0)-0-C¢H4OCH;3
-SH
=S
-0-CHR*-C(0)-OR?

-O-CHR*-C(0)-R*”
-0-CHR*-C(0)-N(R%),
-O-CHR™-C(0)-NHR*
-O-CHR™-C(0)-NH;,
-O-CHR*-C(0)-OCgHs

O 0 N1 N AW N

,_.
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Skupiny 25-1 az 25-10-6

Tyto skupiny obsahuji kazdou slouc¢eninu oznacenou ve skupinach 1 az 10-6, kde
substituenty R> 1-10 uvedené v tabulce A jsou nahrazeny nésledujicimi substituenty:
1 -0-C(0)-0-CeHs
-0-C(0)-0-C¢H4OCH;

-SH

=S
-0-CHR*-C(0)-OR*
-O-CHR*-C(0)-R®
-0-CHR*-C(0)-N(R%?),
-O-CHR*-C(0)-NHR?
-O-CHR*-C(O)-NH;
-O-CHR*-C(0)-OC¢Hs

O R0 N N AW

]
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Skupiny 26-1 az 26-25-10-6

Tyto skupiny obsahuji kaZzdou slou¢eninu oznacenou ve skupinach 1 az 25-10-6,
pfi¢em? substituent R’ v obecném vzorci (B) je -O- misto -CH»-. Tudiz slou¢eniny 26-1 a

26-2 oznalené 1.2.5.9 maji nasledyjici struktury

C

H;
0=\ ~CH,CH;
o)

CHs,
0]
HO OH
slou€enina 1.2.5.9 skupiny 26-1 a
CHs
0\ CH,CH,
o)
CH;
O
HO OH

sloucenina 1.2.5.9 skupiny 26-2.

Slouceniny skupin 26-8-1 a 26-8-2 oznacené 1.2.5.9 maji nasledujici strukturu

CH,0OH

0~ || ~CH,CH,
o)

CH,
o}
HO OH
sloucenina 1.2.5.9 skupiny 26-8-1 a
CH,OH
0~ \| " CH,CH,
0
CH,
0]
HO OH

sloucenina 1.2.5.9 skupiny 26-8-2.
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Slouceniny skupin 26-11-1 a 26-11-2 oznacené 1.2.5.9 maji nasledujici strukturu

0~ \ ~CH,CH;y
cHa )

CH,
0]
CHy(CH,);C(0)-0 OH
slou€enina 1.2.5.9 skupiny 26-11-1
cn, 07 W CHaCH;
CHs 3 0

O

CH3(CH,)3C(0)-0 OH

slouenina 1.2.5.9 skupiny 26-11-2.

Skupiny 27-1 az 27-25-10-6

Tyto skupiny obsahuji kazdou sloueninu oznaéenou ve skupinach 1 az 25-10-6,
pii¢emZ substituent R® v obecném vzorci (B) je -O- misto-CH,-. Tudiz slou¢eniny 27-1 a

27-2 oznacené 1.2.5.9 maji nasledujici struktury

C

Hg
0~ \| " CH,CHj
O
0
CH,
HO OH
slou¢enina 1.2.5.9 skupiny 27-1 a
CHs
O/“\CH2CH3
O
O
CH,
HO OH

sloucenina 1.2.5.9 skupiny 27-2
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Slouceniny skupin 27-8-1 a 27-8-2 oznacené 1.2.5.9 maji nasledujici struktury

CH,OH
0~ | "CHCHjs
)
0
CH,
HO OH !
sloucenina 1.2.5.9 skupiny 27-8-1 a
CH,OH
0~ | T"CH,CH,
O
0
CHs
HO OH

slouCenina 1.2.5.9 skupiny 27-8-2.
Sloudeniny skupin 27-11-1 a 27-11-2 oznadené 1.2.5.9 maji nasledujici struktury
CH3 O/\chcha

CHa
O
CH;3(CH,)3C(0)-0 OH
sloucenina 1.2.5.9 skupiny 27-11-1 a
CH; 3 o
o]
CH3(CH,)3C(0)-0 OH

slouéenina 1.2.5.9 skupiny 27-11-2.

Skupiny 28-1 az 28-25-10-6

Tyto skupiny obsahuji kazdou slouceninu oznafenou ve skupinach 1 az 25-10-6,
pii¢emz substituent R’ v obecném vzorci (B) je -O- misto-CH,- a v poloze 1-2 neni

pfitomna dvojna vazba. TudiZ zde nejsou napt. skupiny 28-3, 28-4, 28-6, 28-8-3, 28-8-4
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nebo 28-8-6, ponévadz je v téchto slouceninach dvojna vazba poloze 1-2 a atom kysliku
kruhu v poloze 2 by mohl byt nabity. Slouceniny 28-1, 28-2 a 28-5 oznacené 1.2.5.9 maji

nasledujici struktury

CH

3
O/\PCHch:;
0]

CH,
o)
HO OH
slouCenina 1.2.5.9 skupiny 28-1 a
CH,
0~ | ~CH,CH;
0
CH,
0]
HO OH
sloucenina 1.2.5.9 skupiny 28-2
CH,
0~ \| ~CH,CH;
0
CH;
0
HO = OH

slou¢enina 1.2.5.9 skupiny 28-5.
Slouceniny skupin 28-8-1 a 28-8-2 oznacené 1.2.5.9 maji nasledyjici struktury

CH,OH

0~ \| ~CH,CH;
o)

CHy

HO OH

slou¢enina 1.2.5.9 skupiny 28-8-1 a
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CH,0H

0~ \| " CH,CH;
0

CH,

HO OH
sloucenina 1.2.5.9 skupiny 28-8-2.

Slouceniny skupin 28-11-1 a 28-11-2 oznacené 1.2.5.9 maji nasledujici struktury

0\ " CH,CH,
CHy %

CHs

0

CH3(CH,)2C(0)-0 OH
slou¢enina 1.2.5.9 skupiny 28-11-1
cH 0~ W CH,CH,
CHs 30

o)

CH3(CH,)3C(0)-0 OH

sloudenina 1.2.5.9 skupiny 28-11-2.

Skupiny 29-1 az 29-25-10-6

Tyto skupiny obsahuji kazdou slou€eninu oznacenou ve skupinach 1 az 25-10-6,
pfidem? substituent R’ je -NH- misto-CH,-. Slouceniny jsou oznaeny podle zpilisobu

popsaného pro skupiny 26-1 az 26-25-10-6.

Skupiny 30-1 az 30-25-10-6

Tyto skupiny obsahuji kazdou slou€eninu oznacenou ve skupinach 1 az 25-10-6,
ptitemz substituent R® je -NH- misto-CHa-. Sloudeniny jsou oznaeny podle zptisobu

popsaného pro skupiny 26-1 az 26-25-10-6.
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Skupiny 31-1 az 31-25-10-6

Tyto skupiny obsahuji kazdou slou¢eninu oznacenou ve skupinach 1 az 25-10-6,
pii¢emz substituent R’ je -NH- misto -CH,- a v poloze 1-2 neni Zadna dvojna vazba. Tudiz
zde nejsou napf. skupiny 31-3, 31-4, 31-6, 31-8-3, 31-8-4 nebo 31-8-6. Slouceniny jsou
oznadeny podle zpisobu popsaného pro skupiny 26-1 az 26-25-10-6.

Skupiny 32-1 az 32-25-10-6

Tyto skupiny obsahuji kazdou slou€eninu ozna¢enou ve skupinach 1 az 25-10-6,
piitemz dva ze substituentii R’ R* a R? jsou nezavisle -NH-, -O- nebo -S- misto -CHp-.

Slougeniny jsou oznaceny podle zpiisobu popsaného pro skupiny 26-1 az 26-25-10-6.

Skupiny 33-1 az 33-25-10-6

Tyto skupiny obsahuji kazdou slou¢eninu oznagenou ve skupinach 1 az 25-10-6,
pticemz kazdy ze substituentl R’, R® a R’ je nezavisle -NH-, -O- nebo -S- misto -CH,-.

Slougeniny jsou oznageny podle zpiisobu popsaného pro skupiny 26-1 az 26-25-10-6.

Skupiny 34-1 a7 34-25-10-6

Tyto skupiny obsahuji kazdou slou€eninu oznacenou ve skupinach 1 az 25-10-6,
pii¢emZ substituent R’ je -S- misto-CH,-. Sloudeniny jsou oznadeny podle zplisobu

popsaného pro skupiny 26-1 az 26-25-10-6.

Skupiny 35-1 az 35-25-10-6

Tyto skupiny obsahuji kazdou slou€eninu oznacenou ve skupinach 1 az 25-10-6,
pfi¢emZ substituent R® je -S- misto -CH,-. Slouceniny jsou oznadeny podle zpiisobu

popsaného pro skupiny 26-1 az 26-25-10-6.

Skupiny 36-1 az 36-25-10-6

Tyto skupiny obsahuji kazdou slou€eninu oznacenou ve skupinach 1 az 25-10-6,

pfidemz substituent R’ je -S- misto -CHa- a v poloze 1-2 neni Zadna dvojna vazba. Tudiz
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zde nejsou napf. skupiny 36-3, 36-4, 36-6, 36-8-3, 36-84 nebo 36-8-6. Slouceniny jsou
oznaceny podle zpiisobu popsaného pro skupiny 26-1 az 26-25-10-6.

Skupiny 37-1 az 37-25-10-6

Tyto skupiny obsahuji kazdou slouceninu oznaCenou ve vSech vySe popsanych
skupinach 1 aZ 36-25-10-6, pficemZ substituent R' neni divalentni, napf. neni =0, a ma

a-konfiguraci misto f-konfigurace, jak je uvedeno v obecném vzorci (B).

Skupiny 38-1 a7 38-25-10-6

Tyto skupiny obsahuji kazdou slouceninu oznacenou ve vSech vySe popsanych
skupinach 1 az 36-25-10-6, pfiCemZ substituent R? neni divalentni, napf. neni =0, a ma

a-konfiguraci misto B-konfigurace, jak je uvedeno v obecném vzorci (B).

Skupiny 39-1 az 39-25-10-6

Tyto skupiny obsahuji kazdou slouceninu oznacenou ve vsech vy$e popsanych
skupinach 1 az 36-25-10-6, pricem substituent R neni divalentni, napf. neni =0, a m4

B-konfiguraci misto a-konfigurace, jak je uvedeno v obecném vzorci (B).

Skupiny 40-1 az 40-25-10-6

Tyto skupiny obsahuji kazdou slouceninu oznacenou ve vsech vySe popsanych
skupinach 1 az 36-25-10-6, pfi¢emz substituent R* neni divalentni, napf. neni =0, a ma

o-konfiguraci misto $-konfigurace, jak je uvedeno v obecném vzorci (B).

Skupiny 41-1 az 41-25-10-6

Tyto skupiny obsahuji kazdou sloudeninu oznatenou ve vSech vy$e popsanych
skupinach 1 az 36-25-10-6, pfi¢em? substituenty R* a R* nejsou divalentni, nap¥. nejsou

=0, a maji a-konfiguraci misto B-konfigurace, jak je uvedeno v obecném vzorci (B).
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Skupiny 42-1 az 42-25-10-6

Tyto skupiny obsahuji kaZzdou slouceninu oznafenou ve vSech vySe popsanych
skupindch 1 az 36-25-10-6, pfiemZ za pfedpokladu, Ze v poloze 5 je atom vodiku, mé
B-konfiguraci misto a-konfigurace, jak je uvedeno v obecném vzorci (B).

Kterdkoliv ze slouenin nebo obecnych sloucenin, které jsou oznaceny
v jednotlivych skupinich 1 aZz 42-25-10-6, je vhodné pro pouziti ve zpisobech podle
ptedloZzeného vynalezu.

V néktervch provedenich mé jeden nebo vice ze substituenti RI-R6, R R R a
R' nezavisle struturu(y) a/nebo nezavisle zahrnuje oznadené slouceniny, atom vodiku,
-OH, =0, -SH, =S, -NH,, -CN, -Nj, halogen, =CH,, =NOH, =NOC(O)CHj3, -C(0)-CHs,
-C(0)-(CH,)1.4-CH3, -CCH, -CCCHj;, -CH=CH,, -CH=CH,CH3, -O-C(0)-(CH2)m-(CF2)a-
CH;, -0-C(0)-(CHy)n~(CFp)-CF3, -O-C(0)-(CHy)-(CF,)y-CHyF, -O-C(0)-O-(CH2)m-
(CF2)p-CHs, -O-C(0)-O-(CHy)n~(CF2)p-CF3, -O-C(0)-O(CH2)m-(CF2)a-CHyF, -O-C(O)-
NH-(CH3)~(CF2),-CHs,  -O-C(O)-NH-(CH2)-(CF2)o-CF3, -O-C(O)-NH-(CH2)m-(CF2)n-
CH,F(kde index m je 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9 nebo 10, indexn je 0, 1,2,3,4,5,6,7,8,9
nebo 10, obvykle index n je 0), -CH(CHjs)-(CH,),-C(O)NH-CH,COOH, -CH(CHs)-
(CH1),C(O)NH-CH,SO3H, -OSi(CH3),C(CH;);, -C(OH)=CHCH3, =CH(CH2)o.15CHa,
-(CHz)o.14CH,F, -(CH2)0.14CHLC, -(CH2)o-14CH,Br, -(CH2)0-14CHal,
-(CH2)2-10-O-(CH3)-4CH3, -(CH2)2-10-S-(CH2)0-4CHs, -(CHz)2-10-NH-(CHy)04CH3,
-0-(CHa)o-14CH,F, -Oj(CHz)o-MCHzCl, -0-(CHy)0-14CH,Br,  -O-(CHy)o.14CHal,
-O-(CH2)2-10-0-(CH)04CHjs, -O-(CHa)2-10-S-(CH2)0-4CH3, -O~(CHz)2-10-NH-(CHa)0-4CHs,
-0-C(0)-(CH2)g.1sCHyF, -O-C(0)-(CHy)o.14CH,Cl,  -0-C(0)-(CH2)0.14CH2Br, -0-C(O)-
(CH2)o.14CHal, -0-C(0)-(CH2)2.10-0O-(CH,)04CHj3, -O-C(O)-(CHy)z-10-S-(CH2)04CHj3, -O-
C(0)-(CHy)2-10-NH-(CH,)p.4CH3, -O-C(S)-(CHa)o-14CH,F, -O-C(S)-(CHZ)O-MCHZCL -O-
C(S)-(CH3)0.14CH;,Br, -O-C(S)-(CH2)0-14CHal, -O-C(S)-(CH>)2.10-O-(CH2)04CH3, -O-C(S)-
(CH2)2-10-S-(CH1)04CHs, -O-C(S)-(CH3)2.10-NH-(CH2)04CH3, -(CH3)0.16NH2, -(CHa)o.
15CH3, -(CHa)o-15CN, -(CH2)o.1sCH=CHy, -(CHz)o.1sNHCH(O),
-(CH2)0.16NH-(CH2)0.15CHs, <(CH2)0-15CH, -(CH2)0-150C(O)CH3, -(CHz)o.1sOCH(OH)CHs,
~(CHz)0-15C(0)OCH3, ~(CH2)0-15C(0)OCH,CHs, -(CH2)0.15C(O)(CHz)o-15CH,
~(CH2)0-15C(O)(CHy)o.1sCH,0H,  -O(CHy)1.16NHz,  -O(CHp)1.15CH;z,  -O(CHy)1.15CN,
-O(CH2)1.15CH=CHo, -O(CH2)1.1sNHCH(O), -O(CHy)1.16NH-(CHz)1.15CHs,
-O(CH2),.15CCH. -O(CH3);.150C(O)CH3, -O(CHa);.1sOCH(OH)CH3, -O(CHy)-
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1sC(0)OCH3,  -O(CHy)1.1sC(O)OCH,CH;,  -O(CH3)1.15C(O)(CHz)o.15CH3,  -O(CHo):-
15C(0)(CHy)o.1sCH0H, -OC(O)(CHy)1.16NHz, -OC(O)(CH2)1.15CH3, -C(O)O(CH2)1.15CN,
-C(0)O(CH,);.1sCH=CHj,, -OC(O)(CHy);.1sNHCH(O), -OC(O)(CH2)-16NH-(CH2)1.15CHs,
-OC(O)(CHy)1.1sCCH,  -OC(0)(CH2);.1s0C(0)CH3,  -OC(0)(CH3)1.1sOCH(OH)CHs,
-OC(O)(CHz)1.1sC(0)OCH3, -OC(0)(CH2)1.15C(0)OCH,CHs, -OC(O)(CHy)1-
15C(O)(CH2)0-15CH3, -OC(0)(CH,)1.15C(O)(CH2)0.1sCH,OH, fosfoenolpyruvat,
D-glukosamin, glucholovou kyselinu, glukuronovou kyselinu, pantothenovou kyselinu,
pyrohroznovou kyselinu, glukosu, fruktosu, manosu, sacharosu, laktosu, fukosu, rhamnosu,
galaktosu, ribosu, 2'-deoxyribosu, 3'-deoxyribosu, glycerol, 3-fosfoglycerat a PEG (PEG
20, PEG 100, PEG 200, PEG 10000), a polymer na bazi polyoxyalkylenové skupiny,
glycin, alanin, fenylalanin, threonin, prolin, 4-hydroxyprolin nebo oligonukleotid nebo
analog, ktery obsahuje 4 aZ 21 monomert.

Pokud je substituent oligonukleotid nebo polymer, obvykle pouze jeden z nich je
vazan na slougeninu obecného vzorce (1). Typicky, pokud substituenty R'-R? a R*R®
obsahuji jeden nebo vice t&chto substituentli (nebo jiné zde popsané), méa substituent
B-konfiguraci, zatimco substituent R typicky obsahuje substituent v PB-konfiguraci.
V nékterych provedenich mé substituent R? a-konfiguraci.

V néktervch provedenich zahrnuje jeden nebo vice substituenti R'-R® R'%, R", R
a R'® nukleosid, nukleotid, oligonukleotid nebo analog jakékoliv této skupiny. Typicky
jsou tyto skupiny (&sti) pripojeny na steroidni jadro, pokud hydroxylova, thiolova,
acylova &ast nebo amin jsou v této poloze, pres terminalni hydroxylovou, thiolovou,
acylovou ¢ast nebo amin v polohach 5°, 3" nebo 2'. Pro oligonukleotidy a analoga
oligonukleotidii je vazba na steroid ob&as pfes cukernou hydroxylovou skupinu ve vnitini
poloze 2.

Analoga fosfodiesterovych vazeb zahrnuji fosfothiodtové vazby a jiné, jeZ jsou
popsany v citovanych odkazech. Oligonukleotidové kopulaéni skupiny oznacuji jakoukoliv
&ast vhodnou pro vytvoteni fosfodiesterové vazby nebo fosfodiesterové vazby u analoga
mezi sousednimi nukleotidy nebo jejich analogy. Vhodné skupiny oligonukleotidové
kopulaéni skupiny zahrnuji —~OH, H-fosfonat, alkylfosfonamidaty nebo fosforamidaty,
napf. B-kyanoethyl-fosforamidat, N, N-diizopropylamino-f3-kyanoethoxyfosfin a jin€, které
jsou popsany v citovanych odkazech. Vhodné purinové a pyrimidinové béaze zahrnuji
adenin, guanin, cytosin, thymin, uracil a a jiné, které jsou popsany v citovanych odkazech.

Vhodné nukleosidy, nukleotidy, oligonukleotidy a jejich analoga byly popsany napf.
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v patentech US ¢. 4725677, 4973679, 4997927, 4415732, 4458066, 5047524, 4959463,
5212295, 5386023, 5489677, 5594121, 5614622, 5624621; a PCT piihlaSky vynalezu
zvefejnéné pod & WO 92/07864, WO 96/29337, WO 97/14706, WO 97/14709, WO
97/31009, WO 98/04585 a WO 98/04575, viechny jsou zde uvedeny jako odkaz.
Sloudeniny obecného vzorce (1), napt. uvedené v jakékoliv skupiné sloucenin 1 aZ 42-25-
10-6, jsou vhodné pro vytvofeni vazby s oligonukleotidy modulaci lipofility
oligonukleotid® nebo transportem nebo permeaci oligonukleotidu do bunék. Tyto vazby
mohou byt biologicky labilni, a tudiz usnadiiovat uvolnéni steroidu z oligonukleotidu,
jakmile se konjugat dostane do buriky.

V tabulce 2 jsou uvedeny tyto a dalsi nazorné piiklady skupin (Casti), které mohou
jeden nebo vice substituentl R'-R®, R!® R'S, R' a R'® nezavisle obsahovat. Pr oznaluje
chranici skupinu. Tyto skupiny (Casti) jsou asto vazany do polohy jednoho nebo vice
substituentd R', R* a R*, obvykle do jedného nebo dvou z téchto poloh. V strukturch
s vice neZ jednou uvedenou prom&nnou skupinou, napf. X ve struktufe A3 nebo A3, je

kazda skupina (¢ast) nezavisle vybrana.
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X = H, F, Cl, Br. NO,, OCH,. OC,H;, CN

A3

o)
=\ X
NS A
OJ\@)(

X = H, F, Cl, Br, NO,, OCH;. OC,H;. CN

— AS

\O)k@x
/

\ |25

X
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X = F, CL Br, NO,, OCH;, OC,Hs, CN

o A2
\O/H/)cm
n

n=1,2,3.4,5,6

o Ad
~ OJ\Q/)C’%
n

n=01,2,3,45.6

‘A6
0
/U\/OWCOZX
0
X=H,Pr

Typické obaly pro skladovéni ptipravka a formulaci podle ptedloZzeného vynalezu

budou limitovat mnoZstvi vody, které prosakuje k obsazenému materidlu. Typicky jsou

formulace baleny do hermeticky nebo indukéné uzavienych baleni. Obaly jsou obvykle

induk¢né uzavieny. Charakteristiky permeace vody do oballi byly popsany napi. v

Containers--Permeation, chapter, USP 23 < 671 > , United States Pharmacopeial

Convention, Inc., 12601 Twinbrook Parkway, Rockville, MD 20852, : 1787 et seq, (1995).

Bylo popsano pouziti sloudenin obecného vzorce (A) pro oSetfeni urcitych

onemocnéni, napt. infekci, napf. malarie, HCV nebo infekce mikroortanizmem rodu

Cryptosporidium. Slou¢eniny obecného vz

orce (A) maji nasledujici strukturu



(A)

b

kde Q; je -C(Ry):- nebo -C(0)-; Q2 je -C(Ri)-, -C(Ry) (Y)-, -C(Y)- nebo -CHz-CHa-; Q3 je
atom vodiku nebo -C(R))s-; Q4 je -C(R}),-, -C(O)-, hydroxyvinylidin (-CH(CH=CHOH)-)
nebo methylmethvlen (-CH(CH)s-); Qs je -C(R),- nebo -C(O)-;

X a Y jsou nezavisle -OH, atom vodiku, niz§i alkylovd skupina (napt. Ci.calkylova
skupina), -O-C(0)-Rs, -C(0O)-ORs, halogen (tzn., -F,-CL,-Br nebo -I) nebo =O; kazdy
substituent R; je nezavisle atom vodiku, -F, -Cl, -Br, -1, -OH, C.salkoxy skupina nebo C;.
calkylova skupina; R? je atom vodiku, -OH, -F, -Cl, -Br, -I, C,salkylova skupina, C;.
calkoxy- skupina. -OR’, ester (napt. -O-C(O)-R4 nebo -C(0)-O-Ry), thioester (napi. -O-
C(S)-R4 nebo -C(S)-O-Ry), thioacetalova skupina (napi. -S-C(O)-R4 nebo -C(O)-S-Rs),
sulfatovy ester (napf. -O-S(O)(O)-O-R4), sulfonatester (napf. -0O-S(0)-O-Rs) nebo
karbamat (napt. -O-C(O)NH-R4 nebo -NH-C(0)-O-R4) nebo substituent R%, spole¢né se
substituentem R;. ktery je vazany na stejny atom uhliku je =O; substituent R? je -S(0)(0)-
OM, -S(0)(0)-O-CH,-CH(0O-C(0)-R¢)-CH,-O-C(O)Rg,  -P(O)(0)-O-CH,-CH(O-C(0)-
R7)-CH,-O-C(0)-R5, glukuronidova skupina majici strukturu (B)

COOH
H3C 0

OH

OH
CHs  (B),

nebo substituent R; je C;.jgalkylova, C,.jsalkenylova, C,.jgalkynylova skupina, C;.jgester
nebo  C,.gthioester, pfi¢emz  kterdkoliv zvySe uvedenych C;,;3 nebo

C,.13 Casti je pripadné substituovana na jednom nebo vice atomi vodiku jednou nebo vice
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znezévisle vybranych skupin -OR™®, (v&etné-OH), NHR™®, (v&etn& -NH,) nebo
-SR™®, (v&etn& -SH) skupin nebo substituent R? je C;.13 mastnd kyselina, C,.jpalkynylova
skupina, (J),-fenvl-C;.s-alkylova skupina, (J),-fenyl-C,.s-alkenylova skupina; substituent
R* je atom vodiku, chranici skupina, piipadné substituovand Ci.jsalkylova skupina,
ptipadné substituovana Ci.isalkenylova skupina, ptipadné substituovana
C\.isalkynylova skupina, pfipadné substituovana arylova skupina, pfipadné substituovana
aryl-Ci¢alkylova skupina, piipadné substituovana aryl-C,.ealkenylova skupina, pfipadné
substituovana arvl-Cy galkynylova skupina, pfipadné substituovana heterocykl-Cj_salkylova
skupina, pripadné substituovana C,.¢alkenylheterocyklicka skupina, pripadné substituovana
Cy.¢alkynyl-heterocyklicka skupin nebo pfipadné substituovana heterocyklickou skupinou,
kde kterakoliv z vySe uvedenych ¢asti je pfipadné substituovand na jednom, dvou, tech,
Ctyfech, péti nebo vice atomech uhliku nebo vodiku sjednou nebo vice skupinami
vybranymi z -0-, -S-, -NR"R- (véetnd-NH-), -NH-C(0)-,
-ORPR (v&etné -OH), -NHR™ (v&etns-NH,), -SR™® (v&etn& -SH), =0, =S, =N-OH, -CN,
-NO,, -F, -Cl, -Br nebo -I skupin nebo atomti; kazdy substituent Rs je nezavisle rozvétvena
nebo nerozvétvena Cj.jsalkylova skupina; kazdy substituent Rg je nezavisle rozvétvend
nebo nerozvétvena C.jsalkylova skupina; kazdy substituent R; je nezavisle rozvétvena
nebo nerozvétvena Cj.jsalkylova skupina nebo glukuronidova skupina struktury (B); kazdy
substituent R™® je nezavisle atom vodiku nebo nezavisle vybrané chranici skupina; index n
je 0, 1, 2 niebo 3; kazdé J je nezavisle -F, -Cl, -Br, -1, C,.salkylové skupina, C;.salkenylové
skupina, C,_salkoxy, karboxy, nitro, sulfatova, sulfonylova skupina, C;¢karboxylester nebo
a Cresulfatester; M je atom vodiku, sodik, -S(0)(0)-O-CH,-CH(O-C(0)-R¢)-CH,-O-C(O)-
Rg, -P(0)(0)-O-CH,-CH(O-C(0)-R7)-CH,-O-C(0)-R; nebo glukuronidovd skupina
struktury (A); teckované ¢ary v obecném vzorci (1) reprezentuji pfipadnou dvojnou vazbu
za predpokladu, Ze v obou polohach 4-5 a 5-6 nejsou pfitomny dvojné vazby, a pokud
dvojna vazba je pritomna, pak 0 nebo 1 substituent R' je vizany na atomy uhliku v
polohach 1-, 2-, 4-, 5-, 6- nebo 17 takovym zplsobem, Ze tyto atomy uhliku jsou
tetravalentni; a soli, stereoizomery, polohové izomery, metabolity, analoga nebo
prekurzory.

Slouceniny obecného vzorce (A), zejména ty, ve kterych oba substituenty R
vpoloze 11 nejsou hydroxylova nebo alkoxy skupina nebo c¢ast, kterd mlZe byt
hydrolyzovéana na hydroxylovou skupinu, jsou obecné vhodné pro pouZiti ve zptisobech a

pripravcich podle predlozen¢ho vyndlezu, napf. jejich pouZiti k zvySeni Thl imunnich
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odpovédi subjektu. Zptlisoby podani a davkovani jsou v podstaté podle predlozeného

vynélezu.

Rezim intermitentniho davkovani

Je mozno intermitentné podéavat slouceninu(y) obecného vzorce (1), napt. BrEA
nebo ester BrEA. subjektu bez vyvolani nékterych nezadoucich aspekti, které se béZné
vyskytuji pti diskontinualnim davkovani. Tyto nezadouci aspekty zahrnuji vyvinuti
rezistance patogenu (virus, napt. HIV nebo parazit, napt. Plasmodium) na terapeutické
agens nebo selhdni pacienta nebo subjektu dodrzet davkovaci rezim. ReZimy
intermitentniho davkovéani zahrmuji podani slouceniny obecného vzorce (1), napt.
peroraln¢, mistné nebo parenteralné, nasledujicim zptisobem: (1) podavani po dobu 3 az 20
dnt, (2) vysazeni davek slouceniny obecného vzorce (1) davkovani po dobu 4 az 20 dnf,
(3) davkovani po dobu 4 az 20 dnli a (4) piipadné opakovani rezimu davkovani 1x, 2x, 3x,
4x, 5x, 6x, 10x, 15x, 20x, 30x nebo vicekrat. Casto bude davkovani podle krokd (1) a (3)
zachovano po dobu 3-15 dni, obvykle po dobu 3-5 dnl. Obecné budou vySe uvedené
rezimy davkovani podle kroki (1)-(3) opakovény alespon 1x, typicky 2x, 3x, 4x, 5x nebo
6x. Pi1 infekcich. které maji tendenci se vyvinout v chronickd onemocnéni, napt. BIV,
HCV nebo jind chronicka virovd onemocnéni nebo infekce parazity, je reZim
intermitentniho davkovéni typicky zachovan po relativné dlouhou dobu, naptf. po dobu
alespon 6 mésici az 5 let. ‘

Pti téchto rezimech intermitentniho davkovani mize byt sloucenina(y) obecného
vzorce (1) podavana jakymkoliv vhodnym zplisobem, napf. intramuskuldrné (i.m. nebo
I.M.), subkutanné (s.c. nebo S.C.), intravendézné (i.v. nebo 1.V.), intradermalné, jinym
parenterdlnim zpusobem, ve formé aerosoli v mnoZstvi 0,1 aZ 10 mg/kg denné, obvykle
0,2-4 mg/kg denn¢. Nebo lze podavat slouceninu(y) obecného vzorce (1) peroralné
v mnozstvi 4 az 40 mg/kg denn¢, obvykle 6-20 mg/kg denné. V nékterych provedenich
jsou ze zpusobu intermitentniho davkovani vyloudeny ty davkovaci reZimy, které jsou
bézné pouzivany k dodani kontraceptivnich steroidti, napt. Zenam, napf. denni davkovani
po dobu 21 dnti a poté vysazeni davkovani po dobu 7 dnli. Obecné bezvodé formulace
podle predloZeného vynalezu, které obsahuji sloueninu(y) obecného vzorce (1), podavany
1.m. nebo s.c., zatimco vodné formulace, které obsahuji slou¢eninu(y) obecného vzorce (1)

jsou podavany i.v., s.c. nebo jinymi parenteralnimi zptisoby. Denni davky mohou byt
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podavany jako jednorazova davka, zejména pfi parenteralnich davkach, nebo davka muize
byt rozdélena na dvé, tfi nebo &tyfi mensi davky, obvykle dveé, zejména pii peroralnim
davkovani.

Nazorna provedeni zahrnuji (a) podani sloucenin(y) obecného vzorce (1), napf.
BrEA nebo esteru nebo karbonatu BrEA, jednoukrat kazdy druhy den po dobu 20 dnt, poté
(b) vysazeni davek po dobu 1, 2, 3, 4, 5, 6, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60 nebo
vice dnd, pak (¢) podavani slouenin(y) obecného vzorce (1) alespori jesté jednou
v jednom dni, napf. podavani slou¢enin(y) obecného vzorce (1) jednou kazdy druhy den po
dobu 20 dni a (d) ptipadné opakovani bodi (a), (b) a (¢) 1x, 2x, 3x, 4x, 5x nebo 6x nebo
vicekrat. Do podskupiny téchto provedeni patii (a) podani sloucenin(y) obecného vzorce
(1), napt. BrEA nebo esteru nebo karbonatu BrEA, jednou kazdy druhy den po dobu 20
dnt, poté (b) vysazeni davek po dobu 10-40 dni, pak (c) podavani sloucenin(y) obecného
vzorce (1) alespori jesté jednou v jednom dni, napf. podavéni sloucenin(y) obecného
vzorce (1) jednou kazdy druhy den po dobu 20 dnii a (d) pfipadné opakovéni bod (a), (b)
a (¢) 1x, 2x, 3x, 4x, 5x nebo 6x nebo vicekrat. V kterémkoliv z téchto provedeni lze
podavat slou¢eninu(y) obecného vzorce (1) ve 2 nebo 3 subdavkach denné.

Dalsi provedeni zahrnuji (a) podavani sloucenin(y) obecného vzorce (1), napfi.
BrEA nebo esteru nebo karbonatu BrEA, jednou kazdy druhy den po dobu 8-12 dni, poté
(b) vysazeni davek po dobu 1, 2, 3, 4, 5, 6, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60 nebo
vice dnli, pak (¢) podavani sloudenin(y) obecného vzorce (1) alespori jesté jednou
v jednom dni, napf. podavani slou¢enin(y) obecného vzorce (1) jednou kazdy druhy den po
dobu 8-12 dnii a (d) ptipadné opakovani bodi (a), (b) a (c) 1x, 2x, 3X, 4x, 5x nebo 6x nebo
vicekrat. Do podskupiny téchto provedeni patii (a) podani slouCenin(y) obecného vzorce
(1), napf. BrEA nebo esteru nebo karbonatu BrEA, jednou kazdy druhy den po dobu 10
dni, poté (b) vysazeni davek po dobu 10-40 dnu, pak (c) podani sloucenin(y) obecného
vzorce (1) alespori jesté jednou v jednom dni, napf. podavani sloucenin(y) obecného
vzorce (1) jednou kazdy druhy den po dobu 10 dni a (d) pfipadné opakovani kroki (a), (b)
a (¢) 1x, 2x, 3x, 4x, 5x nebo 6x nebo vicekrat. V kterémkoliv z té€chto provedeni lze
podévat slou€eninu(y) obecného vzorce (1) ve 2 nebo 3 subdavkach denné.

V ramci jednoho apesktu reZzimu intermitentniho davkovani podle ptedlozeného
vynalezu jsou monitorovany odpovédi subjektu na davky. Naptiklad pfi podavéni davek
subjektu, ktery trpi virovou infekci (napt. HCV, HIV, SIV, SHIV), lze také méfit odpovédi

(zpétné reakce) subjektu nebo patogenu, napt. zlepSeni jednoho nebo vice symptomi nebo
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zménu v infekénich Casticich nebo virové RNA v séru. Jakmile je zji§téna odezva, mize
davkovéani pokraCovat po dalsi jeden, dva nebo tfi dal§i dny, poté nasleduje preruseni
davkovani po dobu alespon jednoho dne (alespori 24 hodin), obvykle po dobu alespoii
dvou nebo tfi dnd. Jakmile jsou zjiStény znamky poklesu odpovédi subjektu (zpé&tnych
reakci) (napf. zacne se zvySovat virova RNA v séru), maze byt davkovani opét nasazeno.
Vztah odpovédi subjektu na slouceninu(y) obecného vzorce (1) je takovy, Ze subjekt mize
vykazovat méfitelnou odezvu v kratké dob€, obvykle 5-10 dnd, kterA umoZiiuje pfimé
sledovani odpovédi subjektu, napf. monitorovanim protivirovych titrG v perifernich bilych
krvinkach nebo méfenim hladiny nukleovych kyselin viru v krvi. Lze také monitorovat
jednu nebo vice podskupin imunitnich buné€k, napi. NK, LAK, dendritické buiiky nebo
buriky, které zprostfedkovavaji ADCC imunitni odpovédi, béhem a po intermitentnim
davkovani kwili monitorovani odpovédi subjektu a uréeni, kdy je indikovana dalsi aplikace
slouCeniny obecného vzorce (1). Tyto podskupiny bunék jsou monitorovany podle zde
popsaného zpiisobu, napt. pritokovou cytometrii.

U kterékoliv metody oSetfeni nebo zplsobu podle pfedloZeného vynéalezu mohou
prodlouZené pfiznivé Cinky nebo prodlouZené imunitni odpovédi vyplyvat
z jednordzového podani nebo nékolikadenniho podavani slouceniny obecného vzorce (1)
rezimem intermitentniho davkovani. Jednorazové davkovani znamena, Ze sloudenina
obecného vzorce (1) je podana subjektu v jedné, dvou, tii nebo vice davek v pribéhu 24
hodin a dalsi podavéni je preruSeno na dobu alespoii 45 dnd az 2 mésicl, napt. po dobu 3,
4, 5, 6 nebo vice m&sici. Prodlouzené pfiznivé uCinky nebo imunitni odpovédi mohou také
pietrvavat 1 po kratkém pribehu oSetfeni (napf. denni davkovani 2, 3, 4, 5 nebo 6 dnl) a
subjektu jiz za v kratké dobé neni podavana jakadkoliv slouCenina obecného vzorce (1)
nebo v nekterych pripadech neprobihd jakékoliv terapeutické oSetfeni za ulelem 1é&eni
zékladni pficiny patologického stavu subjektu. Tyto pfiznivé U€inky mohou setrvavat po
dobu vice nez 5-30 dnu.

V nékterych pfipadech byly zjiStény pfiznivé uclinky oSetieni i 3 mésice (4 nebo 5
mésict) po kratkém prib&hu ofetfeni subjektu sloueninou obecného vzorce (1). Tudiz
podani slouceniny obecného vzorce (1) poskytuje zpusob uéinné ochrany subjektu proti
progresi infekce nebo proti nepfiznivym nasledkiim nezadoucich imunitnich reakci (napf.
zénétu) nebo proti imunosupresi (z infekce, chemoterapie, atd.) bez jakéhokoliv podavani

slou€eniny obecného vzorce (1) po dobu alespori 3 mésicti po prvotnim rezimu davkovani,
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které miZe byt intermitentni nebo kontinualni po dobu napf. 1 dne az 4 mésict (1-15 dnd,

1 mésic, 2 mésice, atd.)

Techniky syntézy

Cinidla a reakéni podminky, které je moZnou pouZivat k pfipravé sloudenin
obecného vzorce (1) byly popsany napf. ve vySe uvedenych citacich, patentech US &.
5874598, 5874597, 5874594, 5840900; PCT prihlaskach vynalezu ¢. WO 9901579.
Obecné zpisoby chemické syntézy k spojeni riznych organickych ¢4sti na riizné reaktivni
skupiny byly také jiz popsany. Napfiklad v G. T. Hermanson, Bioconjugate Techniques,
Academic Press, 1996, funkéni cilové skupiny, napf. aminokyseliny, peptidy a
karbohydraty jsou popsany na stranich 3-136, zatimco chemie reaktivnich skupin ve
funkenich cilovych skupinach, napf. amin, thiolova, karboxylova, hydroxylova skupina,
aldehyd, keton a reaktivni atomy vodiku (napf. atom vodiku pfipojeny na elektron-
donorovou ¢ast, naptf. heteroarylovou &ast) jsou popsany na stranach 137-166. V t&chto
odkazech jsou také popsany Cinidla, ktery jsou pouZitelna k pfipravé téchto derivatil, napf.
zesitovani o nulové délce, heterobifunkéni zesitovadla, homobifunkéni zesifovadla, tagy,
sondy a polymery jsou popsany na stranach 169-416 a 605-638. Na stranich 639-671 jsou
také popsany syntetické techniky modifikace oligonukleotid.

Vramci jednoho aspektu jsou aminokyseliny nebo peptidy pfipojeny na steroid
pfés aminovou skupinu pomoci kondenza¢niho &inidla, napf. fosgenu (Cl-CO-CI) nebo Cl-
CS-Cl a vhodné chranénych aminokyselin nebo peptidi a steroidd, které jsou podle
potieby chranéné. Tyto vazby jsou vytvoieny vmezefenim —CO-O- nebo —CS-O- &asti

mezi aminokyselinu nebo peptid a steroidni jadro.

Prikladna schémata syntéz

Zde jsou uvedeny nazorné piiklady zpisobd pfipravy jedné nebo vice slou&enin
podle predloZeného vynélezu, které nemaji nikterak limitovat rozsah vynalezu. Vychozi
latky a pfimé obmény schémat mohou byt nalezeny napf. v nasledujicich textech, které
Jsou zde uvedeny jako odkaz: A. P. Davis, ef al., Tetrahedron Lett., 33: 5111-5112, 1992;
L. Takashi, ez al., Chem. Pharm. Bull., 34: 1929-1933, 1986; 1. Weisz, et al., Arch. Pharm.,
319: 952-953, 1986; T. Watabe, et al., J. Med. Chem., 13: 311-312, 1970; M. Davis, et al.,
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J. Chem. Soc. C., (11): 1045-1052, 1967; R. C. Cambie, et al., J. Chem. Soc., Perkin
Trans. 1, (20): 2250-2257, 1977, L. Minale, et al., J. Chem Soc., Perkin Trans. 1, (20):
2380-2384, 1974: C. K. Lai, ef al., Steroids, 42: 707-711, 1983; S. Irie, et al., Synthesis,
(9): 1135-1138, 1996; E. J. Corey, J. Am. Chem. Soc., 118: 8765-8766, 1996; M. E.
Annunziato, et al., Bioconjugate Chem., 4: 212-218, 1993; N. J. Cussans, et al., J. Chem.
Soc., Perkin Trans. 1, (8): 1650-1653, 1980; D. H. R. Barton, ef al., J. Chem. Soc., Chem.
Commun., (9): 393-394, 1978; H. Loibner, et al., Helv. Chim. Acta, 59: 2100-2113, 1976;
T. R. Kasturi, er al., Proc. Indian Acad. Sci., [Ser.]: Chem. Sci., 90: 281-290, 1981; T.
Back, J. Org. Chem., 46: 1442-1446, 1981; A. Canovas, ef al., Helv. Chim. Acta, 63: 486-
487,1980; R. J. Chorvat, et al., J. Org. Chem., 43: 966-972, 1978; M. Gumulka, ef al.,
Can. J. Chem., 63: 766-772, 1985; H. Suginome, et al., J. Org. Chem., 55: 2170-2176,
1990; C. R. Engel, et al., Can. Heterocycles, 28: 905-922, 1989; H. Sugimone, et al., Bull,
Chem. Soc. Jpn., 62: 193-197, 1989; V. S. Salvi, et al., Can. Steroids, 48: 47-53, 1986; C.
R. Engel, et al., Can. Steroids, 47: 381-399,1986; H. Suginome, et al., Chem. Lett., (5):
783-786, 1987; T. Iwadare, et al., J. Chem. Soc., Chem. Commun., (11): 705-706, 1985;
H. Nagano, et al.. J. Chem. Soc., Chem. Commun., (10): ; 656-657, 1985; V. S. Salvi, ef
al., Steroids, 27 : 717-725, 1976; C. H. Engel, et al., Steroids, 25: 781-790,1975; M.
Gobbini, et al., Steroids, 61: 572-582, 1996; A. G. Gonzalez, et al., Tetrahedron, 46:
1923-1930, 1990: S. C. Bobzin, et al., J. Org. Chem., 54: 3902-3907, 1989; B. Solaja, et
“al., Croat. Chem. Acta, 59: 1-17, 1986; Y. Kashman, ‘et al., Tetrahedron, 27: 3437-3445,
1971; K. Yoshida, et al., Chem. Pharm. Bull. (Tokyo), 15: 1966-1978, 1967; P. B
Sollman, et al., Chem. Commun. (11): 552-554, 1967; H. Suginome, et al., J. Org. Chem.,
55:2170-2176, 1990; H. Suginome, et al., Journal Chem. Lett., (5): 783-786, 1987; G. A.
Tolstikov, et al., Zh. Org. Khim., 22: 121-132, 1986; T. Terasawa, ef al., J. Chem. Soc.,
Perkin Trans. 1, (4): 990-1003,1979; Z. Zhuang, et al., Yougi Huaxue, (4): 281-285, 1986;
W. T. Smith, et al., Trans. Ky. Acad. Sci., 45: 76-77, 1984; A. K. Batta, et al., Steroids, 64:
780-784, 1999; B. Ruan, et al., Steroids, 65: 29-39, 2000; L. Garrido, et al., Steroids, 65 :
85-88, 2000; P. Ramesh, et al., Steroids, 64: 785-789, 1999; M. Numazawa, et al.,
Steroids, 64: 187-196, 1999; P. N. Rao, et al., Steroids, 64: 205-212,1999; M. Numazawa,
et al., Steroids, 64: 320-327, 1999; patenty US ¢. 3281431, 3301872, 3325535, 3325536,
3952018, 4602008, 5571795, 5627270, 5681964, 5744453; mezinaroni ptihlaska vynalezu
zvetejnéna pod ¢. WO 9408588, WO 9508558, WO 9508559, WO 9638466, WO
9809450 britské patenty GB ¢. 1168227, GB 813529, GB 802618; francouzsky patent €.
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824529, japonsky patent JP ¢. 45010134; evropské patenty ¢. EP 232788, EP 430078; a
némecké patent ¢. DE 19631189.

Schéma 1

Ve strukturach uvedenych na schématu 1 jsou substituenty R’-R’® definovany jako u
sloucenin obecného vzorce (1). Tudiz, pokud jsou substituenty R’ a R® oba —CH3 v B-
konfiguraci, pak jsou substituenty R, R® a R’ viechny —~CH,-, atomy vodiku v polohach 9
a 14 jsou v a-konfiguraci, acetat v poloze 3 je v B-konfiguraci a atom vodiku v poloze 8 je
v PB-konfiguraci, prvni sloudenina ve schématu 1 je acetit DHEA. Acetatové skupiny
v polohéch 3, 7, 16, 17 nebo v jinych polohach v tomto schématu a v jinych schématech,
které jsou zde uvedeny, mohou byt nezavisle dalsi esterové ¢asti, které jsou zde popsané,
napt. Cjseestery véetné -C(O)-(CH;)p4-(CF;)p4-CFi, veetné -C(O)-CF;, -C(0O)-Ci.p9
pfipadné substituované alkylové skupiny, -C(O)-CH,-C,.ps piipadné substituované
alkenylové skupiny, -C(O)-CH,-C;.,3 piipadné substituované alkynylové skupiny, -C(O)-
(CHy)p.6 piipadné substituované fenylové skupiny nebo -C(O)-(CHy)e¢ pfipadné
substituované heterocyklické skupiny nebo jiné organické casti, které jsou popsany v
predloZeném vynalezu nebo v citovanych odkazech.

Typické substituenty pro tyto organické ¢asti jsou zde popsany, véetné jedné, dvou,
tii nebo vice skupin nezévisle vybranych z -O-, =0, pfipadn€¢ chranéné hydroxylové
skupiny, -S-, ptipadné chranéné thiolové skupiny, -NH-, pfipadné chranéné -NH; skupiny,
piipadné chranéné -C(O)OH-C(0)-NH-, -C(0O)-NH,, -NH,-C(0)-Co4H,.9, -NH,-C(0O)-O-
Co4Hi.9, -CN, -NO,, -N; nebo halogenu. Reaktivni skupiny jsou chranény podle potieby,
napf. =O miize byt b&Zné¢ chranéno reakci s LiCR, kterd je pouzivdna k piipraveni

slouCeniny 1 ve schématu 1 niZe.
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Schéma 1
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Pouzité zkratky: _

LDA = lithium-diizopropylamid; MCPBA = m-chlorperbenzoova kyselina; TMSCI =
trimethylchlorsilan; DMAP = 4-dimethylaminopyridin; Dibromantin = 1,3-dibrom-4,4-
dimethylhydantoin.

R = CR*, R* = atom vodiku nebo Ci.so organicka ¢ast, kterd je zde popsana, napf. atom
vodiku, -Cj. ptipadné substituovana alkylova skupina, -Cj,¢ pfipadné substituovana
alkenylova skupina, -C;o pfipadné substituovand alkynylova skupina, -(CH3)¢.¢- pfipadné
substituovana fenylova skupina nebo —(CH,)o.s- pfipadné substituovand heterocyklicka

Cast.
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Schéma 2

Slouceniny obecného vzorce 2 jsou pfipraveny ze sloudeniny majicich obecnou
strukturu A uvedenou na schématu 1 pomoci poslednich dvou kroki ze schématu 1: (1)
dibromantin, (2) LiBr, (3) LiC-R, kde substituent R je CR™ a R* je atom vodiku nebo -C;.
12 pfipadné substituovana alkylova skupina. Pokud jsou substituenty R’, R® a R’ vsechny -
CH,-, atom vodiku v polohach 9 a 14 je v a-konfiguraci a atom vodiku v poloze 8 je v -
konfiguraci, prvni slougenina ve schématu 1 je acetat DHEA. Typické substituenty pro R*
alkylové ¢asti zahrnuji jednu, dvé nebo vice skupiny nezavisle vybranych z -O-, ptipadné
chranéné skupiny =0, pfipadné chranéné hydroxylové skupiny, -S-, pfipadné chranéné
thiolové skupiny. -NH-, pfipadné chranéné -NH, skupiny, pfipadné chranéné -C(O)OH,
C(O)-NH-, -C(0)-NH,, -NH,-C(0)-Cy4H |9, -NH,-C(0)-0-Cy4H.9, -CN, -NO,, -N3 nebo

halogenu.

Schéma 2

Schéma 3

Allylbromace v poloze C-7 je provedena podle schématu 1. Substituenty R a R*

jsou definovany ve schématech 1 a 2.
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Schéma 3

Ag20
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B
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Schéma 4

Pridani lithného €inidla (lithium-acetylid, kdy R je —CH) do polohy 17 >C=0 za
pfitomnosti bromidu v poloze 16 vede ke vzniku epoxidu nebo pinakolového pfesmyku.
Alternativné mohou byt slouCeniny nemaji strukturu 3 dehydratovény jemnou kyselou
katalyzou Aza vzniku slouceniny obecného vzorce 4 reakei alkenu s Bry, H,O. Substituenty

R a R* jsou definovany ve schématech 1 a 2.
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Schéma 4

AcO

LIC=R
AcO

AcO 4

Schéma 5

Borohydrid sodny poskytne smés epimerd v poloze C-7, které mohou byt

separovany standardnimi metodami, napt. HPL.C, TLC nebo sloupcovou chromatografii.
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K ziskani €isté 7a-OH sloueniny je provedena allylbromace a hydrolyza podle schématu

1a3.

Schéma S

HO

Ac,O
—_—
pyridin
DMAP AcO
Schéma 6
RS OH
AcO

Schéma 6

SlouCeniny obecného vzorce 6 jsou pfipraveny reakci acetatu s lithium-acetylidem,
jak je uvedeno ve schématech 1, 2, 3 nebo 4. Substituenty R a R* jsou definovany ve

schématech 1 a 2.

Schéma 7

Slou¢eniny obecného vzorce 7 jsou pfipraveny reakci 3-acetatu s ¢inidly, jak je

uvedeno ve schématech 1 a 4. Substituenty R a R* jsou definovany ve schématech 1 a 2.
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AcO

Schéma 8

Slou¢eniny obecného vzorce 8 jsou pfipraveny ze sloucenin obecného vzorce A

redukci v poloze 17 borohydridem sodnym a naslednou acetylaci.

Schéma 8
R5 OAc

AcO

Schéma 9

Vychozi latka je pripravena reakcemi, které jsou popsany ve schématech 1 a 3.
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Schéma 9

AcO

NaBH4

-OH
ACzo

D
. pyridin

"'//O H DMAP oy
AcO OAc

R7

HO

Schéma 10

Redukce a aéétylace v poloze 3 a hydrolyza a oxidace vpoloze‘17 umoziuje
slou¢eninam vzorce (1)0a a 10b se podrobit funkcionalizaci, kterd je uvedena ve
schématech 1-9, v polohach C-3, C-16 a C-17. 7-Oxo-acetat muze byt substituovan za 3-
acetat slouCeniny obecného vzorce A a funkcionalizace v polohach C-3, C-16 a C-17 mlize
byt provedena podobnym zpisobem jako u 7-oxo sloucenin reakcemi uvedenymi ve
schématech 1-9.

Reakce sloudeniny 10a s LDA a alkylace enolatu umoziiuje zavedeni postrannich
fetézcl, napf. substituent R'®, ktery mizZe byt napf. C,-Cy alkylova skupina (methyl,
ethyl), C;-Cy¢ alkenylova skupina (CH,=CH-(CH;)o¢-), benzylova skupina, -(CHj);4-O-
(CH2)4-CHs).
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Schéma 10
RS OAc oA
R® = -.CHR™. 9 }
(PhSe0),0 1.PhSeCl | R®=-CHR'.
PhlO
10 2. H,0; oA

Schémata 1-9 ukazuji zavedeni hydroxylové funkce do uvedenych poloh. Zpisoby
premény hydroxylové skupiny na jiné funkéni skupiny jsou v podstaté provedeny podle
zde popsanych zptisobil, napt. v citovanych odkazech. Naptiklad estery, slouceniny
1-10¢, napf. -O-C(O)-R”, kde substituent R® je Cus organické ¢ast, jsou pripraveny
z alkoholu steroidu reakci s piislusnym anhydridem kyseliny nebo chloridem kyseliny (RE-
C(0)-Cl) za vzniku jakéhokoliv pozadovaného esteru. Ethery, napr. -O-RE, jsou pfipraveny
z alkoholl tvorbou alkoxidu alkalického kovu (Na“ nebo K*), poté reakci s primarnim
nebo sekundarnim jodidem (RB-I). Thionoestery, RP-C(8)-0-, jsou piipraveny reakci
RB-C(0)0-esteru s Lawessonovym ¢inidlem. Sulfaty, NaO-S(0)(0)-0O-,
RB-0-S(0)(0)-0-, napt. CH3(CH,)o.13-S(O)(0)-0-, jsou piipraveny reakci alkohold s
chlorsulfonovou kyselinou a NaOH nebo oxidaci sulfith pomoci KMnOjy. Pokud je
pozadovan alkylovy (napf., methylovy) ester miZe byt pouzivan alkylchlor-sulfonat
(methylchlor-sulfonat). Sulfity HO-S(0)-O- a amonné soli NHs O-S(0)-O nebo R® O-
S(0)-O- estery (napi., CH; O-S(0)-0O-) jsou pfipraveny standardnimi zplsoby. Amonné
soli jsou ptipraveny reakci alkoholi s amoniakem a oxidem sifi¢itym. Estery, napf. alkyl,
alkenyl a alkynylestery (napf., methylester), jsou obdrZeny zreakce alkoholi s
alkylchlorsulfitem (napf., methycholorosulfit), alkenylchlorsulfitem nebo
alkynylchlorsulfitem za pfitomnosti vhodné baze, napf. triethylaminu. Fosfoestery,

RPO-P(OR™)(0)-0-, jsou pripraveny reakci alkoholu s diethylchlorfosfatem za

Ed

Pasngow



oe o0hy » oe "
. * . LR * L4 .
+» . * * - L -
[ ] . LI | . L4 LI -
L ] LN J » L . Y »

se o6 AS® 09%S e

122

ptitomnosti Na;COj3. Nebo pokud se alkohol nechd reagovat s diestery kyseliny fosfore¢né
za pritomnosti trifenylfosfinu (PPh;) a diethylazodikarboxylatu (DEAD), vzniknou
odpovidajici triestery s inverzi konfigurace (Mitsunobuova reakce).

Fosfothioestery, REBO-P(SR™)(0)-0-, jsou obecnd piipraveny reakci alkohold
s monothio-analogy  diethylchlorfosfatu podle zplsobu popsaného pro  ziskani
fosfothioestert  z fosfoesterd. Karbonaty, RP0-C(0)-0-, jsou obecné pfipraveny
z odpovidajiciho alkoholu steroidu pouZitim chlorformiatu (R®-C(0)-Cl), napt.,
Cia0alkyl, alkenvl nebo alkynylchlorformiatu (napf. CH3(CHa)o.s-C(O)Cl). Karbamaty,
R®-NH-C(0)-0-. jsou pfipraveny z alkohold steroidu reakci s izokyanaty (REN=C=0)
nebo NaOCN za pfitomnosti trifluroroctové kyseliny. Estery —aminokyselin,
ZNX-CHY-C(0)-O-, jsou pfipraveny kopulaci alkoholu steroidu s chloridem kyseliny
N-chranéné aminokyseliny.

Oxidace hydroxylovych skupin. které jsou pfipojeny na steroidni jadro, je
pouzivana k ziskani ketond a souvisejicich funk&nich skupin. Naptiklad konverze alkoholu
na ketony muize byt provedena pomoci rﬁznych oxida¢nich ¢inidel, napt. CrOs; v AcOH
nebo pyridinium-chloroformiét, pyridinium-dichromat nebo oxalylchlorid s triethylaminem
(Swernova oxidace). Thioketony (=S) jsou pfipraveny reakci ketonl s Lawessonovym
¢inidlem (2.4-bis(4-methoxyfenyl)-1,3,2,4-dithiadifosfetan-2,4-disulfid; komeréné
dostupnym, Aldrich). Thioacetaly, —C(SRB)(SRB)-, jsou pripraveny z ketoni
(-C(O)-) reakei s RB-SH thioly za podminek kyselé katalyzy (napt. HCI). Fosfonoestery,
RO-P(OR™)(0)-, jsou pripraveny adici diesteru fosforetné kyseliny na ketony za
pitomnosti KF. &¢mz vzniknou hydroxy-fosfonoestery. Je moZno piipadné odstranit
hydroxy skupinu dehydrataci a hydrogenaci.

Substituce hydroxylovych skupin je pouzivana k pfipravé velkého mnoZstvi
funk&nich skupin. Napfiklad thioly, -SH, jsou pfipraveny z alkoholii konverzi alkoholu
sinverzi na bromid pomoci PBr;. Reakce bromidu sthiomocovinou a poté s NaOH
poskytne thiol. Thioethery, RB-S-, jsou ptipraveny z thiold reakci s NaOH a poZadovanym
halogenidem, napt. alkylhalogenidem. Nebo mohou byt alkoholové derivaty jako tosylaty
nebo mesylaty odstranény thiolatovymi anionty, RE.S", za vzniku thioetheru. Thioestery,
R-C(0)-S-, jsou piipraveny reakci tosylatu (mesylatu) alkoholu se sodnou soli
thiokyseliny.

Substituce hydroxylovy skupin miZe byt pouZivana k pfipravé obou esterd, RPO-

C(O)-, a amidt, NHRB-C(O)-, ptipojenych na steroid pres uhlikové atomy. V amidech a
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aminech je substituent RB atom vodiku, chréanici skupina nebo C,.sporganicka Cast a jsou
syntetizovany z bromidu steroidu za inverze vytésnénim pomoci NaCN. Kyanidova
skupina mtize byt hydrolyzovana na amid nebo kyselinu. Kyselina je esterifikovana nebo
podrobena  standardnim  peptidovym  kondenzaénim  reakcim s O-chranénou
aminokyselinou za pfitomnosti vhodného €inidla aktivujiciho hydroxylovou skupinu, napf.
dicyklohexylkarbodiimid (DCC) za vzniku steroid-C(O)-NH-CHY-C(O)-OR, kde Y je
postranni fetézec aminokyseliny nebo C;-Cjoorganicka ¢ast a substituent R je chranici
skupina (nebo po odchranéni atom vodiku ).

Aminy a derivaty amind, napf. RENH-, R°-C(O)NH-, RP0C(0)-NH- nebo
RBO—C(O)-CHRB-NH~ pfipojené na atomy uhliku steroidu. jsou typicky pfipraveny
standardnimi zptisoby. Napiiklad aminy (NH,-steroid) jsou obecné pripraveny
Hoffmannovym pfesmykem (BR?, NaOH) z amidu (NH,-C(O)-steroid) nebo Curtiovym
presmykem (NaN;) z chloridu kyseliny steroidu. Substituent R® mize byt déle zaveden
alkylaci. Alkoholy steroidu mohou byt pouzivany jako vychozi latky pro standardni
Mitsunobuovu reakci (PPh3, DEAD), ¢imz se ziskaji N-Boc-sulfonamidy pomoci N-(¢-
butoxykarbonyl)-p-toluensulfonamidu. Lze také selektivné odstranit kteroukoliv chranici
skupinu. Reakei s trifluoroctou kyselinou vznikne sulfonamid (RB-S(O)(O)-NH-steroid).
Nebo je mozno naftalenidem sodnym odstranit chranici skupinu za vzniku N-Boc-
slougeniny. Aminy (NHa-steroid) mohou byt konvertovany amidy (RPNH-C(O)-steroid)
pomoci  acylchlorid (RB-C(0)-Cl). Reakci s ethylchlorformiatem  vznikne
N-karbamat (R®0-C  (0)-NH-steroid). Amin (NHy-steroid) mize byt alkylovan
a-bromesterem (R-C(0)-CHY-NH,), ¢imZ se ziska aminokyselinou substituovany steroid
(RB-0-C(0)-CHY-NH-steroid).

Tam, kde reakcemi, napf. substituci, vznikaji smési produktl, je poZadovany
meziprodukt piipadn& separovéan od dalii produkti nebo alespori ¢4ste¢n€ obohacen (napt.
alespoii 10x obohaceny, obvykle alespoti 50-100x) od jinych produktii pted provedenim
dalgich reakeci. Substituce na atomech uhliku steroidu budou obecné provedeny s vetsi
G¢innosti v poloze 3, kterd je relativné stericky nebranéna, a v poloze
C-17, kter4 je obecné trochu méné pfistupnd nez poloha C-3. Jednotlivé relativni reaktivity
v polohdch C-3, C-7, C-17 a C-16 umoziiuji fidit sekvenéni zavedeni riznych funk&nich
skupin do jedné molekuly steroidu. Také skupiny, napi. hydroxylova skupina
v reaktivnéjsich polohéach, C-3 nebo C-17, miZe byt sekvenéné chranéna nebo odchranéna

k moZnému zavedeni funkénich skupin v jinych polohach, napt. C-7 nebo C-16.
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Polymery. napi. PEG, jsou pfipojeny na sloufeniny zpdsobem popsanym vyse.
Naptiklad PEG 200 nebo PEG300 je pfipojen na steroid v polohach 3, 7, 16, 17 nebo
vijinych polohdch etherovou vazbou (PEG-O-steroid) pomoci PEG-alkoxidu
(PEG-ONa) k odstranéni bromidu steroidu. Nebo muZe byt PEG-Br podroben reakei
s alkoxidem steroidu. Estery polyethylenglykolu, napf. popsané v patentu US ¢&. 5681964,
mohou byt také piipraveny pomoci vhodné sloudeniny obecného vzorce (1) a zpusobu
podle predlozeného vynalezu. Monosacharidy nebo polysacharidy a oligonukleotidy jsou
pfipojeny na hydroxylové skupiny steroidu standardnimi metodami, viz napf. patent US ¢.
5627270.

Analoga steroidu obecného vzorce (1), kterd obsahuji jeden nebo vice heteroatomd,

jsou syntetizovana podle nasledujicich zplsobu.

Schéma 11

Slougeniny obecného vzorce (1) obsahujici jeden nebo vice heteroatomi v kruhu
jsou piipraveny podle zpisobd uvedeného ve schématech. Ve schématu je X -CH,-, -NH-,
-O- nebo -S- ; substituent R* je atom vodiku nebo -Br; substituent R* je organické &ast
majici 12 atom uhliku nebo méné, typicky C;-Cg ptipadné substituovana alkylova skupina
(napf., methyl, hydroxymethyl, ethyl, propyl) nebo C;-Cg piipadn¢ substituovana
alkenylové skupina majici jednu dvojnou vazbu (napf. vinyl) s 1, 2, 3 nebo vice nezavisle
vybranymi substituenty (napf. -OH, -COOH, -O-) a s jakymikoliv substituenty, které
obecn& obsahuji chranénou funkéni skupinu. Pfiprava slouceniny 20 ze slouCeniny 19 je
provedena za pouziti glykolu, napt. HOC(CH3),C(CH3);OH v Kkyselin¢ (H) (B.H.
Lipshutz et al., Synth. Commun. 12: 267, 1982). PouZiti objemné chrénici skupiny

podporuje vytvoteni dvojné vazby spise v poloze 5-6 neZ v poloze 4-5.
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Schéma 11
CH, CH,
CHO o CH,
X\ CH, | /[k
R N 07~ CH,
© Wittigova reakce x|
12 - R
THF o
CH3 /CHZ _1__4_
Ph3P/\0/\£ CHs
o X =CH, O,NH, S
13
R4
CHs

RYLi !
14 > =

THF X H 15

R0 -
R4

10

15 3




16

KOH/H,0
H;S0,

R*% = atom vodiku

PBr3

Y

chranéné ketony

(glykol) HiC

HaC
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HoC
HsC

1) LiBF4, acetonitril

2) H", H,0

R* =8r

1) chranéna hydroxylova
skupina X
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o

H3C CH3

0

H

CH;,

%CH;,
0

CHs
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4
R =Br
RPR = chranici skupina

1) baze (KOH)
18 >

2) chranéné OH RPRG

Schéma 12A-12D

Slou¢eniny majici strukturu 12 jsou pfipraveny zpisobem, ktery je uveden ve
schématech nize. VétSina reakci je provedena podle popsanych zplsobt, viz napt. W. D.
Langley, Org. Syn. I, 122, 1932 (sloucenina 30); R. Ratcliffe ef al., J. Org. Chem. 35:
4000, 1970 (sloucenina 32); A. I. Meyers et al., J. Org. Chem. 39: 2787, 1974 (sloucenina
33, 41); J. L. Isidor et al., J. Org. Chem. 38: 544, 1973 (sloucenina 35); G. Wittig et al.,
Chem. Ber. 87: 1318, 1954 (slouCenina 36); P. M. Pojer et al., Tet. Lett. 3067, 1976
(slou¢enina 38); A. Maercker, Org. React. 14: 270, 1965 (sloucenina 37); E. J. Corey et al.,
Tet. Lett. 3269 1975 (sloudenina 37); R. S. Tipson, J. Org. Chem. 9: 235, 1944 (sloucenina
39); G. W. Kabalka, J. Org. Chem. 51: 2386, 1986; B. B. Carson et al., Org. Synth. 1: 179,
1941 (sloucenina 43); H. J. Bestman et al., Justus Liebigs Ann. Chem. 693: 132 1966
(slouéeﬁina 39); M. Miyano et al., J. Org. Chem. 37: 268,1972 (slou€enina 51); W. H.
Glaze et al., J. Org. Chem. 33: 1987,1968 (sloucenina 52). '



129

12A

Schéma

0 Bry, HOAC

————————————T-

HCI, H,0

CrO3, pyridin

CH,Cly

0

0]
Br

31

OH
OH

h

(0]
0
Br
0
Br
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CHs
CH,
HO-CH,-C(CHg)y(NHs) [
33 - o? o’ 34
Br
CHy
ce”” o EZIN CH,
HO-CH,-CCl3 |
34 > o’ Do 0
Br
CH,
o’ o 6y CHs
1) PPhs. THF /
35 >~ o Do 0
2) t-butyllithium
PPh,
o) Q 38
DMSO o s
OH - ~ 0N
H-C H,C CH;
3 S .
HOAc }
anhydrid kys. octové
CHs
ce”” o ETAY CHs
38 |
36 ~ o’ o S
THF |
CH,
he” Yo7 s
CHs
o’ o 3y CH,
AgNO3, H,O |
K14 > o Do | 0
OH
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CHy
1) pyridin, ce” o 0\ CHs
tosylchlorid /

39 — e’ Do o
2) H,0 l

HaC OTos
o)
. ce” o cal OH
H*, H,0
40 ~ e Do
HiC OTos
che”” o HsC
butanol
A1 > o Do / 42
butoxid draselny ® o)
o
AgCl R¥=H
42 = 12 X=0

Slouceniny majici strukturu 12, kde X je NH, Sa CH; jsou pfipraveny podle
zptsobu, ktery je uveden ve schématech 12B, 12C a 12D.
Schéma 12B

e’ o H3C

H, H,0 p OH

42 > cnac/\ o

OH

vesve
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1) NH40H, A

2) H,0

tosylchlorid,
pyridin

butoxid draselny
butanol

Y
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1) HyS

Y

2) Ho0, A
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che” o SN
/ OH
ae” o NH, 44
o
o’ o H3G
/ OTos
ae” Do Nt 45
s
ce”” o HaC
CI3C/\O/‘\/\§\NH %
0
H3C X = NH
y / 12
. /V\¢\‘ .
0
Schéma 12C
ce” o HyC,
p OH
ce”” o o X
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Y
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ce” o H3G,
/ OTos
cne” o o B
0
HaC
AA? @
0
HaG X=$
o/\/\¢5 1
0
Schéma 12D
CHs
ClyC 0 SN CH;
- |
ae” Do I o
Br
HaC
ce” Do 1 9
o™ o ONa
Br
HaC
che” o 2 4

Cle”

o ONa
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HAC
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ClaC
NH,
HO/\‘< ce”
CHs
CHs
43 > 54
HsC  CHy
co”” o HC
56 - CCI;,/\ o / 57
H*, H,0
57 > 53
Zn, THF
53 L 12 X =CHy
Schéma 13

Schéma a reakce uvedené niZe jsou pouZivany k ptipravé sloucenin majicich
strukturu 13 a piibuznych sloudenin, které jsou pouzivany k zavedeni kysliku, uhliku,
dusiku nebo siry do poloh substituentt R’ a R® ve slouceninach obecného vzorce (1).
Reaktant pii piipravé slougeniny 63, 3-chlor-2-methylpropen (reg. No. 563-473), je
komeréné dostupny (napt., Aldrich, Fluka).

Schéma 13
CHs CHa
Ho/ﬁ]/ THF HO/Y\O/\S/
O Pngp S—CHj CHs 60

58 o/ 5
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CH; _CHs
o l ’s”
t-butoxid draselny k )
- O 0]

60 >

o butanol
Br 0 0] .
N 5 61
reg.¢. 199998-50-
CHs
T
AQNO3, HQO '\

CH,

-di CH3
6 1,4-dioxan - o | 4 CH,
"~ t-butoxid draselny k 63
o] 0
CHj
Cl/ﬁ]/ 5

CH,

63 _ 0 CH,

> K | 64
OH O .

CH

y PBrs o CHy 4 C'is

= g k | 65
Br O

CH,

1) PPhg, THF CHs
65 ) Phe O/\{ 7 CH
= 13
o G G
2) t-butyliithium \PPh3 o

Y

Sloucenina 59 a analoga slouc¢eniny 59, kde CH,, S nebo NH CH, nahrazuje kyslik

jsou pripraveny podle zpiisobu, ktery je uveden v nasledujicich reakcich. Byly také

sPeceer
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popsany vhodné podminky pro konverzi slouceniny 106 na slouceninu 107 ( (T. Hamada et
al., Heterocycles 12: 647, 1979; T. Hamada et al., J. Am. Chem. Soc., 108: 140,1986).

Br H o Br/\/ 66
..

0
1) PPhg, THF 0
66 Pth/\/ \<:> 67

2) t-butyllithium

0
HaC 0
o7 THE 7 \<:> 68
o CH,
Y oH

Y

Y

o)
0
+ HsC ]
o CH
C(/\S/ 3 A~ /CH3
0 S
HaC OH
H*, H,0 N N0 7
69 - 70
CH,
' HaC Br
PBr NgT 7
70 3 _ s 0 71
CHa
HaC MgBr
Mg, THF Nge TN F
71 : .- 3 °/\/V 72
CH,
CH,
H3C\S A~ CHs | oy
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Y

1

(9%}

8

Q
I
&

CHj
TOSO/\EfCHa



139

CHy 4
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(R-C(0)-CHj3) na jiné funkéni skupiny je provedena nasledovné: methylketon je $tépen za

vzniku karboxylové ¢asti pomoci napf. Br, nebo I, vbazi, pote podroben reakci
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s kyselinou (H307) podle popsaného zpusobu (S. J. Chakrabarty Oxidations in Organic
Chemistry Part C. W. Trahnnousy, editor, Academic Press, NY, 1987, chapter 5; L. J.
Smith et al., Org. Synth. 111 302,1953) za vzniku R-C(O)-OH. Karboxylova kyselina je
redukovana na alkohol LiAlH4. Konverze karboxylové kyseliny na bromid se provede
pomoci napi. Br, ve vodé€, podle postupu popsaného v literatufe (J. S. Meck er al., Org.
Synth. V, 126, 1973; A, Mckillop et al., J. Org. Chem. 34: 1172,1969).

Sloueniny majici strukturu 11 jsou bromovany N-bromsukcinimidem, ¢imz se

ziskaji steroidy a analoga s bromem v poloze 7.

Clac

ClsC oe” ™

X =0, NH, S, CH,

Slou€eniny 11A jsou odchrdnény za vzniku aldehydické slouceniny 12. Jak je
uvedeno ve schématu 11 je atom bromu v poloze 7. Brom miZe byt konvertovan na
hydroxylovou skupinu reakci steroidu s bazi (napf. vodny KOH) a hydroxylova skupina
mize byt chranéna pomoci standardnich metod. napt. pouzitim Ce¢Hs-CHy-Br a baze
(KOH). Zavedeni a odstranéni chréanicich skupin alkoholu je provedenou podle popsanych
zplsobt, viz napt. W. H. Hartung et al., Org. React. 7: 263, 1953; E. J. Rerst et al., J. Org.
Chem. 29: 3725, 1968; A. M. Felix et al., J Org. Chem. 43: 4194, 1978; D. A. Evans et
al., J. Am. Chem. Soc. 101: 6789, 1979; mezinarodni patentova prihlaska zvefejnéna pod <.
WO 98/02450. Podobné reakce jsou pouzivany v jinych polohach ke konvertovani bromu
na hydroxylovou skupinu. Jiné substituenty jsou pfipojeny na steroidy podle zplsobu
popsanych ve schématech 1-10.

Nebo jiné zplsoby zavedeni funkéni skupiny do polohy 7 jsou také vhodné.
Napfiklad slouceniny obecného vzorce (1), které maji dvojnou vazbu v poloze 5-6 a jsou
nesubstituované v poloze 7, jsou piipadné chranény, napf. hydroxylové skupiny jsou
chranény acetitovou skupinou a keton je zaveden do polohy 7 oxidaci kyselinou
chromovou podle popsaného zpisobu (patent US 2170124). Karbonylova skupina (=0)
v poloze 7 je redukovana na hydroxylovou skupinu za mirnych podminek, napt. Al(Oi-Pr);

kvtli vyhnuti se redukce dvojné vazby v poloze 5-6. Pouziti siln&jSich redukéni podminek,

.
ssreee
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napf. redukce LiBH4 v THF, vede ke konverzi 7-karbonylové skupiny na hydroxylovou
skupinu a k redukci dvojné vazby poloze 5-6 a jinych dvojnych vazeb v molekule.

Selektivni hydrogenace dvojné vazby v poloze 16-17 bez redukce dvojné vazby
v poloze 5-6 je provedena H; a Pd. Obecné mohou byt ketony (=O) pted dalsi oxidaci nebo
redukci chranény vytvofenim glykolové skupiny, napf. reakci ethylenglykolu v p-
toluensulfonové kyseliné a benzenu,.

Rizné, zde popisované casti (skupiny), které mohou obsahovat slouceniny
obecného vzorce (1), napt. hydroxylové skupiny nebo ketony vazané na steroidni jadro
nebo substituované alkylové skupiny, substituované heterocyklické skupiny,
aminokyseliny a peptidy, mohou obsahovat jednu nebo vice reaktivnich ¢asti, napf.
hydroxylovou, karboxylovou, amino nebo thiolovou skupinu. Jak lze usuzovat, mohou byt
meziprodukty pouZivané pii ptipravé slouCeniny obecného vzorce (1) chranény.
Necyklické a cyklické chranici skupiny a odpovidajici §tépici reakce jsou popsany v knize
"Protective Groups in Organic Chemistry", Theodora W. Greena (John Wiley & Sons, Inc.,
New York, 1991, ISBN 0-471-62301-6) (dale "Greene") a nebudou zde detailngji
popisovany. V souvislosti s pfedloZzenym vynalezem mohou byt tyto chranici skupiny
odstranény z molekuly podle predloZzeného vynédlezu bez nevratné zmény kovaletnich
vazeb nebo oxidace a redukce zbylé molekuly. Naptiklad chranici skupina, -R™, kterd je
vazana na —O- nebo -NH- skupinu, miize byt odstranéna za vzniku -OH nebo —NH;
skupiny bez ovlivnéni jinych kovalentnich vazeb v molekule. Obgas, pokud je potieba,
muzZe byt odstranéna vice nez jedna chranici skupina najednou nebo mize byt odstranéna
postupné. Ve slouceninach podle predlozeného vynalezu majicich vice nez jednu chranici
skupinu jsou chrénici skupiny stejné nebo rozdilné.

Chréanici skupiny jsou odstranény zndmymi zpisoby, ackoliv je zcela jasné, Ze
chranéné meziprodukty spadaji rovnéz do rozsahu tohoto vynalezu. Odstranéni chranici
skupiny mtiZze byt obtiZzné nebo jednoduché v zavislosti na ekonomickych souvislostech a
charakteru pouzitych konverzi. Obecné lze pouZivat chranici skupiny s exocyklickymi
aminy nebo s karboxylovymi skupinami béhem syntézy sloudeniny obecného vzorce (1).
Pro vétsinu terapeutickych aplikaci by mély byt aminové skupiny odchranéné. Chranici
skupiny jsou béZné pouzivany k chranéni proti kovalentnim modifikacim citlivych skupin
pfi reakcich, napf. alkylacich nebo acylacich. B&Zn& jsou chrénici skupiny odstranény napf.
hydrolyzou, eliminaci nebo aminolyzou. TudiZ k provedeni selektivnich vratnych nebo

nevratnych zavedeni chranicich skupin do jednotlivych poloch ve slouceninach podle
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predloZeného vynélezu budou staéit jednoduché tivahy. Vhodné chranici skupiny a kritéria
pro jejich selektivnosti jsou popsdana v T. W. Greene a P. G. M. Wuts, Eds. "Protective
Groups in Organick Synthesis" 2™ edition, Wiley Press, 10-142, 143-174, 175-223, 224 a
406-454.

Pro ur€eni, zda-li je skupina vhodnou chranici skupinou, je vhodnd napt. kniha
Kocienski, Filip J. :"Protecting Groups" (Georg Thieme Verlag Stuttgart, New York,
1994) (dale "Kocienski"), kapitola 1.1., str. 2 and Greene kapitola 1, str. 1-9. Zejména je
skupina vhodnou chranici skupinou tehdy, kdyz 90% (molarni pomér) této chranici bylo
odstranéno reakci provedenou za ucelem sejmuti chranici skupiny a ne vice nez 50%,
typicky 25%, léne 10% odchranénych molekul produktu podle ptredloZeného vynélezu
podstoupilo zménadm ve svych kovaletnich vazbach nebo oxidaci/redukei jinym nez
pozadovanym zpusobem k odstranéni chranici skupiny. Pokud jsou v molekule piitomny
mnohacetné chranici skupiny stejného typu, jsou moldrni poméry stanoveny az po
odstranéni vSech skupin daného typu. Pokud jsou v molekule pfitomny mnohacetné
chrénici skupiny rizného typu, je kazdy typ chranici skupiny podroben reakci (a jsou
stanoveny moldmi poméry) nezdvisle nebo spole¢né s dal$imi v zavislosti na tom, zda-li

reakéni podminky vhodné pro odstranéni jednoho typu chranici skupiny jsou také vhodné

pro jiné pritomné typy. V ramci jednoho provedeni predlozeného vynélezu je skupina

vhodnou chrénici skupinou, v zavislosti na molarnim poméru stanoveném konvenénimi
technikami, za pfedpokladu, Z¢ 90% této chréanici skupiny bylo odstranéno konvenéni
reakci provedencu za ucelem odstranéni chranici skupiny a ne vice nez 50%, typicky 25%,
lépe 10% odchranénych molekul produktu podle predlozeného vynélezu podstoupilo
nevratnym zmeénam se svych kovaletnich vazbééh nebo oxidaci/redukci jinym nez
pozadovanym zplGsobem k odstranéni chranici skupiny. Nevratné zmény vyZaduji
chemické reakce (mimo téch, které jsou vysledkem z vodné hydrolyzy, kyselé/bazické
neutralizace nebo konvenéni separace, izolace nebo purifikace) k obnoveni kovaletnich
vazeb nebo oxidacni nebo redukénich stavl odchranéné molekuly podle predloZeného
vynalezu.

Chrénici skupiny jsou také popsany detailngji vknize Kocienski, Filip
J.;"Protective Groups" (Georg Thieme Verlag Stuttgart, New York, 1994), zde je doplnéno
jako odkaz. Zejména kapitola 1, chranici skupiny: pfehled, str. 1-20, kapitola 2, hydroxyl
chranici skupiny. str. 21-94, kapitola 3, diol chranici skupiny, str. 95-117, kapitola 4,
karboxyl chranici skupiny, str. 118-154, kapitola 5, karbonyl chranici skupiny, str. 155-
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184, kapitola 6, amino chranici skupiny, str. 185-243, kapitola 7, epilog, str. 244-252 a
index, str. 253-260, jsou zde doplnény se svoji specifitou v kontextu svych obsahti. Jeste
lépe casti 2,3 silylethery, 2,4 alkylethery, 2,5 alkoxyalkylethery (acetaly), 2,6 piehled
(hydroxy a thiol chranici skupiny), 3,2 acetaly, 3,3 derivaty silylenu, 3,4 derivaty 1,1,3,3-
tetraizopropyldisiloxanylidenu, 3,5 piehled (diol chranici skupiny), 4,2 estery, 4,3 2,6,7-
trioxabicyklo[2,2.2Joktany [OBO] a jiné ortho estery, 4,4 oxazoliny, 4,5 piehled (karboxyl
chranici skupiny). 5,2 O, O-acetaly, 5,3 §,S-acetaly, 5,4 O,S-acetaly, 5,5 prehled (karbonyl
chranici skupiny). 6,2 N-Acylderivaty, 6,3 N-sulfonylderivaty, 6,4 N-sulfenylderivaty, 6,5
N-alkylderivaty. 6,6 N-silylderivaty, 6,7 iminderivaty a 6,8 pirehled (amino chranici
skupiny). jsou zde doplnény se svoji specifitou v kontextu svych obsahi, pfiCemz
zavedeni/odstranéni nezbytnych funkénich skupin je také popsovano. Dale tabulky ,,Index
to the Principal Protecting Groups™ na vnitinim pfednim obalu a protilehlych a pfilehlych
stranach, ,,Abbreviations* na strané xiv a ,reagents and Solvents“ na strané xv, jsou
uvedeny v celém svém rozsahu.

Typické hydroxyl chranici skupiny jsou popsény v knize autora Greena na stranach
14-118 a zahmuji ethery (methyl); substituované methylethery (methoxymethyl,
methylthiomethyl. t-butylthiomethyl, (fenyldimethylsilyl) methoxymethyl,
- benzyloxymethyl. p-methoxybenzyloxymethyl, (4-methoxyfenoxy)methyl,
guajakolmethyl, -butoxymethyl, 4-pentenyloxymethyl, siloxymethyl,
2-methoxyethoxvmethyl, 2,2,2-trichlorethoxymethyl, bis(2-chlorethoxy)methyl,
2-(trimethylsilyl)ethoxymethyl, tetrahydropyranyl, 3-bromtetrahydropyranyl,
tetrahydropthiopyranyl, 1-methoxycyklohexyl, 4-methoxytetrahydropyranyl,  4-
methoxytetrahydrothiopyranyl, 4-methoxytetrahydropthiopyranyl S,S-dioxido, 1-[(2-chlor-
4-methyl)fenyl]-4-methoxypiperidin-4-yl, 1,4-dioxan-2-yl, tetrahydrofuranyl,
tetrahydrothiofuranyl, 2,3,3a,4,5,6,7,7a-otkahydro-7,8,8-trimethyl-4,7-methanobenzofuran-
2-yl); substituované ethylethery (1-ethoxyethyl, 1-(2-chlorethoxy)ethyl, 1-methyl-1-
methoxyethyl, 1-methyl-1-benzyloxyethyl, I-methyl-1-benzyloxy-2-fluorethyl,
2,2,2-trichlorethyl, 2-trimethylsilylethyl, 2-(fenylselenyl)ethyl, ¢-butyl, allyl, p-chlorfenyl,
p-methoxyfenyl, 2,4-dinitrofenyl, benzyl); substituované benzylethery (p-methoxybenzyl,
3,4-dimethoxybenzyl, o-nitrobenzyl, p-nitrobenzyl, p-halobenzyl, 2,6-dichlorbenzyl,
p-kyanobenzyl, p-fenylbenzyl, 2- a 4-pikolyl, 3-methyl-2-pikolyl-N-oxido, difenylmethyl,
p.p-dinitrobenzhydryl,  5-dibenzosuberyl, trifenylmethyl,  o-naftyldifenylmethyl,
p-methoxyfenyldifenylmethy!,  di(p-methoxyfenyl)fenylmethyl,  tri(p-methoxyfenyl)
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methyl, 4-(4'-bromfenacyloxy)fenyldifenylmethyl, 4.4' 4"-tris(4,5-
dichlorfthalimidotenyl)methyl, 4.4' 4"-tris(levulinoyloxyfenyl)methyl, 4,4' 4"-tris
(benzoyloxyfenylimethyl, 3-(imidazol-1-ylmethyl)bis(4',4"-dimethoxyfenyl)methyl,
1,1-bis(4-methoxvfenyl)-1'-pyrenylmethyl, 9-antryl, 9-(9-fenyl)xanthenyl, 9-(9-fenyl-10-
oxo)antryl,  1.3-benzodithiolan-2-yl,  benzizothiazolyl, S ,S-dioxido); silylethery
(trimethylsilyl, triethylsilyl, triizopropylsilyl, dimethylizopropylsilyl, diethylizopropylsilyl,
dimethylthexylsilvl, f-butyldimethylsilyl, ¢-butyldifenyisilyl, tribenzylsilyl, tri-p-xylylsilyl,
trifenylsilyl, difenvimethylsilyl, -butylmethoxyfenylsilyl); estery (formiat, benzoylformiat,
acetat, chloracetit, dichloracetat, trichloracetat, trifluoracetat, methoxyacetat, trifenyl-
methoxyacetat,fenoxyacetat, p-chlorfenoxyacetat, p-poly-fenylacetat, 3-fenylpropionat,
4-oxopentanoat (levulinat), 4,4-(ethylendithio)pentanoat, pivaloat, adamantoat, krotonat,
4-methoxykrotonit, benzoat, p-fenylbenzoat, 2,4,6-trimethylbenzoat(mesitoat); karbonaty
(methyl,  9-fluorenylmethyl,  ethyl,  2,2,2-trichlorethyl,  2-(trimethylsilyl)ethyl,
2-(fenylsulfonyljethyl, 2-(trifenylfosfonio)ethyl, izobutyl, vinyl, allyl, p-nitrofenyl, benzyl,
p-methoxybenzyl. 3,4—dimethoxybenzy], o-nitrobenzyl, p-nitrobenzyl, - s-
benzylthiokarbonat, 4-ethoxy-1-naftyl, methyldithiokarbonat); skupiny s pomocnym
Stépenim (2-jodbenzoat, 4-azidobutyrat, 4-nitro-4-methylpentanoét,
o-(dibrommethylbenzoat, 2-formylbenzensulfonat, 2-(methylthiomethoxy)ethylkarbonit,
4-(methylthiomethoxy)butyrat, 2-(methylthiomethoxymethyl)benzoét); riznorodé estery
(2,6—dichlor-4-methylfenoxyacetét, 2,6-dichlor-4-(1,1,3,3-tetramethyl-butyl)fenoxyacetat,
2,4-bis(1,1-dimethylpropyl)fenoxyacetat, chlordifenylacetat, izobutyrat, monosukcinoat,
(E)-2-methyl-2-butenoat (tigloat), o-(methoxykarbonyl)benzoat, p-poly-benzoét, a-naftoét,
nitrat, alkyl-V,N, N’ N'-tetramethylfosforodiamidat, N-fenylkarbamat, borat,
dimethylfosfinothioyl, 2,4-dinitro-fenylsulfonat a sulfonaty (sulfdt, methansulfonat
(mesylat), benzylsulfonat, tosylat (tos)).

Typict&jsi hydroxy chranici skupiny zahrnuji subtituované methylyethery,
substituované benzylethery, silylethery a estery vcetné esterd sulfonové kyseliny,
nejtypictéji trialkylsilylethery, tosylaty a acetéty.

Typické 1,2- a 1,3-diol chranici skupiny jsou popsany v knize autora Greena na
stranach 118-142 a zahrnuji cyklické acetaly a ketaly (methylen, ethyliden,
1-t-butylethyliden, 1-fenylethyliden, (4-methoxyfenyl)ethyliden, 2,2,2-trichlorethyliden,
acetonid (izopropyliden), cyklopentyliden, cyklohexyliden, cykloheptyliden, benzyliden,
p-methoxybenzyliden, 2,4-dimethoxybenzyliden, . 3,4-dimethoxybenzyliden,
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2-nitrobenzyliden);  cyklické  orthoestery  (methoxymethylen, ethoxymethylen,
dimethoxymethylen, 1-methoxyethyliden, 1-ethoxyethylidin, 1,2-dimethoxyethyliden,
o-methoxybenzyliden, derivaty 1-(N,N-dimethylamino)ethylidenu, derivaty o-(N,N-
dimethylamino)benzyliden, 2-oxacyklopentyliden); a silylderivaty (di-t-butylsilylenova
skupina), derivaty 1,3-(1,1,3,3-tetraizo-propyldisiloxanylidenu), derivaty tetra-t-
butoxydisiloxan-1,3-diyliden, cyklické karbonaty, cyklické boronaty, ethylboronat,
fenylboronat).

Typiéte&ji 1,2- a 1,3-diol chranici skupiny zahrnuji epoxidy a acetonidy.

Typické amino chranici skupiny jsou popsany v knize autora Greena na stranach
315-385 a zahrnuji karbamaty (methyl a ethyl, 9-fluorenylmethyl, 9-(2-
sulfo)fluorenylmethyl, 9-(2,7-dibrom)fluorenylmethyl, 2,7-di--buthyl-[9-(10,10-dioxo-
10,10,10,10-tetrahydrothioxanthyl)]-methyl, 4-methoxy-fenacyl); substituovand ethylova
skupina (2,2,2-trichoroethyl, 2-trimethylsilylethyl, 2-fenylethyl, 1-(1-adamantyl)-1-
methylethyl, 1,1-dimethyl-2-halogenethyl, 1,1-dimethyl-2,2-dibromethyl, 1,1-dimethyl-
2,2,2-trichlorethyl, 1-methyl-1-(4-bifenylyl)ethyl, 1-(3,5-di-t-butylfenyl)-1-methylethyl, 2-
(2°- a 4'-pyridyl)ethyl, 2-(N,N-dicyklohexylkarboxamindo)ethyl, #-butyl, 1-adamantyl,
vinyl, allyl, 1-izopropylallyl, cinnamyl, 4-nitrocinnamyl, 8-chinolyl,
N-hydroxypiperidinyl, alkyldithio, benzyl, p-methoxybenzyl, p-nitrobenzyl, p-brombenzyl,
p-chorobenzyl, 2,4-dichlorbenzyl, 4-methylsulfinylbenzyl, 9-anthrylmethyl,
difenylmethyl); skupiny s asistovanym §tépenim  (2-methylthioethyl, 2-
methylsulfonylethyl, 2-(p-toluensulfonyl)ethyl, - [2-(1,3-dithianyl)]methyl, 4-
methylthiofenyl,
2,4-dimethylthiofenyl, 2-fosfonioethyl, 2-trifenylfosfonioizopropyl, 1,1-dimethyl-2-
kyanoethyl, m-choro-p-acyloxybenzyl, p-(dihydroxyboryl)benzyl, 5-benzizoxazolylmethyl,
2-(trifluormethyl)-6-chromonylmethyl);  skupiny  schopné  fotolytického  Stépeni
(m-nitrofenyl, 3,5-dimethoxybenzyl, o-nitrobenzyl, 3,4-dimethoxy-6-nitrobenzyl, fenyl(o-
nitrofenyl)methyl); derivaty moc¢ovinového typu (fenothiazinyl-(10)-karbonylderivat, N'-p-
toluensulfonylaminokarbonyl, N'-fenylaminothiokarbonyl); riznorodé karbamaty (z-amyl,
S-benzylthiokarbamat,  p-kyanobenzyl, cyklobutyl,  cyklohexyl, cyklopentyl,
cyklopropylmethyl, p-decyloxybenzyl, diizopropylmethyl, 2,2-dimethoxykarbonylvinyl,
0-(N,N-dimethyl-karboxamido)benzyl, 1,1-dimethyl-3-(N, N-dimethylkarboxamido)propyl,
1,1-dimethylpropynyl, di(2-pyridyl)methyl, 2-furanylmethyl, 2-jodethyl, 2-izobornyl,
izobutyl, izonikotinyl, p-(p-methoxyfenylazo)benzyl, 1-methylcyklobutyl,
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1-methylcyklohexyl, 1-methyl-1-cyklopropylmethyl, I-methyl-1-(3,5-
dimethoxyfenyl)ethyl, 1-methyl-1-(p-fenylazofenyl)ethyl, 1-methyl-1-fenylethyl,
1-methyl-1-(4-pyridyl)ethyl, fenyl, p-(fenylazo)-benzyl, 2.4,6-tri--butylfenyl, 4-
(trimethylammonium)benzyl; amidy (N-formyl, N-acetyl, N-chloracetyl, N-trichloracetyl,
N-trifluoracetyl, N-fenylacetyl, N-3-fenylpropionyl, N-pikolinoyl, N-3-pyridylkarboxamid,
N-benzoylfenylalanylderivat, N-benzoyl, N-p-fenylbenzoyl) ; amidy s asistovanym
Stépenim (N-o-nitrofenylacetyl, N-o-nitrofenoxyacetyl, N-acetoacetyl, (N™-
dithiobenzyloxykarbonylamino)acetyl, N-3-(p-hydroxyfenyl)propionyl, N-3-(o-nitrofenyl)
propionyl, N-2-methyl-2-(o-nitrofenoxy)propionyl, N-2-methyl-2-(o-
fenylazofenoxy)propionyl, N-4-chlorbutyryl, N-3-methyl-3-nitrobutyryl, N-o-
nitrocinnamoyl, N-acetylmethioninderivat, N-o-nitrobenzoyl, N-o-
(benzoyloxymethyl)benzoyl, 4,5-difenyl-3-oxazolin-2-on); cyklické imid-derivaty (N-
ftalimid, N-dithiasukcinoyl, N-2,3-difenylmaloyl, N-2,5-dimethylpyrrolyl, adukt N-1,1,4,4-
tetramethyldisilylazacyklopentanu, S-substituovany 1,3-dimethyl-1,3,5-triazacyklo-hexan-
2-on, 5-substituovany 1,3-dibenzyl-1,3,5-triazacyklohexan-2-on, 1-substituovany 3,5
dinitro-4-pyridonyl);

N-alkyl a N-arylaminy (N-methyl, N-allyl, N-[2-(trimethylsilyl)ethoxy]methyl,
N-3-acetoxypropyl, N-izopropyl-4-nitro-2-oxo-3-pyrrolin-3-yl), kvarterni amonné soli,
N-benzyl, N-di(4-methoxyfenyl)methyl, °N-5-dibenzosuberyl, N-trifenylmethyl,
N-(4-methoxyfenyl)difenylmethyl, N-9-fenylfiuorenyl, N-2,7-dichlor-9-fluorenylmethylen,
N-ferrocenylmethyl, N-2-pikolylamin-N'-oxid); derivaty iminu (N-1,1-
dimethylthiomethylen, N-benzyliden, N-p-methoxybenyliden, N-difenylmethylen, N-[(2-
pyridyl)mesitylJmethylen, N,(N',N'-dimethylaminomethylen, N, N'-izopropyliden,
N-p-nitrobenzyliden, N-salicyliden, N-5-chlorsalicyliden, N-(5-chlor-2-
hydroxyfenyl)fenylmethylen, N-cyklohexyliden); derivaty enaminu (N-(5,5-dimethyl-3-
oxo-1-cyklohexenyl)); derivaty N-kovi (derivaty N-boranu, derivaty N-difenylborité
kyseliny, N-[fenyl(pentakarbonylchromium- nebo -wolframium)Jkarbenyl, N-méd’né nebo
N-zinec¢naté chelaty); N-N derivaty (N-nitro, N-nitroso, N-oxid); N-P  derivaty
(N-difenylfosfinyl, N-dimethylthiofosfinyl, ~N-difenylthiofosfinyl, ~N-dialkylfosforyl,
N-dibenzylfosforyl, N-difenylfosforyl); N-Si derivaty; N-S derivaty; N-sulfenylderivaty
(N-benzensulfenyl, N-o-nitrobenzensulfenyl, N-2,4-dinitrobenzensulfenyl,

N-pentachlorbenzensulfenyl, N-2-nitro-4-methoxybenzensulfenyl,

N-trifenylmethylsulfenyl, N-3-nitropyridinsulfenyl); a N-sulfonylderivaty
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(N-p-toluensulfonyl, N-benzensulfonyl, N-2,3,6-trimethyl-4-methoxybenzensulfonyl,
N-2,4 6-trimethoxybenzensulfonyl, N-2,6-dimethyl-4-methoxybenzensulfonyl,
N-pentamethylbenzensulfonyl, N-2.3,5,6,-tetramethyl-4-methoxybenzensulfonyl,
N-4-methoxybenzensulfonyl, N-2,4,6-trimethylbenzensulfonyl, N-2,6-dimethoxy-4-
methylbenzensulfonyl, ~ N-2,2,5,7,8-pentamethylchroman-6-sulfonyl, ~ N-methansulfonyl,
N-B-trimethylsilyethansulfonyl, N-9-anthracensulfonyl, N-4-(4'8'-
dimethoxynaftylmethyl)benzensulfonyl, N-benzylsulfonyl, N-trifluormethylsulfonyl,
N-fenacylsulfonyl).

TypiCtéj§i amino chréanici skupiny zahrnuji karbamaty a amidy, nejtypicté&ji
N-acetylové skupiny.

Skupiny schopné biologického §té€peni typicky zahrnuji prekursory 1éCiv. Velké
mnoZstvi téchto skupin je popsano v "Design of Prodrugs", Hans Bundgaard (Elsevier, N.
Y., 1985, ISBN 0-444-80675-X) (Bundgaard) a nebude zde detailnéji probirano. Zejména
Bungaard popisuje na stranach 1-92 prekursory 1éCiv a jejich biologické Stépeni, které se
tykd velkého mnoZstvi typl funkénich skupin. Prekursory Ié¢iv pro karboxylové a
hydroxylové skupiny jsou detailngji popsany u Bundgaarda na stranach 3 az 10, pro amidy,

imidy a jiné NH-kyselé slouCeniny na stranach 10 aZ 27, pro aminy na stranach 27 az 43 a

cyklicka proléCiva na stranich 62 az 70. Tyto &asti jsou piipadn€ vazany na steroid.

v poloze jednoho, dvou nebo vice substituentd R'-R®, R, R R a R®.
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Metabolity

Do rozsahu ptedloZeného vynalezu spadaji také in vivo metabolity slou€eniny podle
vynalezu, pokud tyto produkty jsou nové a neziejmé vi&i dosavadnimu stavu techniky.
Tyto produkty mohou byt vysledkem napf. oxidace, redukce, hydrolyzy, amidace,
esterifikace a pfi podavani slouCeniny obecného vzorce (1) v disledku enzymatickych
nebo chemickych procesi. Proto piedloZeny vynalez zahrnuje nové a evidentné dosud
nezndmé slouCeniny pfipravené zpusobem zahrnujicim kontakt slouleniny podle
ptedlozeného vynalezu se subjektem, napf. lidskym subjektem, hlodavcem nebo primatem,
po urcitou dobu dostacujici ke vzniku jejiho metabolického produktu. Tyto produkty jsou
typicky identifikovany pfipravou slouCeniny podle pfedlozeného vynilezu znadené
radioaktivnim izotopem (napt. '*C, *H, 'I, **P, S nebo *Tc), parenteralng podany
v detegovatelné davce (napf. vétsi nez 0,5 mg/kg) zvifecimv subjektu, napf. potkanim,
mysim, morcatim, primatim nebo lidskj’/m subjektiim, nechany po dostate¢né dlouhou
dobu metabolizovat (typicky 30 sekund aZ 30 hodin) a poté jsou jejich produkty konverze
izolovany z moce, krve nebo jinych biologickych vzorkd. Tyto produkty jsou snadno
izolovéany, ponévadz jsou znaleny (dalsi jsou izolovany pomoci protilatek schopnych vazat
epitopy zlstavajici v metabolitu). Struktury metabolith jsou stanoveny standardnimi
zplisoby, napf. pomoci MS, HPLC nebo NMR. Obecné je analyza metabolitG provedena
stejnym zplsobem jako dosud znamé standardni analyzy metabolizmu 1é&v. Produkty
konverze, pokud nejsou jinak zjistény in vivo, jsou pouZitelné pifi diagnostickych
- zkouSkach terapeutickych dévek sloucenin podle pfedlozeného vyndlezu, i kdyZ nemaji

samy o sob¢ terapeutickou aktivitu.

Formulace a pripravky

Aktivni sloZka(y) mize byt podivana samotng, nicméné obvykle se podava ve
formé farmaceutickych formulaci. Formulace podle piedioZeného vynélezu pro veterinarni
1 huménni pouZiti zahrnuji alespoti jednu aktivni sloZku, tzn. sloueninu obecného vzorce
(1), spolecné sjednou nebo vice pfijatelnymi pomocnymi latkami a pfipadné jinymi

terapeutickymi slozkami.
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Dal3i aspekt provedeni podle pfedlozeného vynélezu zahrnuje pfipravek obsahujici
jednu nebo vice farmaceuticky pfijatelnych pomocnych latek nebo nosici. Jedna nebo vice
slou¢enin obecného vzorce (1) (také oznaCovana jako aktivni slozka(y)) je podavana
jakymkoliv vhodnym zpisobem za ufelem oSetfeni uréitého stavu. Vhodné zpiisoby pro
bezvodé tekuté formulace a jiné formulace na bazi slouceniny obecného vzorce (1)
zahruji perorélni, rektalni, nazalni, mistni (v€etné bukalniho a sublingvélniho), vaginalni
a parenterdlni (véetné subkutanniho, intramuskularniho, intravenézniho, intradermalniho,
intratekalniho a epiduralniho) podani. Obecné jsou bezvodé tekuté formulace podavany
parenteralnim zpisobem.

Vramci daldiho provedeni podle prfedloZzeného vynédlezu, napt. zplsoby
intermitentniho davkovani podle pfedloZeného vynalezu, mizZe byt sloucenina(y) obecného
vzorce (1) ve form& bezvodé tekutého formulace, suchého pevné formulace, coz je
peroralni, mistni, parenteralni formulace, nebo ve form¢ vodné tekuté formulace, ktera je
pouzivana parenteralng, peroralné nebo mistné. Zpisob podani bude zaviset napf. na
patologickém stavu oSetfovaného subjektu; jeho véaze nebo zpétné reakci na slouceninu
obecného vzorce (1) nebo jinych okolnostech ptislusné terapie.

Formulace maji byt vhodné pro vySe uvedené zplisoby podani. Piipravky také
mohou byt ve formé jednotkové davky a mohou byt pfipraveny jakymikoliv zplsoby
pouzivanymi ve farmacii. Jednotlivé techniky, pomocné latky a formulace mohou byt
nalezeny napi. v Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co., Easton, PA
1985, 17™ edition, Nema et al., PDA, J. Pharm. Sci. Tech. 1997 51: 166-171. Zpisoby
pfipravy formulace podle pfedlozeného vynalezu zahrnuji krok, ve kterém dochazi ke
kontaktu aktivni slozky (sloZek) s pomocnou latkou (latkami). Obecné jsou formulace
ptipraveny rovnomémnym a diikladnym kontaktem aktivni slozky s tekutymi pomocnymi
latkami nebo jemné rozemletymi, pevnymi, pomocnymi latkami nebo ob&ma, a pote,
pokud je tfeba, tvarovanim produktu.

Formulace podle pfedloZeného vynalezu vhodné pro peroralni podani jsou
piipraveny jako oddélené jednotky, napf. kapsle, kachety nebo tablety, pficemz kazda
obsahuje pfedem stanovené mnoZstvi aktivni slozky; jako prasky nebo granule; jako roztok
nebo suspenze ve vodném nebo bezvodém roztoku; nebo jako tekuté emulze typu olej ve
vodé nebo tekuté emulze typu voda ve oleji. Aktivni slozka(y) mohou byt také ve formé

bolusu, lektvaru nebo pasty.

eseoe
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Tablety jsou vyrobeny lisovanim ptipadné sjednou nebo vice doplitkovymi
pomocnymi latkami. Lisované tablety mohou byt vyrobeny ve vhodném lisovanim aktivni
slozky (sloZek) ve své sypké formé, napf. prasek nebo granule, pfipadn€ smichané
s pojivem, lubrikantem, inertnim rozpous$tédlem, konzervaénim prostredkem, povrchové
aktivnim nebo disperganim prostiedkem. Lisované tablety mohou byt vyrobeny ve
vhodném stroji lisovanim smési aktivni slozky (sloZek) rozetfené na praSek a zvlhéené
internim tekutym rozpoustédlem. Tablety mohou byt pfipadné potaZeny vrstvou a ptipadné
jsou vyrobeny tak, aby poskytovaly pomalé nebo regulované uvolnovani aktivni slozky
(slozek).

Pti infekcich o&i nebo jinych zevnich tkani, napf. ust nebo kiiZze, jsou formulace
typicky podavany jako mistni masti nebo krémy obsahujici aktivni slozku (sloZky)
v mnoZstvi napt. 0,075 az 20 hmotn.% (v&etné aktivni slozky (sloZek) v rozmezi 0,1% az
20% v prirtstcich po 0,1 hmotn.%, napf. 0,6 hmotn.%, 0,7 hmotn.%, atd.), ¢asto 0,2 az 15
hmotn.% a nejcast&ji 0,5 az 10 hmotn.%. Pokud je vyrabéna formulace ve formé masti,
mohou byt aktivni slozky pouzivany bud s parafinovym nebo 'svodou misitelny
mastovym zdkladem. Nebo mohou byt aktivni slozZky vyrobeny ve formé€ krému
s krémovym zékladem typu olej ve vodé.

Pokud je tieba, miiZe vodna faze krémového zdkladu zahrnovat napf. alespori 30
hmotn.% vicemocného alkoholu, tzn. alkohol majici dvé nebo vice hydroxylovych skupin,
napf. propylenglykol, butan-1,3-diol, mannitol, sorbitol, glycerol a polyethylenglykol
(véetné PEG 400) a jejich smési. Formulace pro mistni podani mohou vhodné zahrnovat
slouGeninu, které zvySuje absorpci nebo penetraci aktivni slozky (sloZek) pfés kizi nebo
jind postizena mista. Pfiklady takovych dermalnich zesilovacli (enhancer) penetrace
zahrnuji dimethylsulfoxid a pfibuzna analoga.

Olejovita faze emulzi tohoto vynalezu miZe byt zndmym zplsobem sloZena ze
znamych pomocnych latek. Zatimco faze miZe obsahovat pouze emulgéator (jinak
emulgent), vhodné zahrmuje smés alespofi jednoho emulgatoru s tukem nebo olejem nebo
obéma. Hydrofilni emulgatory mohou byt obsaZeny spole¢né s lipofilnimi emulgatory,
které ucinkuji jako stabilizatory. Néktera provedeni zahrnuji olej i tuk. Spole¢né vytvari
emulgator(y) spoleCené snebo bez stabilizatoru(t) takzvané emulgacni vosky a vosk
spole¢né solejem a tukem vytvai{ takzvany emulgacni mast’ovy zaklad, ktery tvofi

olejovitou dispergovanou fazi pfipravku ve formé krému.
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Emulgatory a stabilizatory emulze vhodné pro pouZiti ve formulaci podle
ptedloZeného vynalezu zahrnuji Tween60™, SpanSOTM, cetostearylalkohol, benzylalkohol,
myristylalkohol, glyceryl-monostearat a lauryl-sulfat sodny.

Vybér vhodnych oleji nebo tukd pro formulaci zalezi na dosazeni pozadovanych
kosmetickych vlastnosti. Krémy jsou obecné nemastné, nebarvici a omyvatelné produkty
s vhodnou konzistenci, aby bylo zamezeno uniku z tub nebo jinych obalti. Mohou byt
pouzivany rozvétvené nebo nerozvétvené, mono- nebo dibazické alkylestery, napt. di-
izoadipat,  izocetylstearat,  propylenglykoldiester = mastnych  kyselin  kokosu,
izopropylmyristat, decyloleat, izopropylpalmitat, butylstearat, 2-ethylhexylpalmitat nebo
smés esterti s rozvétvenym fetézcem zndma jako Crodamol CAP. Tyto latky mohou byt
pouzivany samotné nebo v kombinaci na zékladé pozadovanych vlastnosti. Nebo mohou
byt pouZivany také lipidy s vysokou teplotou tani, napf. bild vazelina a/nebo minerélni olej
nebo jiné mineralni oleje.

Formulace vhodné pro mistni podéani do o&i také zahrnuji oéni kapky, kde aktivni
slozka(y) je rozpusténa nebo suspendovéana ve vhodné pomocné latce (latkach), zejména
vodné rozpoustédlo aktivni slozky (slozek), které obsahuje jeden nebo vice ndboji pfi
neutralnim pH, napt. pH 6-8. Aktivni slozka(y) je vtéchto formulacich typicky
v koncentraci 0,5-20 hmotn.%, typicky 1-10 hmotn.%, ¢asto 2-5 hmotn.%.

Formulace vhodné pro mistni podani pod jazyk zahrnuji tabletky obsahujici aktivni
slozku na aromatické bazi, obvykle sacharosa a arabska guma nebo traganth; pastilky
obsahujici aktivni slozku(y) v inertni bazi, napf. Zelatina a glycerin nebo sacharosa a
arabska guma; a Gstni vody obsahujici aktivni slozku ve vhodné tekuté pomocné latce
(latkach).

Formulace pro rektéalni podani mohou byt pfitomny jako rektdlni ¢ipek s vhodnou
bazi obsahujici napf. kakaovy tuk nebo salicylat.

Formulace vhodné pro intrapulmondlni nebo nazalni podani maji velikost Castic
napt. v rozmezi 0,01 az 500 mikrond (vetng prameérné velikosti ¢astic v rozmezi 0,01 aZ
500 mikronti pfi 0,1 nebo jiném pfirGstku, napt. 0,05, 0,1, 0,5, 1, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0, 3,5, 4,0,
4,5,50,6,7, 8,9, 10, 20, 25, 30, 35, 50, 75, 100, atd. mikronti) a je podavan rychlou
inhalaci pfes jazyk tak, aby dosahl plicni alveoly. Vhodné jemné rozmélnéné piipravky
zahrnuji vodné nebo olejovité roztoky nebo suspenze aktivni slozky (sloZek). Formulace
vhodné pro aerosolové podani a podani ve form& suchého prasku nebo tablet mohou byt

piipraveny standardnimi zpisoby a mohou byt podavany s dalSimi terapeuticky:ni agens,
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napt. sloudeniny dfive pouzivané pti osetfeni nebo profylaxi virovych nebo jinych infeke,
jak je popsano v pfedloZeném vyndlezu. Tyto formulace mohou byt podavany, nap.
peroralng, parenteralné (i.v., i.m., s.c.), mistné nebo bukalng.

Formulace vhodné pro vaginalni podani mohou byt ve formé pesart, tampond,
krémi, geld, past, pén nebo sprejii obsahujicich kromé aktivnich slozZky (sloZek), napf.
vhodné pomocné latky.

Formulace vhodné pro parenterlni podani zahrnuji vodné a bezvodé sterilni
injekéni roztoky. které mohou obsahovat antioxidanty, pufty, bakteriostatika a soluty, které
&ini piipravek izotonicky vzhledem ke krvi zamysleného recipienta; a vodné nebo bezvodé
sterilni suspenze. které mohou zahrnovat suspenda¢ni a zahustovaci prostredky.

Formulace jsou ve formé obalii pro jednotkové davky nebo obalii na vice davek,
napf. uzaviené ampule a lékovky, a mohou byt skladovany za sublimaénich (lyofilizace)
podminek vyzadujicich pouze pfidéni sterilni tekuté pomocné latky, napt. vody pro injekci,
piimo pted pouzitim. Injekéni roztoky a suspenze piipravujici se v Cas potreby jsou
vyrobeny ze stenlnlch praskd, granuli a tablet vySe popsancho typu Formulace
jednotkovych davek jsou ty, které obsahuji denni davku nebo jednotkovou denni subdavka,
jak je uvedeno v predloZeném vynalezu, nebo jeji pfislusny podil, aktivni slozky (slozek).

Meélo by byt ziejmé, Ze kromé sloZek podrobné popsanych vySe, mohou formulace
tohoto vynélezu zahrnovat jiné standardni agens nebo pomocné latky s ohledem na typ
doty¢ného pfiprailku napf. ptipravky vhodné pro peroralni podani mohou zahrnovat
chutové ptisady.

Vynalez dale zahrnuje piipravky pro veterinirni pouZiti obsahujici alespo jednu
vyse definovanou aktivni slozku spole¢né s jeji pomocnou latkou (latkami) vhodnou pro
veterinarni pouziti. Pomocné latky vhodné pro veterinarni pouziti jsou materialy pouZitelné
pro tdely podéni ptipravku a mohou to byt pevné, tekuté nebo plynné materialy, které jsou
jinak inertni nebo piijatelné pfi veterinarnim pouziti a jsou slucitelné s aktivni slozkou
(slozkami). Tyto p¥ipravky vhodné pro veterinarni pouziti mohou byt podavany peroralné,
parenteraln& nebo jakymkoliv jinym pozadovanym zplsobem.

Formulace podle predlozeného vyndlezu zahrnuji farmaceutické formulace
s regulovanym uvoliovanim obsahujici aktivni slozku(y) (.pfipravky s regulovanym
uvoliiovanim®), ve kterych je uvoliiovani aktivni slozky (slozek) fizeno a regulovéno, aby
se snizila frekvence davkovani nebo zlepsila farmakokineticky nebo toxicky profil dané

~ aktivni sloZky (slozek).
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Ucinna davka aktivni slozky (sloZek) zavisi alespoti na charakteru stavu, ktery je
osetfovan, toxicité, zdali je slougenina(y) pouzivana profylakticky (nizsi davky) nebo proti
aktivni infekei nebo stavu, zplisobu podani a farmaceutické formulaci. Utinna davka bude
stanovena oSetfujicim lékafem na zaklad& standardnich technik. Lze pfedpokladat, Ze
davka se bude pohybovat v rozmezi od 0,05 aZ 30 mg/kg télesné vahy denné. Napfiklad pfi
mistnim podani se bude denni potencilni davka pro dosp&lého &loveka vaziciho pfiblizn€
70 kg pohybovat v rozmezi 1 mg az 500 mg, obecn& mezi 5 aZ 40 mg, a miZe mit formu
jednoréazové nebo mnohodetnych davek nebo aplikaCnich mist.

Provedeni zahruji formulace, kterd obsahuji lipozomy nebo lipidové komplexy,
jenz obsahuji sloudeninu(y) obecného vzorce (1), napt. BrEA, nebo jeji ester, karbamat,
karbonat, aminokyselinu nebo peptid. Tyto formulace jsou pfipraveny zndmymi zpusoby,
napf. popsanymi v patentech US 4427649, 5043165, 5714163, 5744158, 5783211,
5795589, 5795987, 5798348, 5811118, 5820848, 5834016 a 5882678. Lipozémy ptipadné
obsahuji dal3i terapeutickd agens, napt. amfotericin B, cis-platin, adriamycin, inhibitory
proteasy, analoga nukleosidl nebo nukleotidd, napi. nékteré z vy$e uvedenych. Formulace,
které obsahuji lipozémy mohou byt podany subjektu jakymkoliv standardnim zptisobem,

napf. peroralné, parenteraln& nebo ve formé aerosolu (napt. s.c., i.v. nebo i.m.).

Terapeutické aplikace

Slougeniny obecného vzorce (1) nebo biologicky aktivni latky vznikajici z téchto
slougenin hydrolyzou nebo metabolizmem in vivo maji nékoli klinickych a neklinickych
aplikaci. Sloudeniny jsou obecné pouzitelné ke zvySeni Thl imunitni odpovédi nebo
k redukci Th2 imunitnich odpovédi. Odkazy na Th1 nebo Th2 imunitni odpovédi, jak jsou
pouzivany v predlozeném vyndlezu, oznacuji odpovédi obecné pozorované u savcl a
nikoliv odpovédi pozorované u mysi, u kterych byla tato terminologie piivodné pouzita.
TudiZ u lidskych subjektd Th1 buiiky prednostn& vykazuji receptory chemokinu CXCR3 a
CCRS5, zatimco Th2 buiiky piednostné exprimuji CCR4 molekulu a mensi mnozstvi CCR3
molekuly.

Aspekty piedloZeného vyndlezu zahruji piipravky, které obsahuji urcit€ mnoZstvi
alespori jedné slougeniny obecného vzorce (1) uginné ke zvySeni relativniho podilu
pozadované podskupiny imunitnich bungk, napt. CD4" T-bunek, NK-bunk nebo

dendritickych bunék, nebo k modulaci jedné nebo vice funkei podskupin imunitnich
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bungk, a farmaceuticky ptijatelny nosi¢. Typickd imunitni modulace se zaméfuje na
modulaci exprese genu(fl), které zesiluji Thl imunitni odpovédi nebo redukuji Th2
imunitni odpovédi. Funkce, které slouceniny obecného vzorce (1) ovliviuji, zahrnuji
expresi CD molekul nebo zménu podilu podskupin bunék, napf. CD4" nebo CD8'T-bunék,
nebo jejich relativniho po&tu v krvi nebo tkéni subjektu. CD molekuly participuji pfi
&innosti raznych podskupin imunitnich bun&k a mohou byt pouzitelné jako markery pro
imunitni funkei in vivo. V nékterych aspektech slou€eniny obecného vzorce (1) aktivuji
imunitni buiiky, jenZ obecné méni (zvy$uji nebo sniZuji) expresi nebo zmény mnozstvi
bungk, které exprimuji kombinace CD4, CD6, CD8, CD25, CD27, CD28, CD30, CD38,
CD39, CD43, CD45RA, CD45RO, CD62L, CD69, CD71, CD90 nebo HLA-DR molekul.
Casto mnoZstvi bun&k, které exprimuji tyto molekuly, je zvyseno, napi. CD25, CD 16 nebo
CD69. Typicky jsou tato zvydeni pozorovana jako zvySeni podilu cirkulujicich bilych
krvinek, které exprimuji jednu nebo vice t&chto molekul. V nékterych pripadech mnozstvi
takovych molekul na buiiku je detegovatelné pozménéno.

Exprese jednoho nebo vice adhezivnich molekul CD2, CD5, CD8, CD11a, CD11b,
CDllc, CD18, CD29, CD31, CD44, CD49a, CD49b, CD49¢c, CD49d, CD49e, CD49f,
CD50, CD54, CD58, CD103 nebo CD104 je také detegovatelné ovlivnéno po podani
slou¢enin obecného vzorce (1) subjektu. Casto je mnoZstvi bungk, které exprimuji tyto
molekuly, zvySeno, napf. CD5 nebo CD56. Adhezivni molekuly plsobi v riznych
aspektech imunitnich odpovédi, napt. vazb&é na MHC molekuly tfidy I, signalni’ transdukce
mezi buiikami nebo vazbé na molekuly v extracelularni matrici asociované
s endotelidlnimi nebo jinymi typy bunék. Podéni sloudenin obecného vzorce (1) subjektu
také ovliviiuje mnoZstvi urditych podskupin imunitnich bun&k, napf. NK buriky (napf.
CDS8’, CD56" nebo CD8*, CD56") nebo lymfokinem aktivované K-buiiky (LAK). Typicky
je pozorovana zvySena cirkulace NK nebo LAK-bungk, kterd se odrazi ve zvySeném
mnoZstvi bun&k, jenz exprimuji jednu nebo vice CD16, CD38, CD56, CD57 nebo CD9%4.
Také je pozorovano zvy$ené mnozstvi cirkulujicich prekurzorii dendritickych bungk, coz
se projevuje zvySenim bungk, které exprimuji jednu nebo vice CDI1lc, CD80, CD83,
CD106 nebo CD123. A¢koliv lze pozorovat zvySeny podil cirkulujicich bilych krvinek,
které exprimuji jednu nebo vice z téchto molekul, v n&kterych piipadech je mnoZstvi téchto
molekul na buiiky detegovatelné pozménéno. Mnozstvi bunék a hustota CD molekuly na
butiku miZe byt detegovatelné modulovana. Modulace podskupin imunitnich bungk se

typicky vyskytuji pfi reZimu intermitentniho ddvkovani sloueniny obecného vzorce (1).
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Exprese jednoho nebo vice navadécich (,,homing*) receptorti, napt. CD62L, mize
byt také detegovatelné ovlivnéna po podani sloucenin obecného vzorce (1) subjektu. Casto
mnoZstvi bunék, které exprimuji tyto molekuly je zvySeno, napt. CD62L.

Jiné CD molekuly, které jsou modulovany pfitomnosti sloucenin obecného vzorce
(1) v subjektu, zahrnuji molekuly receptoru cytokinu, napf. CDI115, CDW116, CD117,
CD118, CDW119, CD120a, CD120b, CD121a, CD121b, CD122, CD123, CD124, CD125
CD126, CDW127, CDW128 nebo CDW130. Casto bude mnoZstvi molekul receptoru na
butiku modulovano. Napiiklad pocet receptori pro cytokiny, které zprostiedkovavaji Thl
imunitni odpovédi (napt. IL-2, yIFN) bude typicky zvySen u bungk, které
zprostiedkovavaji Thl imunitni odpovédi. Modulace téchto molekul muze byt pfima
interakcemi s receptorem(y) v buiikdch, které exprimuji receptor cytokinu, nebo nepiima
modulaci syntézy cytokinu v ovlivnénych burkich nebo v jinych burikach, typicky
imunitnich burikach, které mohou interagovat sbunkami, jejichz syntéza receptoru je
modulovana.

“Osetfeni subjektu slou¢eninou obecného vzorce (1) miiZe vést ke zmén& alespori
25-50% nad nebo pod (napt. alespoti 30% nebo alespoii 40% nad nebo pod) kontrolni nebo
zékladni hladinu nékterych podskupin imunitnich bunék. Napiiklad vice nez 30% narust
celkového pottu aktivovanych CD8'T-bun&k, napt. CD8", CD69", CD25"T-bunek, CDS",
CD69", CD25T-bungk nebo CD8*, CD69", CD25 T-buntk, se obvykle objevuje 7 dni po
podani jednorazovéa davky slouceniny obecného vzorce (1) subjektu. Tyto piirtistky mohou
byt vétsi nez 50 %, 60% nebo 100% celkového poctu aktivnovanych CD8'T-bunék nebo
podskupiny aktivovanych CD8'T-bun&k u jednotlivych subjekti. Typicky se tyto ptiristky
celkového po&tu aktivovanych CD8"T-bunék nebo podskupin aktivovanych CD8'T-bun&k
pohybuji primémeé mezi 30-40% s individualnimi zkudenostnimi pfirtstky vice nez 100%
poctu aktivovanych CD8'T-bunék na jednotkovy krevni objem v porovnani se zakladni
hladinou.

Podéani slou¢enin obecného vzorce (1) miize ovlivnit jiné podskupiny imunitnich
bunék. Napiiklad koncentrace cirkulujicich CD4", CD69", CD25 (Thl pomocnych bunék)
a CD8*, CD16%, CD38" LAK-bun¢k nebo CD8’, CD16", CD38" LAK-bungk se typicky
zvy$uje béhem nebo po dévkovani slougeniny obecného vzorce (1). Také CDS8’, CD16",
CD38" a CD8", CD16", CD38" (ADCC efektorové buiiky) a s niZ8im bo¢nim rozptylem
Lin, DR, CD123" (dendritické prekurzory) nebo s nizSim bocnim rozptylem Lin, DR,
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CDl11c" (dendritické buiiky nebo prekurzory) mohou vykazovat mirné az vyrazné
piirtstky.

Subjekty, u kterych doslo k imunosupresci, napf. disledkem infekce (napf. virovou
(HIV, HCV), bakteridlni infekci nebo infekci parazitem) nebo chemoterapii (napf.
antivirovou terapii, rakovinovou chemoterapii nebo radioterapif), ma podani sloucenin
obecného vzorce (1) vede k piiznivé zméné rovnovahy Thl nebo Th2 odpovédi. Pokud
jsou Thl odpovédi suboptimalni nebo nedostate¢né, vede oSetfeni slouCeninou obecného
vzorce (1) ke zvySeni Thl odpovédi nebo redukei Th2 odpovédi. A opacné, pokud jsou
Th2 odpovédi suboptimalni nebo nedostate¢né, vede oSetfeni sloudeninou obecného vzorce
(1) ke zvy3eni Th2 odpovédi nebo redukci Thl odpovédi. Sloueniny obecného vzorce (1)
tak mohou byt pouZivany ke zméné charakteru imunitnich odpovédi subjektu, aby se
vyrovnaly imunitni odpovédi pfi imunosupresci. Nebo mohou slouceniny selektivné
potladovat neptiméfené nebo nezddouci imunitni odpovédi. Zvysené Thl odpovédi se
vyskytuji alesponi &astecné diky jedné nebo vice z nasledujicich vlastnosti: (i) sniZeni
biologické obrany, napf. vysoké hladiny IL-4 nebo IL-10, vi&i Thl funkeim
preexistujicich primarng imunizovanych Thl efektorovych bungk, (ii) zvySeni diferenciace
ThO bunék na Thl buiiky nebo zvyseni odpovédi zprostiedkovanych Thl butikami, (iii)
zvySeni funkce priivodnich bunéénych funkei, napf. pfeddvani antigenu prekurzory
dendritickych bun&k nebo makrofagy, (iv) zvySeni proliferace a diferenciace Thl
prekurzoru nebo progenitornich bungk, (v) zvySeni exprese IL-12 v dendritickych buiikach
nebo jejich prekurzorech, coz ma za nasledeke zvySeni diferenciace Thl bun€k od ThO
prekurzort, (vi) zvySeni exprese nebo aktivity faktorti souvisejicich s Thl funkcemi, napf.
IL-2, gama interferon (yYIFN) nebo lymfotoxin.

Aspekty zpusobii podle ptedloZeného vynalezu zahrnuje zménu exprese I1L-4 nebo
IL-10, ktera se vyskytuje po podani slou¢eniny obecného vzorce (1), napt. BrEA, subjektu.
Bylo konzistentn& pozorovano, Ze extracelularni hladiny IL-4 nebo IL-10 rychle se rychle
snizuji na troven, ktera neni detegovatelna technikou ELISA. Intracelularni hladiny IL-10
jsou redukovany na hladiny, které jsou skoro nebo niZe nez meze detekce proudové
cytometrie. Podéni sloudeniny obecného vzorce (1) subjektu tudiz poskytuje prostfedky
k inhibici jednoho nebo obou téchto interleukind. Tato inhibice miZe byt spojena se
zvy$enim Th1 imunitnich odpovédi vzhledem k Th2 nebo ThO odpovédim, napf. subjekty,
u kterych jsou Thl odpovédi potlateny (napf. v dasledku virové, bakterialni infekce nebo

infekce parazitem (HIV, HCV, atd.) nebo chemoterapii) nebo jscu jinak suboptimalni. U
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mnoha subjektd jsou hladiny bud IL-4 anebo IL-10, obvykle IL-10, pfed podanim
slou¢eniny obecného vzorce (1) nizké nebo nedetegovatelné. U takovych subjektd ma
podani sloudeniny obecného vzorce (1) k rapidnimu poklesu interleukinu, ktery je
detegovatelny, obvykle IL-4.

V nékterych provedeni je sloudenina(y) obecného vzorce (1) podavana subjektu
trpicimu  infekci patogenem, napf. infekce virem, bakteridlni infekci nebo infekci
parazitem. Slou¢enina obecného vzorce (1) by mohla byt pouzivana na §iroké spektrum
infekci (viz napt. J. B. Peter, editor, Use and Interpretation of Laboratory Tests in
Infectious Disease, 5™ edition, Specialty Laboratories, Santa Monica, CA 90404,1998, str.
1-271), ponévadZ obecn& zvySuje Thl imunitni odpovédi a/nebo redukuje Th2 imunitni
odpovédi. Potize pfi oSetfeni n&kterych infekci, napf. progresivni toxoplazmicka
encefalitida, malarie, tuberkuléza, leischmaniéza a schistosomidza, jsou Casto spojeny
s nezadoucimi Th2 imunitnimi odpov&d'mi. Typicky jsou nezadouci Th2 imunitni
odpovédi spojeny s nebo zplisobeny zvySenou expresi jednoho nebo vice cytokini nebo
interleukin®, napf. IL-4 a IL-10. Podani slougeniny obecného vzorce (1) nebo jiné uvedené
sloudeniny bude obecn& redukovat expresi jednoho nebo vice cytokini nebo interleukint
spojenych s Th2 imunitnimi odpovédmi. A zirovedl slouCeniny podle pfedlozeného
vynalezu zvySuji expresi jednoho nebo vice cytokini nebo interleukint spojenych s Thl
imunitnimi odpovéd’mi. Vzhledem k jejich schopnostem modulovat Thl a Th2 imunitni
odpovédi jsou sloudeniny podle pfedloZeného vynalezu pouzitelné pfi riznych klinickych
stavech, napf. infekci, imunosupresi nebo rakoving, kde je potfeba zvySit Thl imunitni
odpové&di. Napiiklad pfi diseminované nebo difuzni tuberkuléze by mohlo byt Zadouci
umozZnit pacientovi zpomalit progresi onemocnéni nebo u€innéji Vypudit infikované buriky.

Aspekt pfedlozeného vynéalezu provedeni, ve kterych slouCenina obecného vzorce
1) a inhibitor glutathionreduktasy, napf. buthathionsulfoximin
[CH3-(CH,):-S(=0)(=NH)-(CH,),-CHNH,-C(0)-OH], jsou podavany subjektu pfi léCeni
infekci, napf. infekce parazitem, napf. malarie, Toxoplasma, Cryptosporidium, nebo
k Ié¢eni rakoviny nebo zhoubného bujeni. SniZzeni pfivodu dodéani redukovaného
glutathionu mize zvysit fagocytézu makrofagem, mozna diky zvySenému oxidanimu
poskozeni v infikovanych butikdch nebo pfi nahrazovani malignich bunék. Nebo pouZiti
inhibitoru glutathionreduktasy mtze vést k zlepSenému rozpoznani infikovanych nebo
malignich bunék imunitnim systémem. Sloudenina obecného vzorce (1), napf. BiEA, a

buthathionsulfoximin jsou pouZivany napi. ke zvySeni clearance ,kruhového stadia“
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maldrie od infikovanych bunék nebo ke zvyseni rozpoznavani malignich buné€k imunitnim
systém v porovnani s pouzitim samotné slouceniny obecného vzorce (1). Infekce a
zhoubna bujeni, kde jsou tato provedeni aplikovéna, jsou popséna v pfedloZeném vynalezu.

Dalgi aspekt piedlozeného vynalezu zahrnuje pouziti slouCeniny obecného vzorce
(1) a flavonoidu, napt. naraginovy flavonoid, ke zvyseni biologické dostupnosti slouceniny
obecného vzorce (1). V téchto provedenich je u¢inné mnozstvi flavonoidu poddvano
subjektu soulasné s podanim sloueniny obecného vzorce (1). Typicky je subjektu
podavano 1-10 mg flavonoidu na kg télesné vahy, napf. bavachinin A, didymin
(izosakuranetin-7-rutinosid nebo neoponcirin), flavanomarein (izookanin-7-glukosid),
flavanon-azin, flavanon-diacetylhydrazon, flavanon-hydrazon, silybin, silychristin,
izosilybin nebo silandrin. Flavonoidni sloucenina je typicky poddvana spoletné se
slougeninou obecného vzorce (1) nebo nékolik hodin, napf. 1, 2 nebo 3 hodiny, pred
podaéni sloueniny obecného vzorce (1) subjektu.

Formulace na bazi lipozomi@ mohou byt pouZivany ke zvySeni dostupnosti
slougenin(y) obecného vzorce (1) do uritych typt bunék, napf. nadorovych bunek (viz
napf. patent US ¢. 5714163) nebo do bungk retikuloendotelidlniho systému (,RES®). RES
zahmuje makrofagy, mononukledrni fagocytarni buiiky, butiky vystelky sleziny,
lymfatickych uzlin a kostni dfeng a fibroblastickych retikularnich bunek hematopoetickych

tkani. Obecné jsou RES buiiky fagocytarni a jsou objektem pro cilené in vitro nebo in vivo

podani slou¢enin(y) obecného vzorce (1) pomoci lipozémi nebo jinych piipravki nebo

formulaci. Tudiz lze podavat sloudeninu obecného vzorce (1) do neoplazmy, ktera je
odvozena od retikuloendotelidni tkdng (retikuloendoteliom). Lipozémy mohou také
piipadn& obsahovat peptid z infek&niho agens, napf. z parazita malérie. Peptidy mohou

usnadfiovat tvorbu molekul MHC tfidy II a odpovédi B-bunék.

Vakcinace

Sloueniny uvedené v pfedloZeném vynalezu mohou byt také pouzivany jako
vakcinaéni adjuvans pii vakcinaci imunogeny nebo komponentami imunogennich
piipravkil k piipravé protilatek schopnych specifické vazby na slouceniny obecného vzorce
(1), na jejich metabolické produkty, které zachovavaji imunologicky rozpoznatelné epitopy
(mista pro vazbu protilatky) nebo k standardizaci antigen, proti kterym jsou pouzivany,

napt. infekénim agens nebo malignim bunikdam. Z tohoto divodu jsou imunogenni
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pfipravky pouzitelné jako meziprodukty pii piipravé protilatek, které se vaZou na
slouCeniny obecného vzorce (1), napf. v diagnostice, kontrole kvality, atp., metodach nebo
testech slouCenin nebo jejich novych metabolickych produktd. Navic jsou slouGeniny
pouZitelné pfi vyvolavani protilatek proti jinak neimunogennim polypeptidim, ponévadz
slou¢eniny mohou slouzit jako haptenick4 mista stimulujici imunitni odpovédi.

Pfisluiné produkty hydrolyzy zahrnuji produkty hydrolyzy vySe uvedenych
chranénych kyselych nebo bazickych skupin. V nékterych provedenich jakou jako
imunogeny pouzitelné kyselé nebo bazické amidy zahrnujici imunogenni polypeptidy,
napf. albumin, hemocyanin kuZelnatky a jiné uvedené niZe, které jsou obecné pouZitelné
jako imunogeny. VySe popsané metabolické produkty si mohou ponechavat znaény stupeil
imunologické zkfizené reaktivity se sloueninami podle pfedloZeného vynalezu. Napiiklad
protilatky podle pfedlozené¢ho vynalezu budou schopné vazby na nechranéné slouGeniny
podle vynilezu bez vazby na chranéné slouCeniny, nebo metabolické produkty budou
schopné vazby na chranéné slouCeniny a/nebo metabolické produkty bez vazby na
chranéné sloucCeniny podle vynalezu nebo budou schopné specifické vazby na kteroukoliv
nebo viechny z téchto skupin. Je Zadouci, aby protilatky podstatné zkfizené nereagovaly
s piirodnimi latkami. Podstatnd zkifzena reaktivita je reakitivta za konkrétnich testovacich
podminek, postadujicich k interferenci konkrétnich analytd s vysledky testu. 7

Imunogeny podle pfedloZeného vynalezu zahrnuji slou€eninu podle pfedlozeného
vynalezu vykazujici pozadovany epitop ve spojeni simunogenni latkou. V kontextu
predlozeného vynalezu znameni toto spojeni kovalentni vazbu za vzniku imunogenniho
konjugatu (vyskytuje-li se) nebo smés nekovalentné vazanych latek nebo kombinaci vySe
zminénych. Imunogenni latky zahrnuji adjuvancia, napt. Freundovo adjuvans, imunogenni
proteiny, napf. virové, bakterialni, kvasinkové, rostlinné nebo zvifeci polypeptidy, zejména
hemocyanin kuzelnatky, sérumalbumin, bovinni thyreoglobulin nebo sojovy inhibitor
trypsinu  a imunogenni polysacharidy. Typicky je slouCenina majici strukturu
poZzadovaného epitopu kovalentné konjugovana na imunogenni polypeptid nebo
polysacharid pouZitim polyfunk&nich (b&€zn€ bifunkcnich) zesitovadel. Zptsoby piipravy
haptenovych imunogeni jsou obecné znamy. Pro konjugaci haptenti na imunogenni
polypeptidy apod. podle vynalezu jsou vhodné jakékoliv doposud pouZivané zplisoby
konjugace s ohledem na funk¢ni skupiny na prekurzorech nebo hydrolytickych produktech,
které jsou dostupné pro zesitovani, a pravdépodobnost tvorby specifickych protilatek na

dotyCny epitop na rozdil od imunogenni latky .
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Typicky je polypeptid konjugovan do mista na sloucenin€¢ podle piedlozeného
vynalezu vzdaleného od epitopu, ktery ma byt rozpoznan.

Konjugaty jsou pfipraveny standardnim zplsobem. Naptiklad zesitovadla
N-hydroxysukcinimid, anhydrid kyseliny jantarové nebo C,galkyl-N=C=N-C,alkylova
skupina jsou pouzitelné pfi piipravé konjugati tohoto vyndlezu. Konjugiaty zahrnuji
slou€eninu podle piedloZeného vynalezu pfipojenou vazbou nebo spojovaci skupinou
majici 1-100, typicky 1- 25, typiétéji 1-10 atomil uhliku na imunogenni latku. Konjugéty
jsou separovany od vychozich latek a vedlejSich produktti chromatografii, poté jsou za
sterilni podminek filtrovany a nalévany do nadob pro skladovéni. Byly popsany syntetické
metody k pfipravé imunogent nesoucich hapten napi. G. T. Hermanson, Bioconjugate
Techniques Academic Press, 1996, 419-493.

Slouceniny tohoto vyndlezu jsou zesitovdny napf. pomoci jedné nebo vice z
nasledujicich skupin: hydroxylové skupiny, karboxylové skupiny, atomu uhliku nebo
aminu. Do této skupiny patii také amidy polypeptidl, kde polypeptidy slouzi jako vySe
zminéné chranici skupiny. '

Zviftata jsou typicky imunizovéna proti imunogennim konjugatiim nebo derivatim a
antiséra nebo monoklonalni protilatky jsou pfipravy standardnimi zptsoby.

V provedenich, kde slou¢eniny obecného vzorce (1) jsou pouzivany jako adjuvans
ke zvySeni imunitnich odpovédi subjektu na antigeny, napf. proteiny, peptidy nebo viry
nebo bunétné formulace, je sloucenina obecného vzorce (1) podéavéna soucasné
s aplikovanym antigenem subjektu, napf. vrozmezi 7 dn, kdy je antigen podavan
subjektu. V nékterych provedenich je slouc¢enina obecného vzorce (1) podavéna 1, 2, 3
nebo 4 dny pfed aplikaci antigenv subjektu. V jinych provedenich je slou€enina obecného
vzorce (1) podana ve stejny den jako antigen je podéan subjektu. V nékterych provedenich
je slou€enina obecného vzorce (1) podavana 1, 2 nebo 3 dny po aplikaci antigenv subjektu.
Slou¢enina obecného vzorce (1) miZe byt podavéana subjektu pomoci jakychkoliv
formulaci nebo zpdsobl podani zminénych vySe nebo v citovanych odkazech. Aspekty
pfedlozeného vynalezu zahrnuji pfipravky nebo formulace, které obsahuji slouceninu
obecného vzorce (1), jeden nebo vice pomocnych latek a antigen nebo preparat antigenu,
napf. porusené burniky nebo viry nebo napt. oslabené viry nebo DNA vakcinu.

Souvisejici provedeni obsahuji zpisob zahmujici podani nebo podani do tkéné
(napf. savec, napt. lidsky subjekt nebo primat) G¢inného mnozstvi slouceniny obecného

vzorce (1) a specifického antigenu subjektu. Tyto zplsoby jsou GcCinné ke zvySeni
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imunitnich odpovédi subjektu na antigen. Imunitni odpovédi, které jsou zvySeny, zahrnuji
mukézni  imunitni  odpovédi na antigen, napf. protein, peptid, polysacharid,
mikroorganizmus, nadorovy bunéény extrakt nebo letalné ozafeny nador nebo patogenni
buriky (napt. antigeny nebo buriky melanomu, renalni bunéény karcinom, karcinom prsou,
prostaty, benigni hypertrofie prostaty, vir nebo bakterie nebo jiny nador nebo patogen
popsany v ptedloZzeném vynalezu). Aspekty téchto provedeni zahrnuji zvySeni imunitnich
odpovédi subjektu, kdy antigen nebo imunogen je podavan intranazaln€ nebo peroralné.
V téchto aspektech je slou¢enina obecného vzorce (1) podédvéana soucasné s antigenem
nebo vrozmezi 3-72 hodin aplikace antigenu. Pouziti agens simunomodulaénimi
schonostmi ke zvySeni imunitnich odpovédi na vakcinu jiZ bylo popsano napf. v patentu
US 5518725.

Jind pouziti slouCenin(y) obecného vzorce (1) zahrnuji podani sloucenin(y)
subjektu, ktery trpi patologickym stavem(y). OSetfeni miZe 1é€it nebo zlepsit ptivod stavu
a/nebo symptomu spojenych s patologickym stavem(y), napt. infekce patogenem(y) (viry,
bakterie, houby), zhoubné bujeni, nezddouci imunitni odpovédi, tzn. imunitni odpovédi,
které zplsobuji patologické stav a/nebo symptomy, napf. autoimunni choroba nebo alergie
nebo onemocnéni, napt. hypoproliferaci, napt. normalni nebo poruseny rust tkan€, nebo
lé€eni poranéni nebo popdlenin, nebo pifi imunosupresi, napf. onemocnéni
charakteristickych absenci potfebnych odpovédi a/nebo neadekvatnim stupném potiebnych
odpovedi.

Mnoho rakovin nebo zhoubnych bujeni je spojeno s nezaddoucimi Th2 imunitnimi
odpovéd'mi nebo deficitem Thl odpovédi. Nedostacujici Thl imunitni odpovédi mohou
hrat roli pfi schopnosti malignich bun€k uniknout imunitni kontrole. Tato onemocnéni
zahrnuji nemalobuné¢ny plicni karcinom, bronchogenni karcinom, rakovinu rendlnich
bunék nebo karcinom, lymfom, gliom, melanom, pankreaticky nebo gastricky
adenokarcinom, lidsky papilomavir souvisejici s cervikalni intraepitelidlni neoplazii,
karcinom dé€loznitho krcku, jaterni adenom nebo kozni lymfom T-bunék (mykdza
fungoides, Sezary syndrom).

V né&ktervch z téchto provedeni mize byt hyperproliferace nebo zhoubny nador
subjektu souviset sjednim nebo vice patogeny. Naptiklad hepatocelularni karcinom
souvisejici s HCV nebo HBV, Kaposiho sarkom souvisejicim s HIV-1 nebo HIV-2,
leukémie T-bunék souvisejici s HTLV I, Burkittiv lymfom souvisejici s virem Epstein-

Barrové nebo papilomem nebo karcinomem souvisejicim s papilomaviry (HPV 6, HPV 11,
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HPV 16, HPV 18, HPV 31, HPV 45) nebo gastricky adenokarcinom nebo gastricky MALT
lymfom souvisejici s infekci Helicobacter pylori. V dalSich provedenich je sloucenina(y)
obecného vzorce (1) podavana subjektu trpicimu hyperproliferaci, u které neni prepoklad,
Ze by souvisela s patogenem, napf. melanomem, karcinomem, prekarcinomem vznikajicim
v krku, jicnu, Zaludku, tenkém a tlustém stfevu, vajecniku, plicich, prsou nebo centralnim
nervovém systému.

V nazornych provedenich jsou lidské subjekty, které trpi melanomem nebo
prekurzorovou lézi melanomu, oSetfeny formulaci na bazi krému pro mistni podéani
obsahujici 2-20 hmotn.% BrEA. Krém je aplikovan do primérni nevi (dysplastické nevi
nebo beéZné ziskané nevi), primarniho kozniho melanomu, sekundarniho kozniho
melanomu a kiize obklopujici nevi nebo melanomy. Mista, kterd maji byt oSetfena, jsou
pted aplikaci krému, pokud je to praktické, omyta mydlem nebo setfena alkoholem (napf.
ethanol nebo izopropanol). Asi 0,1-0,4 g krému, v zavislosti na velikosti oSetfovaného
mista, je aplikovano jednou nebo dvakrat denné na oSetfované misto nebo 1ézi po dobu asi
10-20 dni. Pfed obnovenim normalni aktivity subjektu se krém nechd v klidu pisobit na
aplikovaném misté po dobu 15-30 minut. Progrese nevi a melanomi je zpomalovana u
vEtsi pacientd a u nékterych 1ézi je pozorovana signifikantni regrese. Nasleduje pocatecni
oSetieni, kdy formulace je aplikovadna kazdy druhy den po dobu alespori 1 aZ 4 mésich
stejnym davkovacim reZimem, ktery byl popsan pro pocate¢ni kolo o$etieni. Tato skupina
pacientli je pfipadn¢ podrobena standardni ‘terapii k léCeni prekurzorové léze nebo
melanomu, napt. dimethyltriazenoimidazolkarboxamid nebo nitrosomocovina (napf.
BCNU, CCNU), nebo v tomto 1é¢eni je pokracovano podle doporuceni oSettujiciho 1ékafe
a se souhlasem pacienta. V pfipadech, kde nador nebo prekurzorova 1éze je chirurgicky
odstranéna a misto bylo dostate¢né oSetfeno, se ptipadné pokraCuje v oSetfeni pacienta
mistni formulaci v dané oblasti postiZeni a ptiléhajicich mist kazdy druhy den alespoil 1 az
4 mésice. V nékterych z téchto provedeni je sloucenina(y) obecného vzorce (1) aplikovana
denné kontinualné jako peroralni pfipravek nebo formulace, napf. slou¢enina(y) obecného
vzorce (1), kterd je sama o sob& nova. BrEA je ptipadné také aplikovan soustavné pomoci
napf. formulace popsané v piikladech niZe k podani 1-5 mg/kg/den kazdy druhy den po
dobu 1 tydne az 4 mé&sich, napt. v pfipadech maligniho melanomu.

Nedostate¢né Thl imunitni odpovédi jsou Casto spojeny s infekei virem. Virové
infekce mohou vznikat v disledku DNA nebo RNA virli, napf. herpesviry, hepadnaviry,

adnoviry, retroviry, togaviry, alfaviry, arboviry, flaviviry, rhinoviry, papilomaviry a/nebo
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pestiviry. Typické viry byly popsany napt. v B. N. Fields, et al., editors, Fundamental
Virology, 3" edition, 1996, Lippencott-Raven Publishers, viz kapitola 2 na str. 23-57,
véetné tabulky 4 na str. 26-27, tabulky 5 na str. 28-29, kapitola 17 na str. 523-539, kapitola
26-27 na str. 763-916, kapitola 32 na str. 1043-1108 a kapitola 35 na str. 1199-1233.
Termin ,retroviry”, jak je pouzivan zde, zahrnuje lidské a zvifeci viry, napt. HIV-1,
HIV-2, LAV, virus I lidské leukémie T-bun¢k ("HTLV I"), HTLV II, HTLV III, SIV,
SHIV, FIV, FeL V. Dalsi viry, véetné jejich genoskupin, oball, izolatd, kment atd., které
mohou etablovat infekci virem, zahrnuji virus lidské hepatitidy C ("HCV"), virus lidské
hepatitidy B ("HBV"), virus lidské hepatitidy A ("HAV"), virus kachni hepatitidy, virus
svistové hepatitidy, lidsky ("HPV", napt. HPV 6, HPV 11, HPV 16, HPV 18, HPV 31,
HPV 45) nebo zviteci papilomavir, Poliovir, virus 1 Herpes simplex ("HSV-1"), virus 2
Herpes simplex ("HSV-2"), lidsky herpesvirus 6 ("HHV-6"), lidsky herpesvirus 8 ("HHV-
8"), virus horecky dengue (typy 1-4), vir zdpadni encefalitidy koni, virus japonské
encefalitidy koni, virus Zluté zimnice a virus bovinni virové diarey.

Dalsi onemocnéni zahrnujici imunitni nerovnovahu nebo piebytek Th2 imunitnich
odpovédi, jsou autoimunni poruchy, napf. SLE (systémovy lupus erythematosus),
osteropordza, roztrouSena skleréza, t&zka myastenie, Gravesovo onemocnéni, viedovitd
dermatitida souvisejici s roztoi, revmatoidni artritida a osteoartritida. Pfebytek Th2
imunitnich odpovédi je také spojen s nezadoucimi symtomy nebo patologickym stavem,
napf. Unava, bolest, horeCka nebo zvySeny vyskyt infekci, ktery souvisi se starnutim,
alergii a zanéty, napf. alergicka bronchopulmonarni aspergiléza u pacientd s cystickou
fibrozou, atopické astma, alergické respiraéni onemocnéni, alergickd rinitida, atopicka
dermatitida, subepitelialni fibr6za pii hypersenzitivité dychacich cest, chronické sinusitida,
perenidlni alergickd rinitida, Chronovo onemocnéni (mistni enteritida), ulcerativni kolitida,
zanétlivé onemocnéni stiev, fibroticka alveolitida (fibroza plic).

Dalsi klinické indikace, které maji souvislost nebo maji symptom(y), které jsou
v souladu s pfebytkem Th2 imunitnich odpovédi, napt. unava, bolest, horecka nebo
zvySena incidence infekce, zahrnuji schizofrenii, akutni myelitidy, sarkoidézu, popaleniny,
trauma (napf. fraktura kosti, hemoragie, chirurgie) a imunitni odpovédi na
xenotransplantaci. Tato béznd zékladni imunitni komponenta v alespon Casti patologie
vSech téchto stavii umozilyje jednotlivému agens byt Gcingji pouzivan k oSetifeni stavil
nebo k oSetfeni jednoho nebo vice symptomd, které souviseji nedostatkem Thl odpovédi

nebo prebytkem Th2 odpovédi. Ve vSech stavech, kde je nedostatek Thl imunitnich
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odpovédi nebo se vyskytuji nezddoucich Th2 odpovédi, je zlepSeni jednoho nebo vice
symptomll souvisejicich se stavem dosaZeno poddnim u¢inného mnoZstvi slouceniny
obecného vzorce (1) podle zpltsobii popsanych v ptedlozeném vyndlezu. Tudiz Ize
intermitentné podavat slouceninu obecného vzorce (1) pomoci formulace a zpisobu podani
popsanych v predloZeném vynalezu.

V nékterych aplikacich muze sloucenina(y) obecného vzorce (1) pfimo a/nebo
nepiimo interferovat s replikaci, vyvojem nebo pfenosem patogenu mezi burikami, napi.
virus nebo parazit (malarie). VylepSeni klinického stavv subjektu mizZe byt disledkem
pfimého ucinku na infekéni agens nebo maligni butiku. Zasah do celularni replikace muze
byt disledkem inhibice jednoho nebo vice enzymu, které parazit nebo infikované burky
pouZiva pro normalni replikaci nebo metabolizmus, napt. glukosa-6-fosfat dehydrogenasa,
které ovliviiuje celularni generaci NADPH (viz napf. Raineri et al., Biochemistry 1970 9:
2233-2243). Tento ucinek miZe pfispivat k cytostatickym u€inkim, které mohou nékteré
slouceniny obecného vzorce (1) mit. Modulace exprese celularnich enzymi nebo aktivity
mize také zasahovat do replikace nebo vyvoje patogenu, napt. HIV paraziti zpisobujicich
malérii nebo replikaci nebo vyvojem neoplastickych bungk, napf. inhibice angiogeneze.
Klinickd zlepSeni budou také obecné disledkem zvySeni Th1 imunitnich odpovédi.

V dalsich aplikacich zahrnuji provedeni zplisob, ve kterém dochdzi ke kontaktu
sloucenin(y) obecného vzorce (1) s butikou (butikami), pfi¢emz sloudenina(y) obecného
vzorce (1) vytvaf komplex sreceptorem steroidniho hormonu nebo vede k modulaci
biologické aktivity. Receptor steroidniho hormonu miiZe byt receptor ,,orphan receptor
nuklearniho hormonu, ktery vykazuje stfedni nebo vysokou vazebnou afinitu na

slou¢eninu(y) obecného vzorce (1). V nékterych provedenich je receptor steroidu znamy

receptor steroidu. Biologické udinky interakce slou€eniny obecného vzorce (1) a receptoru

mohou vést k zasahu do replikace nebo vyvoje patogenu nebo samotné buiky (buné&k).
Napiiklad exprese transkriptd HIV v buiikach infikovanych HIV mohou byt pozménény.
Komplex mezi receptorem a slou¢eninou obecného vzorce (1) mizZe pf¥imo zasahovat do
LTR-dependentni transkripce HIV geni, coz ma za nasledek sniZeni virové replikace.
Provedeni predlozeného vyndlezu zahrnuji ptipravky obsahujici ¢astecné
purifikovany nebo purifikovany komplex obsahujici slouCeninu obecného vzorce (1) a
receptor steroidu. Tento steroidni receptor(y) mizZe byt ,,orphan“ receptor steroidu nebo
popsany receptor steroidu, kde kterykoli typ véaze slouceninu obecného vzorce (1) se

sttedni nebo vysokou vazebnou aktivitou, napf. mensi nez 0,5-10 x 10® M, obvykle mensi
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nez 1 x 107 M, nebo, pii vysi afinitng, mensi ne 0,01-10 x 10 M. Slou&enina(y) mohou
také zvySovat imunitni odpovédi tak, Ze ob& imunitni odpovédi a pozménéné intracelularni
stavy souCasné existuji, aby se zlepsil jeden nebo vice patologickych stavii popsanych
v piedloZzeném vynalezu.

SlouCeniny obecného vzorce (1) mohou byt pouZivany k identifikaci receptort,
které moduluji biologické odezvy, napf. receptory, které participuji pfi zvySovani syntézy
Thl cytokinu. Provedeni vynalezu zahrnuji zpisob ,,zpisob 1, ktery umozZiiuje stanoveni
jednoho nebo vice UCinkdl testované slouleniny na receptor steroidu v rtiznych
biologickych systémech. Obecné je testovana slouenina slou€eninou obecného vzorce (1).
Tyto systémy zahrnuji buiiky obsahujici DNA konstrukt, ktery kobnstitutivné nebo
indukovatelné exprimuje ureny receptor(y) steroidu, napt. SXR, CARB, RXR, PXR,
PPARo. nebo smési nebo jejich dimery, napf. SXR/RXR. V dalsich biologickych
systémech miize byt receptor steroidu pod transkripéni kontrolou regulovatelného

promotoru. Nebo expresi dal§iho genu, napf. steroidem indukovatelny gen, napf. steroidem

indukovatelny cytochrom P-450. Pfi tomto zpisobu zdroj vzniku receptorti steroidu je

obecné kombinovéan s prostfedky jejich monitorovani, napf. méfenim transkripce genu
regulovatelného receptorem. Burky, které obsahuji receptor steroidu a pfipadn&
monitorovaci prostfedky, jsou nékdy v pfedloZeném vynilezu oznatovany jako
»biologicky systém®. Zdroje receptorl steroidu zahrnuji bun&né linie a bun&éné populace,
které normalné exprimuji uréeny receptor steroidu, a extrakty ziskané z téchto bundk. Dalsi
zdroj Dbiologického systému pouZitelného pro ucely tohoto zplisobu jsou tkang
z experimentélnich zvifat, ktera exprimuji receptory.

V jednom aspektu umoZiiuje zplisob 1 stanovit jeden nebo vice uinkd sloudeniny
obecného vzorce (1) na receptor steroidu pomoci zpiisobu, ktery zahrnuje (a) ziskani
biologického systému, napf. bun&ény extrakt, buiiky nebo tkafi obsahujici buiiky, které
maji vétsinu receptortl steroidu zahrnujicich monomery, homodimery nebo heterodimery,
které obsahuji receptor steroidu, napf. SXR, CAR-B, RXR, PPARa, PXR nebo dimery,
které obsahuji jeden nebo vice zvySe uvedenych; (b) aktivaci nebo inhibici vétsiny
monomerd, homodimerd nebo heterodimerti, které obsahuji receptoru steroidu, kontaktem
bun€k s agonistou nebo antagonistou receptoru steroidu (napf. SXR, CAR-B, RXR,
PPARa nebo PXR); (c) odstranénim podstatné vSech agonistli nebo antagonisti receptoru
steroidu z bunék; (d) stanoveni aktivity nékolika monomerd, homodimerd nebo

heterodimerti, které obsahuji receptor steroidu, béhem aktivovaného stavu za pfitomnosti

*
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agonisti nebo antagonistd; (e) vystaveni bun&k testované slouGening; (f) stanoveni alespon
jednoho 1icinku testované slouCeniny na aktivitu n&kolika monomerti, homodimert nebo
heterodimers, které obsahuji jeden nebo vice receptorii steroidu, zatimco zistavaji
v podstaté prosté agonistll a antagonistii; a (g) piipadné klasifikaci testované slougeniny
jako agonisty nebo antagonisty receptoru steroidu nebo neutralni slouCeniny majici nizky
nebo Zadny detegovatelny Glinek.

Uéinky, které lze zpiisobem 1 méfit, zahrnuji stanoveni nebo méfeni G&inku na gen,
jehoZ exprese je ovlivnéna receptorem steroidu. Gen by mohl souviset s patologickym
stavem, napf. infek¢nim agens, imunni chorobou nebo hyperproliferaci.

Tudiz dalsi aspekt zptsobu 1, ,,zplisob 1A“ je stanoveni, zdali chemicka latka, ktera
dosud nebyla znama jako modulator biosyntézy proteinu, miZe transkripénd modulovat
expresi genu, ktery koduje protein souvisejici se zachovanim nebo ofetfenim jednoho nebo
vice symptomi patologického stavu. Tento zplisob zahrnuje: (a) kontakt vzorku, ktery
obsahuje eukaryotické buriky, se sloueninou obecného vzorce (1), pfitem? eukaryotické
buriky obsahuji vétSinou proteiny receptoru steroidu a DNA konstrukt obsahujici smérem
od 5" k 3" (i) modulovatelny transkrip&ni regula¢ni sekvenci genu kodujici urCeny protein,
(i) promotor genu kédujictho urfeny protein a (iii) reportérovy gen, ktery exprimuje
polypeptid schopny produkce detegovatelného signalu, vazat se a za regulace promotoru,
za podminek, pii nich je latka, pokud je schopna pGsobit jako transkripéni modultor genu
kodujiciho ureny protein, zplisobi méfitelny nebo detegovatelny signal, ktery ma byt
produkovan polypeptidem exprimovanym reportérovym genem; (b) kvantitativni stanovent
mnoZzstvi signalu timto zplisobem produkovaného; a (c) piipadné srovnani mnoZstvi timto
zpisobem stanoveného s mnoZstvi produkovaného signilu detegovaného za absence
jakekoliv chemické latky, ktera je testovana nebo po kontaktu vzorku s jinymi chemickymi
latkami, aby se indentifikovala chemicka latka, jenz zptisobuje zm&nu detegovatelnosti
signalu produkovaného polypeptidem, a stanoveni, zdali chemickd latka specificky
transkripéné moduluje expresi genu souvisejiciho se zachovanim nebo osetfenim jednoho
nebo vice symptomt patologického stavu.

Pfi provadéni zplisobu 1A lze typicky kontaktovat vzorek obsahujici piedem
definované mnozstvi identickych nebo podstatn& identickych eukaryotickych bungk
s pfedem stanovenou koncentraci sloudeniny obecného vzorce (1). Eukaryotické bunky
obsahuji DNA konstrukt, ktery je vytvoren pomoci konvenénich zptsobt a postupt v

molekularni biologii. Obecné DNA konstrukt obsahuje smérem od 5" k 3" (i) transkrip&ni
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regulani sekvenci, kterd participuje na modulaci exprese genu souvisejiciho se
zachovanim nebo oSetfenim jednoho nebo vice patologickych stavii, (i) promotor genu a
(i) reportérovy gen, ktery exprimuje polypeptid schopny produkce detegovatelného
signalu, spfazeny s promotorem a pod jeho kontrolou. Konstrukt je udrzovan za takovych
podminek, Ze sloucenina obecného vzorce (1), pokud je schopné piisobit jako transkripéni
modulator genu kodujictho urCeny protein, zpisobuje méfitelny nebo detegovatelny signal,
ktery ma byt produkovan polypeptidem exprimovanym reportérovym genem. Jakmile
uplyne dostatend doba pro generaci detegovatelné odezvy nebo signalu, lze stanovit
mnoZstvi produkovaného signalu. Typicky je odpov&d’ nebo signal kvantitativng mé¥en,
nicméng pro ucely rychle’ho screeningu muze byt pouzitelné kvantitativni méfeni.r
U zplsobu 1A lze také piipadn& srovnat detegovatelny signal s mnoZstvim
produkovaného signalu, ktery (1) lze detegovat za absence jakékoliv sloudeniny obecného
vzorce (1) nebo (i) pfi kontaktu vzorku s jinymi chemickymi latkami, které indentifikuji
slouceninu obecného vzorce (1) jako chemickou latku, kterd zpdsobuje zménu
v detegovatelném signalu, jenz polypeptid produkuje. Poté je moZno typicky stanovit, zdali
sloufenina obecného vzorce (1) specificky transkripénd moduluje expresi genu
souvisejictho se zachovanim nebo ofetfenim jednoho nebo vice symptomi patologického
stavu.

Dalsi aspekty zplisobu 1 a 1A zahrnuji screening zptisobu zahrnujiciho separétni

kontakt vétiny identickych, podstatné identickych nebo rozdilnych vzorkd, kazdy vzorek -

kontaktuje pfedem definované mnoZstvi takovych bungk s pfedem stanovenou koncentraci
kazdé odlisné slouceniny obecného vzorce (1), kterd ma byt testovana, napf.-kde vétsina
vzork® zahrnuje vice neZ 1 x 10° nebo vice nez 1 x 10* vzorké nebo 0,5-5 x 10° vzorkd.
V dalSich aspektech je moZno stanovit mnoZstvi RNA kvantitativni fetdzovou reakci
polymerasy. V kterémkoliv ze zptisobG 1 nebo 1A miiZe byt pouZita sloudenina obecného
vzorce (1), napf. jakékoliv slouCenina popsana nebo uvedena v piedlozeném vynalezu.
Aspekty predlozeného vynalezu zahrnuji dalsi zpdsob, ,zplisob 2% ktery se
zaméfuje na identifikaci genu, jehoZ exprese je modulovéna potencidlnim vazebnym
partnerem pro terapeutické agens infek¢niho onemocnéni. Typicky je vazebny panner
receptor steroidu, napf. monomer, homodimer nebo heterodimer, ktery obsahuje SXR,
CAR-B, PXR, PPARa nebo RXR nebo jejich homolog nebo izoformu. Receptor steroidu
je typicky ve formé komplexu, ktery obsahuje, napf. sloudeninu obecného vzorce (1) a

regulovanou DNARS genu, kterou receptor steroidu nebo komplex, jenz obsahuje receptor
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steroidu, rozpozna a specificky se na ni navaZe. Tyto komplexy mohou také obsahovat
transkripni faktor, ktery se vaZe na receptor steroidu nebo na sekvence nukleové kyseliny
sousedici s DNARS nebo blizko ni. Pfiklady transkripénich faktori, které mohou byt
pritomny, zahrnuji jeden nebo vice ARAS54, ARASS5, ARA70, SRC-1, NF-kB, NFAT,
AP1, Ets, p300, CBP, p300/CBP, faktor souvisejici s p300/CPB, SWI/SNF a lidska
homologa SWI/SNF, CBP, SF-1, RIP140, GRIPI a Vpr. Obecné Ize ziskat prvni a druhou
skupinu bunék in vivo nebo in vitro a uvést prvni skupinu bunék v kontakt s terapeutickym
agens infekCniho onemocnéni, ale neuvést druhou skupinu bunék v kontakt
s terapeutickym agens infekéniho onemocnéni. Izolace RNA z bunék nebo izolace cDNA
odvozenych od RNA je provedena konve&nimi 2pﬁsoby. Analyza RNA nebo cDNA
odvozené od RNA prvni a druhé skupiny bunék zjisti rozdily mezi nimi, které lze pouZit
k identifikaci genu, jehoz regulace je modulovana potencidlnim vazebnym partnerem pro
terapeutické agens infek¢éniho onemocnéni nebo jakékoliv DNARS souvisejici s genem.

Jednim aspektem zptsobu 2 je stanoveni schopnosti slouéeniny obecného vzorce
(1) modulovat nebo participovat pfi modulaci, transkripci genu souvisejiciho se
zachovanim nebo oSetfenim jednoho nebo vice symptomi patologického stavu. Da se
oCekavat, Ze obecné budou slouceniny obecného vzorce (1) zpisobovat zvySeni transkripce
takovych gend. Patologicky stav typicky souvisi s infek&nim agens, napf. virem, parazitem
nebo bakterii, ale také miiZe zahrnovat imunitni stav, napf. autoimunni stav nebo imunitni
nedostateCnost. Patologicky stav mohou byt také nedostatené imunitni odpovédi na
infekci nebo nedostatecné odpovédi na hyperproliferaci nebo zhoubné bujeni. Dalsi
patologické stavy, na které lze aplikovat zpisob podle pfedloZeného vynilezu, jsou
zanétlivé stavy.

V nékterych aspektech budou sloudeniny obecného vzorce (1) pouZité ve zplisobu 2
znaCeny. Tyto slouCeniny jsou pfipraveny konvennimi zpisoby pomoci standardnich
technik znaeni slouCenin, napf. znaeni radioaktivnim izotopem, fluorescenénim
znaCenim nebo jind znaceni popsana v piedloZeném vynalezu a v citovanych odkazech.

Jedno provedeni zplsobu 2 zahrnuje analyzu RNA nebo ¢cDNA od ni odvozené
pomoci subtrakéni hybridizace. V tomto provedeni je RNA nebo cDNA ziskan4 z prvni a
druhé skupiny bunék hybridizovana a vzniklé duplexy jsou odstranény. To umoZiuje
izolaci nukleovych kyselin, které koduji geny, jejichz transkripce je modulovana
potencialnim vazebnym partnerem, kterym je obvykle receptor steroidu. Je mozno také

pouzit konvencni zplsoby k amplifikaci a ziskani nukleové kyseliny a informace o
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sekvenci proteinu z nukleovych kyselin izolovanych timto zpisobem. Sekvence
nukleovych kyselin, které jsou transkripéné indukovany nebo potlaeny sloudeninou
obecného vzorce (1), jsou potencialnimi vazebnymi partnery.

Skupina bunék 1 oSetfend slouCeninou obecného vzorce (1) bude bohat$i na
transkripén€ indukovany gen(y), zatimco jakykoliv potlateny gen(y) bude odstranén nebo
zcela chybét. V téchto provedenich je RNA izolovanid po odstranéni duplext typicky
amplifikovana standardnimi postupy RT-PCR nebo PCR. Tyto postupy typicky pouZivaji
specifické skupiny nahodnych pard primerd a naslednou analyzu amplifikovanych
nukleovych kyselin gelovou elektroforézou. Nukleové kyseliny, které jsou indukovéany
slouceninou obecného vzorcer (1), budou vypadat jako pas(y), obvykle duplex DNA, ktery
neni v kontrolni nebo druhé skupiné bun€k. Nukleové kyseliny, které jsou transkripénd
potlaCeny vazebnym partnerem slouCeniny obecného vzorce (1), budou v minorité nebo
zcela chybét v prvni skupiné bungk. Jakmile jsou tyto potencialni geny identifikovany,
mohou byt klonovany a exprimovany a schopnost DNARS souvisejici s genem vytvaret
komplex, ktery obsahuje potencidlni vazebny partner a piipadné znalenou slou&eninu
obecného vzorce (1), je analyzovana konvenénimi zplisoby, napf. rovnovéaznou dialyzou,
afinitni chromatografii pomoci, napf. DNARS imobilizovanych na sloupci, nebo
koprecipitaci komplexd, které obsahuji pfipadné znaenou DNARS a potencialni vazebny
pértner, pomoci protilatek protivazebného partnera. Anélyza sekvence nukleové kyseliny
je obvykle pouzivana k identifikaci oblasti- sousedicich s kddujicimi oblastmi regulovaného
genu k identifikaci jakékoliv DNARS souvisejici s genem. PGvod DNARS miZe byt
prokdzan vazbou DNARS duplexy, které obsahuji potencialni vazebny partner, napf.
receptor steroidu, a piipadné také obsahuji slouSeninu obecného vzorce (1). Lokalizace a
pivod DNARS muZe byt proveden mapovanim oligonukleotidi DNA nebo jinymi
zplsoby detekce vazebnych interakci. V obménach tohoto zplisobu 2 mifize byt znadena
DNARS, receptor nebo sloucenina obecného vzorce (1).

Druha skupina bunék bude obecné totozna nebo podstatné totozna s prvni skupinou
bunék. V provedenich (pro oba zpusoby 1 a 2), ve kterych jsou buriky , vyrazné totoZné",
se mohou prvni nebo druha skupiha bun€k navzajem li§it pfitomnosti nebo absenci DNA
konstruktu(li), které exprimuji (i) receptor steroidu a/nebo (i) snadno detegovatelny
protein, napf.  f-galaktosidasu, peroxidasu, fosfatasu nebo chloramfenikol
acetyltransferasu, jejichz transkripni regulace je obvykle modulovana receptorem

steroidu. V téchto provedenich je rozdil mezi prvni a druhou skupinou bunék pouZzivan k



176

usnadnéni analyzy biologickych ucinki sloudeniny obecného vzorce (1) a vazebného
partnera receptoru steroidu. Skupiny bunék jsou brany jako ,totozné“, pokud nevykazuji
znamé nebo zjevné morfologické nebo genetické rozdily.

Obvykle bude druha skupina bun€k slouzZit jako kontrola, a tudiz pted ziskanim
RNA nebo cDNA nebude vystavena piisobeni jakékoliv sloudeniny obecného vzorce (1).
Nicmén€ v nékterych provedenich je moZzno vystavit druhou skupinu bunék znimym
agonistim nebo antagonistim vazebného partnera receptoru steroidu, coZ umoZiuje
srovnat ucinnost slouCeniny obecného vzorce (1) s G&innosti agonisti nebo antagonistd.

V dalSich provedenich lze modifikovat zplisob 2 tfeti skupinou bunck, ktera je
pfipadn€ pouZivana jako neoSetfovana kontrolni skupina, pokud druha skupina bungk je
oSetfovana agonistou nebo antagonistou receptoru steroidu. V téchto provedenich je mozno
typicky srovnévat Uinek slouCeniny obecného vzorce (1) a agonisty nebo antagonisty
exprese genu nebo DNA konstruktu. DNA konstrukt by mohl obsahovat promotér nebo
jiné regulacni sekvence, které jsou pfedmétem transkripéni modulace, obvykle zvySeni
transkripce, slouceninou obecného vzorce (1) ve shodé s jejim vazebnym partnerem.

Priklady sav€ich a jinych receptori steroidu, v&etn& ,orphan® receptorii steroidu,
jejich homolog, izoforem a kofaktori (napf. korepresor, transkripéni faktory, oblasti nebo
sekvence genového promotoru), které tyto komplexy mohou obsahovat, zahrnuji
steroidogenni faktor-1 (SF-lj, slepi¢i ovalbuminovy predni promotor-transkripéni faktor
(COUP-TFI) a jeho sav¢i homologa, utlumujici mediator pro receptor tyreoidalniho a
retinoidalniho hormonu (SMRT) a jeho sav&i homologa, NF-E3, CKOUP-TFII a jeho savéi
homologa, testikularni ,orphan“ receptor TR2, tyreoidalni hormon al (TR al),
retinoidalni X receptor o, TRa.1/RXR o héterodimer, piimy element odpovédi repetice-4
tyreoidalniho hormonu (DR4-TRE), receptor estrogenu (ER), pfislusny o receptor
estrogenu (ERRa), piislusny B receptor estrogenu (ERRP), xenobioticky receptor steroidu
(SXR), hepatocytovy jaderny faktor 4 (HNF-4), hepatocytovy jaderny faktor 3 (HNF-3),
jaterni X receptory (LXRa), LXRa, o receptor estrogenu (ERa), konstitutivni receptor-p
androstanu (CAR-B), RXR/CAR-f heterodimer, kratky heterodimerovy partner (SHP),
SHP/ERa. heterodimer, B receptor estrogenu, SHP/ERP heterodimer, testikularni ,,orphan®
receptor TR4, TR2/TR4 heterodimer, X receptor pregnanu (PXR) a izoformy, oblast a

izoformy genového promotoru cytochromu P-450 monooxygenasy 3A4, oblast a izoformy

genového promotoru komplexu HNF-4 a cytochromu P-450 monooxygenasy 3A4, HIV-1
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dlouhd koncova repetice (LTR), HIV-2 LTR, komplex TR2/HIV-1 LTR, komplex
TR4/HIV-1 LTR, komplex TR4/HIV-1 LTR, komplex TRol/TR4/HIV-1 LTR, TR2
izoformy (TR2-S, TR7, TR9, TRI11), DAX-1, DAX-1/ oblast genového promotoru
steroidogenniho akutniho regulacniho proteinu, RevErb, ReverbAa, Rev-erb P,
koaktivator receptoru steroidu amplifikovanych pfi karcinomu prsu (AIB 1), p300/CREB
vazebny protein-interagujici protein (p/CIP), receptor tyreoidalniho hormonu (TR, T3R),
elementy odpovédi tyreoidalniho hormonu (T3REs), konstitutivni receptor androstanu
(CAR), Xenopus xSRC-3 a sav¢i (bumanni) homologa, TAKI, komplex
TAK1/proliferatorem aktivovaného o receptoru peroxizomu (PPARa), komplex
PPARo/RXRa, komplex TAK-1/RIP140, receptor retinové kyseliny (RAR), RARS,
komplex TR4 a RXRE, SF-1/oblast genového promotéru steroidni hydroxylasy, SF-
1/oblast genového promotoru oxytocinu, SF-1/oblast genového promotoru receptoru
ACTH, potkanni Ear-2 a sav¢i homologa, humanni TR3 ,,orphan® receptor (TR3), RLD-1
OR-1, receptor androgenu, receptor glukokortikoidu, receptor estrogenu, receptor
- progesteronu, receptor mineralokortikoidu, OR1, komplex OR1/RXRo., TIF-1, komplex
CBP/P300, komplex TRIP1/SUG-1, RIP-140, komplex SRC10/P160 a komplex TIF-
2/GRIP-1, komplex RAR/N-CoR/RIP13, komplex RAR, SMRT a TRAC-2,
DNARSS5'AGGTCANAGGTCA 3' nebo 5TGCACGTCA 3'. Jeden zt&chto komplexi
miiZe byt zahrnut do zplsobti podle piedloZeného vynalezu, napf. v bezbun&&nych testech.
Tvorba t&chto komplexd v butikich je usnadnéna inzerci DNA konstruktu(d) do bungk,
které exprimuji jeden nebo vice ztéchto proteinli, napf. buriky savcd nebo kvasinek
obsahujici stabilni DNA konstrukt nebo konstrukt pouZivany pro do&asné transfekéni testy.
Zplsoby provedeni testi nebo indukce biologickych odpovédi in vitro nebo in vivo pomoci
slouCenin obecného vzorce (1) jako agonistli, antagonistd nebo jako referenéni standardy
jsou popsany, viz napf. patenty US 5080139, 5696133, 5932431, 5932555, 5935968,
5945279, 5945404, 5945410, 5945412, 5945448, 5952319, 5952371, 5955632, 5958710,
5958892, 5962443; mezinaroni piihlaska vynalezu zvefejnéna pod &islem WO 96/19458,
WO 99/41257, WO 99/45930. Komplexy nebo testovaci systémy, které obsahuji
slouCeninu obecného vzorce (1) a jsou pouZivany pifi provadéni t&chto zplisobd, jsou
zahrnuty jako aspekty pfedloZeného vynélezu.

Slouceniny obecného vzorce (1) typicky interaguji s jednim nebo vice biologickymi
ligandy, ¢imz ovliviiuji biologické odpovédi. K usnadnéni identifikace potencialnich

vazebnych partnerd sloucenin obecného vzorce (1) je mozno pouzit slou€eninu obezného
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vzorce (1) znaCenou radioaktivnim izotopem, ktera je pfipojena na nosi¢, obvykle pevny
nosi¢, jako prostredek k izolaci potencialnich vazebnych partnerd. Sloucenina obecného
vzorce (1) mlZe byt pfipojena na nosi¢ v poloze napt. 3, 7, 16 nebo 17 steroidniho jadra.
Pro tato pouZiti jsou znamé vazebna Cinidla a zahrnuji homobifunk&ni a heterobifunkéni
agens. Mnoho z nich je komeréné dostupnych. PouZity linker bude typicky zahrnovat 2-20
spojenych atomu. které obvykle obsahuji hlavng uhlik, s jednim, dvéma nebo tfemi atomy
kysliku, siry nebo dusiku, které nahrazuji jeden nebo vice atom@ uhliku. Je moZno také
pouZit expresni knihovnu cDNA, kterd byla vytvofena z vhodnych bunék a tkani jako zdroj
potencidlnich vazebnych partnerd. Buiiky nebo tkdné mohou byt ziskany ze savct nebo
obratloveli, napf. lidi, mysi, ptaki, primatd nebo zjinych zdroji, napf. hmyzu (napf.
Drosophila), jinych bezobratlovcl (napt. kvasinek, bakterii, mikroorganizmi Mycoplasma
sp., Plasmodium sp., Tetrahymena sp., C. elegans) nebo z jinych skupin nebo species
uvedenych v pfedloZzeném vyndlezu nebo citovanych odkazech. Vhodné tkén& zahrnuji
kiZi, jaterni tkail nebo buriky, véetné hepatocytli a kupferovych bunék, fibrocytd,
monocytl, dendritickych bunék, ledvinovou tkan nebo bufiky, mozkové bufiky a tkdng
nebo buriky a tkané€ nervového systému, veetné neurond, astrocytl a gliovych bunék, tkdné

periferniho nervového systému, plice, vnitfnosti, placentu, prsa, vaje¢niky, testes, svaly,
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véetné bunék nebo tkdné srdce, bilych krvinek, v&etnd T-bunék, B-bunék, bungk nebo

tkané kostni dfené, lymfatické tkan& nebo tekutiny a chondrocyty.

Typicky poten¢idlni vazebﬁy partner, ktery lze izolovat z nehumannich zdrojd,
bude mit lidsky homolog, jenz ma podobné vazebné vlastnosti pro slou¢eninu obecného
vzorce (1). Nehumdnni potencidlni vazebné partnery tudiZz mohou byt pouZivany
k usnadnéni izolace lidskych homolog, napf. pfipravou antiséra pro precipitaci lidského
homologa zroztoku, ktery obsahuje lidsky homolog nebo srovndnim sekvence
nehuménniho potencidlniho vazebného partnera se znamou lidskou genovou sekvenci.
Jakmile je ziskan zdroj potencidlniho vazebného partnera, miize byt uveden v kontakt se
znalenou slouceninou obecného vzorce (1), obvykle znatenou radioaktivnim izotopem,
napt. '*C nebo *H, a komplexy, které obsahuji znacenou slou¢eninu obecného vzorce (1) a
potencidlni vazebny partner, jsou izolovany pomoci napf. afinitni chromatografie nebo
technikou precipitace protilatek. Izolace komplexu poskytuje zdroj alespon &asteéné
purifikovaného potencidlntho vazebného partnera, tzn. potencidlni vazbeny partner je

ziskéan ve vétsim mnozZstvi, napt. 10x vétsim, nebo alesponi 100x v&tsim nebo alespon 500x
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veétSim v porovnani s mnoZstvim pfitomnym v plvodnim vychozim materidlu
potencidlniho vazebného partnera.

Aspekty vynalezu zahrnuji pfipravek obsahujici ¢aste¢né purifikovny (&istsi
alesponi dvakrat az desetkrat vice nez ptirodni zdroje, napf. butiky nebo bunéény lyzat)
komplex nebo purifikovany (Cistsi alespot dvacetkrat az péttisickrat vice nez pfirodni
zdroje, napt. bunky nebo bunéény lyzat) komplex (pfi¢emz ¢asteéné purifikovany nebo
purifikovany komplex je ptipadné izolovan) obsahujici slou¢eninu obecného vzorce (1) a
receptor steroidu, sérum proteinu vazajici steroidy (napf. lidsky sérumalbumin,
al-kysely glykoprotein, globulin vazajici pohlavni hormony, globulin vazajici testosteron,
globulin vazajici kortikosteroidy, androgenni vazebny protein (potkanni) nebo jiné vazebné
partnery, napf. transkripéni faktor nebo DNARS. Aspekty téchto piipravklil zahrnuji
produkt vyrobeny zptlisobem, ve kterém dochazi ke kontaktu ¢aste¢né purifikovaného nebo
purifikovaného ptipravku s jednou nebo vice burtikami, jednou nebo vice tkanémi, plazmou
nebo krvi.

Dalsi aspekty zahrnuji zplsob stanoveni biologické aktivity slougeniny obecného
vzorce (1) zahrnujici: (a) uvedeni slou¢enin(y) obecného vzorce (1) v kontakt s buiikami
nebo bunéfnou populaci; (b) zméfeni jednoho nebo vice (i) komplexit mezi vazebnym
partnerem a sloufeninou obecného vzorce (1), (ii) proliferaci bunék nebo bunééné
populace; (iii) diferenciaci bunék nebo bun&éné populace, (iv) aktivitu proteinkinasy C, (v)
hladinu fosforylace substratu proteinkinasy C, (vi) transkripci jednoho nebo vice
z cilovych genti, (vii) inhibici celularnich odpovédi na steroidy, napf. glukokortikoidy,
(viii) inhibici transkripce indukované steroidem, napt. glukokortikoidy, pohlavni steroidy,
(ix) inhibici transkripce fizené HIV LTR; a (c) pfipadné srovnani vysledki ziskanych
v kroku (b) s pfislusnou kontrolni skupinou. Aspekty tohoto provedeni zahrnuji (i) zpisob,
ve kterém je vazebny partner receptor steroidu, transkripéni faktor nebo DNARS, (ii)
zpusob, ve kterém je biologicka aktivita stanovena modulaci aktivity slou¢eniny obecného
vzorce (1) pro replikaci nebo cytopatickmi G¢inky souvisejicich s retrovirem, virem
hepatitidy nebo parazitem typu protozoa, (iii) zplisob, ve kterém stanovena biologicka
aktivita je modula¢ni aktivita slou¢eniny obecného vzorce (1) pro replikaci, cytopatické
ucinky souvisejici s retrovirem, virem hepatitidy nebo parazitem typu protozoa nebo
stanovena biologicka aktivita je metabolizmus (testy absorpcei *H-thymidinu nebo jiné

testy, které jsou popsany v pfedlozeném vynalezu nebo je na né odkazovano) bunék nebo

buné¢né populace zahrnujici NK buriky, fagocyty, monocyty, makrofagy, bazofily, .
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eosinofily, dendritické busiky, synoviocyty, mikroglialni buriky, fibrocyty, transformované
(neoplastické) buiiky, buiiky infikované virem, buiiky infikované bakterii nebo parazitem a
(iv) zplisob, ve kterém cilovy gen je gen viru, bakterie, parazitu, gen souvisejici
s rakovinou, napf. kde gen viru je gen DNA nebo RNA polymerasy, gen reverzni
transkriptasy, obalkovy gen, gen proteasy nebo gen souvisejici s replikaci virové nukleové
kyseliny nebo gen s virovou strukturou.

Jednim provedenim je zplisob zahrnujici uvedeni komplexu, ktery obsahuje
receptor steroidu a slouceninu obecného vzorce (1), v kontakt s transaktivaénim proteinem,
¢imz vznikne komplex zahrnujici protein receptoru steroidu, slouceniny obecného vzorce
(1) a transaktiva¢niho proteinu, kde transaktivaéni protein je v (1) burice nebo tkatiovém
extraktu (napf. jadru, lyzatu obsahujicim jadra nebo lyzatu bez jader z buiiky (bunék) nebo
tkan&(i)), (2) Castetné purifikovany nebo purifikovany bunétny nebo tkaiiovy extrakt, (3)
burika(y) v tkaiové kultufe nebo (4) buiika(y) v subjektu, kde jakykoliv z bodi (1)-(4)
piipadn€ obsahuje cilovy gen (pfirozeny gen nebo zavedeny standardnimi technikami),
jehoZ hladina exprese je pfipadné stanovena po vzniku kompexu. V nékterych z t&chto
provedeni je transaktivalni protein &aste&nd purifikovany nebo purifikovany a je
v bunéfném nebo tkafiovém extraktu nebo &4stedns purifikovaném nebo purifikovaném
bunéném nebo tkaiovém extraktu. Transaktivaéni protein mize byt TIF-1, CBP/P300,
TRIP1/SUG-1, RIP-140, SRClo/P160 nebo TIF-2/GRIP-1. V jakémkoliv z téchto
provedeni miZe komplex, ktery zahrnuje protein receptoru steroidu, sloudeninu obecného
vzorce (1) a transaktivadni protein, zvySovat nebo snizovat transkripci cilového genu
Vv porovnani s vhodnou kontrolni skupinou (kontrola za stejnych podminek, nicméné bez
jakékoliv pfidané sloudeniny, ktera odpovidé sloudeniné obecného vzorce (1), nebo kde
jina slou€enina (napf. steroid znamy svou vazbou na receptor steroidu) je pouZivana jako
standard nebo referenéni standard ménici expresi cilového genu). V téchto zpisobech
mize cilovy gen byt gen patogenu (napf. viru, bakterie, parazita, houby, kvasinky) nebo
gen souvisejici s patologickym stavem (autoimunity, zanétu, hyperproliferace).

Slougeniny obecného vzorce (1) jsou vhodné pro pouiti v urcitych popsanych
zplisobech, ve kterych jsou steroidy pouzivany k modulaci biologickych aktivit v burikach
nebo tkéanich. Napiiklad slouenina(y) obecného vzorce (1) mohou byt pouZivany
k selektivni interakci se specifickymi receptory steroidu nebo ,»orphan“ receptorem
steroidu nebo jinych podtypu, které souviseji s patologickym stavem(y) v subjektu, jak je

uvedeno v patentu US 5668175. V t&chto aplikacich miize slougenina obecného vzorce (1)
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reagovat jako ligand receptoru k modulaci abnormalni exprese genovych produktu(i),
které koreluji s patologickym stavem (steroidni hormon odpovidajici onemocnéni). Tyto
geny jsou normalné regulovany steroidnimi hormony. V jinych aplikacich lze pouzit
slou¢eniny obecného vzorce (1) ke screeningu ligandd, které se vaZou na receptor steroidu
nebo ,,orphan‘ receptor steroidu a jeden nebo vice transkripénich faktorl (nebo kofaktort),
napt. AP-1 a/nebo s DNA sekvenci (sekvencemi), podle patentu US 5643720. V zisadé
mohou byt sloudeniny obecného vzorce (1) pouzivany podobné jako ve zplsobech
popsanych v patentech US 5597693, 5639598, 5780220, 5863733 a 5869337. V nekterych
z téchto provedenich je sloucenina obecného vzorce (1) znacena. Vhodnéa znaleni jsou
z dosavadniho stavu techniky zndma a zahrnuji znaceni radioaktivnim izotopy (napf. ’H,
14C, 32P, 358, mI, PTc a jiné izotopy halogent), fluorescenéni znaceni (napi. fluorescin,
resorufin, Texas Red, rhodamin, BODIPY, arylsulfonat-cyaniny), chemiluminiscen¢ni
znaleni (napi. ester akridinia), kovové chelétory, biotin, avadin, peptidové tagy (napf.
hexamer histidinu, peptid rozpoznavany monoklondlnimi nebo polyklonalnimi
protilatkami), kovalentni zesitovani. Znagené sloudeniny lze pfipravit pomoci standardnich
zpusobul.

V nasledujicich odkazech byly popsany zpisoby vhodné k méfeni biologickych
G¢inkd riiznych sloucenin, na buriky imunitniho systému, napt. aktivace (napt. NK buriky,
fagocyty, monocyty, makrofagy, neutrofily, eosinofily, dendritické buriky, synoviocyty,
mikroglidlni buiiky, fibrocyty), napf. Jakob et al., J. Immunol. 1998 161: 3042-3049,
Pierson et al., Blood 1996 87: 180-189, Cash et al., Clin. Exp. Immunol. 1994 98: 313-318,
Monick et al., J. Immunol. 1999 162: 3005-3012, Rosen et al., Infect. Immun. 1999 67:
1180-1186, Grunfeld ef al., J. Lipid Res. 1999 40: 245-252, Singh et al., Immunol. Cell
Biol. 1998 76: 513-519, Chesney et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1997 94: 6307-6312,
Verhasselt et al., J. Immunol. 1999 162: 2569-2574, Avice et al., J. Immunol. 1999 162:
2748-2753, Cella et al., J. Exp. Med. 1999 189: 821-829, Rutalt et al., Free Radical Biol.
Med. 1999 26: 232-238, Akbari et al., J. Exp. Med. 1999 189: 169-178, Hryhorenko et al.,
Immunopharmacology 1998 40: 231-240, Fernvik et al., Inflamm. Res. 1999 48: 28-35,
Cooper et al., J. Infect. Dis. 1999 179: 738-742, Betsuyaku et al., J. Clin. Invest. 1999 103:
825-832, Brown et al., Toxicol. Sci. 1998 46: 308-316, Sibelius et al., Infect. Immunol.
1999 67: 1125-1130. Mezi dalsi aspekty piedloZeného vynalezu patfi pouziti sloucenin

obecného vzorce (1) v takovych zplsobech a umoziiuje, napt. zméfeni biologickych
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0¢inkd slouéenin obecného vzorce (I) na genech, jejichz exprese je regulovana slou¢eninou
obecného vzorce (1) a receptorem steroidu.

Provedeni zahrnuji jakékoliv vySe popsané zplsoby, napf. zptsob 1, ve kterém
zahrnuji buiiky nebo biologicky systém NK burky, fagocyty, monocyty, makrofagy,
neutrofily, eosinofily, dendritické buriky, synoviocyty, mikroglialni buriky, glidlni buriky,
fibrocyty nebo hepatocyty, které pfipadné obsahuji DNA konstrukt, jenZ exprimuje jeden
nebo vice klonovanych receptorti steroidu. Metoda pfipadné analyzuje Gc¢inek slouceniny
obecného vzorce (1) na buiiky v porovnani s kontrolnimi skupinami. Kontrolni skupiny
zahrnuji pouZiti znamych agonistii nebo antagonistd pro receptor steroidu nebo srovnéni
bunék vystavenych slouceniné obecného vzorce (1) s kontrolnimi burikami (obvykle stejny
typ bunék jako oSetfované buriky), které nejsou vystaveny slou¢eniné obecného vzorce (1).
Odpovéd’, napt. aktivace receptoru steroidu, miize byt méfena pomoci zndmych zpisobt
porovnanim s kontrolnimi skupinami.

Slou¢enia obecného vzorce (1) bude v n&kterych ptipadech modulovat (zvySovat ¢i
snizovat) transkripci jednoho nebo vice gend v burikdch. V jinych piipadech bude
slouc¢enina obecného vzorce (1) zvySovat pohyb lysozomu v jedné nebo vice NK bunek,
fagocytech, monocytech, makrofazich, neutrofilech, eosinofilech, dendritickych burkach
synoviocytech, mikroglidlnich buiikdch nebo fibrocytech. Tyto ucinky budou typicky
zprostiedkovany pfimo ¢&i nepfimo receptory steroidu, které plisobi modulacné na
transkripci genu, napf. zpusobi zvy$eni aktivity proteinkinasy C (PKC) v burkéach
pouzivanych pfi testech, napf. PKCa, PKC, PKCy nebo PKCC.

Dals$i souvisejici provedeni zahrnuji pfipravek obsahujici ¢aste¢né purifikovany
nebo purifikovany komplex, jenz se sestava ze slouceniny obecného vzorce (1) a receptoru
steroidu, al-kysely glykoprotein, globulin vazajici pohlavni hormony, globulin vézajici
testosteron, globulin vazajici kortikosteroid, androgenni vazebny protein (potkanni) nebo
jiné vazebné partnery, napf. transkripéni faktor nebo DNARS. Aspekt téchto piipravki
zahrnuje produkt vyrobeny zplisobem, ve kterém dochazi ke kontaktu c&éastené
purifikovaného nebo purifikovaného piipravku s jednou nebo vice butikami, jednou nebo
vice tkanémi, plazmou nebo krvi.

Dalsi provedeni zahrnuje zpisob stanoveni biologické aktivity slou¢eniny obecného
vzorce (1) zahrnujici: (a) uvedeni sloucenin(y) obecného vzorce (1) v kontakt s buiikami
nebo bunéénou populaci; (b) zméfeni jednoho nebo vice (i) komplexti mezi vazebnym

partnerem a slouceninou obecného vzorce (1), (ii) proliferaci bun¢k nebo bunééné
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populace; (iii) diferenciaci bunék nebo bunééné populace, (iv) aktivitu proteinkinasy C, (v)
hladinu fosforylace substratu proteinkinasy C, (vi) transkripci jednoho nebo vice
z cilovych gent, (vii) inhibici celularnich odpovédi na steroidy, napt. glukokortikoidy,
(viii) inhibici transkripce indukované steroidem, napf. glukokortikoidy, pohladni steroidy,
(ix) inhibici transkripce fizenou HIV LTR; a (c) ptipadn€ srovnani vysledki ziskanych
v kroku (b) s pfislusnou kontrolni skupinou. Aspekty tohoto provedeni zahrnuji (i) zplsob,
ve kterém je vazebny partner receptor steroidu, transkripéni faktor nebo DNARS, (ii)
zplisob, ve kterém je biologicka aktivita stanovena modulaci aktivity slou¢eniny obecného
vzorce (1) pro replikaci nebo cytopatickymi u¢inky souvisejicich s retrovirem, virem
hepatitidy nebo parazitem typu protozoa, (iii) zpisob, ve kterém stanovend biologicka
aktivita je modula¢ni aktivita slou¢eniny obecného vzorce (1) pro replikaci, cytopatické
G¢inky souvisejici s retrovirem, virem hepatitidy nebo parazitem typu protozoa nebo
stanovena biologicka aktivita je metabolizmus (testy absorpce H-thymidinu nebo jiné
testy, které jsou popsany v pfedloZzeném vynalezu nebo je na né odkazovano) bun€k nebo
bunééné populace zahrnujici NK buiky, fagocyty, monocyty, makrofagy, bazofily,
eosinofily, dendritické buiiky, synoviocyty, mikroglialni buiky, fibrocyty, transformované
(neoplastické) buriky, buiiky infikované virem, buriky infikované bakterii nebo parazitem a
(iv) zpusob, ve kterém cilovy gen je gen viru, bakterie, parazitu, gen souvisejici
s rakovinou, napf. kde gen viru je gen DNA nebo RNA polymerasy, gen reverzni
transkriptasy, obalkovy gen, gen proteasy nebo gen souvisejici s replikaci virové nukleové
kyseliny nebo gen s virovou strukturou.

Dal3i provedeni je zpiisob zahrnujici uvedeni komplexu, ktery obsahuje receptor
steroidu a sloudeninu obecného vzorce (1), v kontakt s transktivaénim proteinem, ¢imz
vznikne komplex zahrnujici protein receptoru steroidu, slouceniny obecného vzorce (1) a
transaktivainiho proteinu, kde transaktiva¢ni protein je v (1) buiice nebo tkéafiovém
extraktu (napf. jadru, lyzatu obsahujicim jadra nebo lyzat bez jader z buriky (bunék) nebo
tkané(i)), (2) Caste¢né purifikovany nebo purifikovany bunéény nebo tkanovy extrakt, (3)
burika(y) v tkatiové kultufe nebo (4) buiika(y) v subjektu, kde jakykoliv z bodd (1)-(4)
piipadné obsahuje cilovy gen (pfirozeny gen nebo zavedeny standardnimi technikami),
jehoZ hladina exprese je piipadné stanovena po vzniku kompexu. V nékterych z té€chto
provedenich je transaktivaéni protein Caste¢né purifikovany nebo purifikovany a je
v buné¢ném nebo tkatiovém extraktu nebo &asteéné purifikovaném nebo purifikovaném

bunééném nebo tkatiovém extraktu. Transaktivacni protein mize byt TIF-1, CBP/P300,
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TRIP1/SUG-1, RIP-140, SRC1a/P160 nebo TIF-2/GRIP-1. V jakémkoliv z t&chto
provedeni miZze komplex, ktery zahrnuje protein receptoru steroidu, slou¢eninu obecného
vzorce (1) a transaktivaéni protein, zvySovat nebo snizovat transkripci cilového genu
v porovnani s vhodnou kontrolni skupinou (srovnani za stejnych podminek, nicméné€ bez
jakékoliv pfidané slouceniny, kterd odpovida slou¢eniné obecného vzorce (1), nebo kde
jina slou¢enina (napf. steroid znamy svou vazbou na receptor steroidu) je pouzivana jako
standard nebo referen¢ni standard ménici expresi cilového genu). V téchto provedenich
muze cilovy gen byt gen patogenu (napf. viru, bakterie, parazitu, houby, kvasinky) nebo
gen souvisejici s patologickym stavem (autoimunity, zanétu, hyperproliferace).

Predpoklada se, Ze biologické ulinky zjisténé pii provadéni zplsobi podle
pfedlozeného vynalezu obvykle zahrnuji vznik komplexd, které obsahuji dva nebo vice
komponent. Tyto komponenty mohou zahrnovat jeden nebo vice transkrip&nich faktorti
nebo koregulatori nebo korepresord transkripce a jejich homologa a izoformy. Tyto
faktory a komplexy je obsahujici zahrnuji ¢leny rodiny koaktivatoru 1 receptoru steroidu
(SRC-1, SRC-1/sérovy faktor odpovédi), NF-kB, NFAT, p300, CBP, p300/CBP, faktor
souvisejici s p300/CP, SWI/SNF a lidska nebo jina homologa, BRG-1, OCT-1/0OAF, AP1,
Ets, protein 54 souvisejici s receptorem androgenu(ARAS54), protein 55 souvisejici s
receptorem androgenu (ARASS), protein 70 souvisejici s receptorem androgenu (ARA70),
RAC3/ACTR, protein vazajici CREB (CPB), SRC-la, protein-140 interagujici
s receptorem (RIP-140), aktivatorovy protein-1 transkripéniho faktoru, aktivatnim funkce-
2, protein-1 interagujici s receptorem glukokortikoidu (GRIP-1), protein-160 interagujici
s receptorem (RIP-160), supresor gal4D 1ézi (SUG-1), transkrip¢ni intermedidlni faktor-1
(TIF-1), transkripéni intermedialni faktor-2 (TIF-2), SMRT, N-CoR, N-CoA-1, p/CIP,
stroidogenni faktor-1 (SF-1), p65 (RelA) a Vpr kédovany lidskym virem selhani imunity a
jeho izoformy a homologa. Jeden nebo vice ztéchto faktori mohou byt pfitomny
v komplexech, které obsahuji slou¢eninu obecného vzorce (1) a receptor steroidu, napf.
SXR, PPARa, CAR-, RXR a/nebo PXR.

V souvisejicim provedeni je sloucenina obecného vzorce (1) pouZivana k vyvolani
cytostatického uéinku na savéi builky in vitro. Typicky tyto buriky jsou lymfatické burky,
napt. T-buiiky populace ziskané napt. z krve nebo organt, které jsou bohaté na lymfatické
buriky (napf. slezina, lymfaticka tkafi nebo mizni uzliny), nebo transformované T bunécné
linie. Tato aktivita umoZiluje urfeni uc¢innosti sloufenin obecného vzorce (1)

zprostiedkovavat imunologické u¢inky, napt. zvySeni Thl imunitnich odpovédi nebo
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potlateni exprese jednoho nebo vice cytokinii spojenych s Th2. Tudiz zpdsob podle
piedloZzeného vynalezu zahrnuje (a) uvedeni slou¢eniny obecného vzorce (1) v kontakt
s lymfatickymi buiikami in vitro, (b) stanoveni stupn¢ cytostatického uCinku, ktery
slouceniny vyvolavaji, k identifikaci cytostatické slouc¢eniny a (c) pfipadné podani
cytostatické sloudeniny subjektu s potlatenou imunitou za uéelem stanoveni u¢inku
slou¢eniny na jednu nebo vice imunitnich odpovédi subjektu zplsobem popsanym
v pfedloZzeném vynalezu, napf. zvySené Thl cytokinni nebo bunétné odpovédi nebo
sniZzena exprese cytokinu souvisejici s Th2. Typicky jsou tyto zplsoby provadény
s riznymi koncentracemi sloucenin obecného vzorce (1) a svhodnymi kontrolnimi
skupinami, napf. znama cytostatika nebo slepy pokus, ktery obsahuje rozpoustédlo beze
slou¢eniny obecného vzorce (1). Inhibice bunééné proliferace je méfena standardnimi
zplisoby. Zplsoby méfeni cytostatickych G¢inkt sloucenin zahrnuji méfeni poctu zivych
bunék v osetfovanych a neosetiovanych kulturach nebo méfeni syntézi DNA pomoci napf.
inkorporace *H-thymidinu do DNA v odetfovanych a neo3etfovanych kulturach. Typické
rozmezi koncentraci slouéeniny obecného vzorce (1) v bunééném ristovém médiu je 0,1
uM az 100 uM, pfi 4-6 riiznych koncentracich sloucenin s pevnym poctem bunék (napf.
0,4 x 10°-5 x 10°). Slougenina obecného vzorce (1) se uvede po dostadujici dobu v kontakt
s buitkami v tkafiové kultufe k pozorovani cytostatického u€inku, napt. 16 hodin aZ 6 dnd,
typicky 24-72 hodin. V t&chto provedenich lze ptipadné sledovat modulaci biologické
aktivity receptoru steroidu, napf. aktivace PPARa, kterd miize souviset s indukovanym
cytostatickym ucinkem slouceniny.

V nékterych aplikacich vypada, Ze sloudenina(y) obecného vzorce (1) zpisobuje
zlepSeni jednoho nebo vice symptomi souvisejicich sinfekci nebo danym stavem.
Napiiklad oSetfeni subjekti, u kterych je potladena imunita, napf. v disledku infekce
retrovirem, chemoterapii karcinomu nebo jiné pfi¢iny, obecné vykazuje zlepSeni jednoho
nebo vice doprovodnych symptomu, napf. vahovy ubytek, horecka, anémia, unava nebo
sniZzené infek&ni symptomy, které souviseji s druhotnou infekci (infekcemi), napi. HSV-1,
HSV-2, pappilomavirus, lidsky cytomegalovirus (,CMV®), infekce mikroorganizmy
Pneumocystis (napi. P. carinii) nebo Candida (C. albicans, C. krusei, C.tropicalis).
Slouceniny obecného vzorce (1) jsou také pouzitelné pfi podpofe zotaveni imunitniho
systému pfi autolognim transplantatu kostni dfené nebo kmenovych bunék. V né€kterych
provedenich je slou¢enina obecného vzorce (1) poddvéna jako bezvodé tekutd formulace

podle pfedloZeného vynalezu nebo sloucenina(y) obecného vzorce (1) je podéavéana podle
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jakéhokoliv rezimu intermitentniho podavéani popsaného v piedloZeném vynalezu pomoci
pevné nebo tekuté formulace(i). V pfipadé, kdy subjekt trpi infekci retrovirem, se
symptomy zahrnujicimi jeden nebo vice z nasledujici skupiny: relativné nizky pocet CD4
(napf. 10-200, obvykle 20-100), jeden nebo vice dalsich infekci patogenem (HSV-1, HSV-
2, HHV-6, HHV-8, CMV, HCV, a HPV, P. carinii nebo infekce mikroorganizmem
Candida) a jeden nebo vice z nasledujicich: anémie, inava, Kaposiho sarkom, horetka
nebo viili neovladatelny vahovy ubytek (alespofi 5% télesné vahy), podani 0,1-10 mg/kg
denné (obvykle 0,4-5 mg/kg denn€) sloudenin(y) obecného vzorce (1) subjektu ma typicky
za vysledek patrné zlepSeni jednoho nebo vice symptomd v pribéhu 1-4 tydnt. V dalSich
provedenich je slouCenina(y) obecného vzorce (1) podavana subjektu, ktery trpi stavem
spojenym s infekci virem, napf. pneumonie nebo retinitida spojenda sCMV,
nazofaryngealni karcinom nebo peroréalni leukoplazie souvisejici s virem Epstein-Barrové,
progresivni pancefalitidou nebo diabetes souvisejici s virem Rubella nebo aplastick krize
pii hemolytické anémii souvisejici s Parvovirem 19.

V piikladném provedeni je lidskym pacientim infikovanym HCV podavana vodna
izotonicka o-cyklodextrinova nebo B-cyklodextrinova formulace obsahujici 20 mg/ml
BrEA. Formulace je podavana intravendzné v jednorazové denni davce nebo dvou
subdavkéach denn€. Pacientovi je aplikovana davka 1-10 mg/kg denné po dobu 4 aZ 10 dn,
poté jsou davky vysazeny na 5 az 30 dnd a dale op&tovné nasazenim déavek
cyklodextrinové formulace po dobu 4 az 10 dnu. Déavkovaci reZzim je opakovan jednou,
dvakrat nebo vicekrat. Klinické markery pro infekci HCV jsou b&hem oSetfeni sledovany,
napf. virova nukleova kyselina v krvi nebo plazmé, hladiny jaterniho enzymu v krvi nebo
plazmé (napf. AST/SGOT, ALT/SGPT, alkalicka fosfatasa). U té&chto pacientd je
standardni oSetfeni protiatom vodikuCV, napf. interferon a/nebo ribavirin, pfipadné
zapocato nebo v ném pokracovano podle doporuceni pacientova doktora a s pacientovym
informovanym souhlasem. V nékterych ztéchto provedeni je sloucenina(y) obecného
vzorce (1) kontinualné denn€ podavana jako komponenta v peroralnim nebo parenteralnim
pfipravku nebo formulaci. BrEA je pfipadné také podavan soustavné pomoci napf.
formulace podle piikladu 1 v mnozstvi 1-5 mg/kg denné kazdy druhy den po dobu 1 aZz 4
mésicli nebo pomoci peroralni formulace k podani 5-40 mg/kg denné kazdy druhy den po
dobu asi 1 az 4 mésicu.

V jakémkoliv provedeni uvedeném v pfedloZeném vynalezu Ize piipadné

poskytovat dal§i terapeutické oSetfeni spolecné, tzn. pred, béhem nebo po, s podanim
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slougenin(y) obecného vzorce (1) subjektu(im). Napiiklad u subjektd, ktefi trpi infekci
virem nebo parazitem a probihd u nich aplikace davek slouCeniny obecného vzorce (1),
mohou probihat také dalsi oSetfeni, napf. analogy nukleosidd pro infekce virem nebo
chlorochinem pro malarii. Tato dalii oSetfeni budou typicky zahrnovat standardni terapie
patologického stavu(i) subjektu, nicméné mohou také zahrnovat experimentalni nebo jini
oSetieni. Napfiklad je moZno koaplikovat vitaminy (multivitaminy, jednotlivé vitaminy),
antioxidanty nebo jind agens (vitamin E, allopurinol), nutri¢ni suplementy (tekuté
proteinové nebo karbohydratové preparaty) nebo jiné terapie v zavislosti na charakteru
nemoci pacienta a doporudeni jeho 1ékafe. Jakékoliv z t€chto oSetfeni mohou byt spojena
s podanim jakékoliv slougeniny obecného vzorce (1), napf. BrEA nebo jeho esteru,
karbamatu, karbonatu, aminokyseliny nebo konjugatu peptidu, v jakémkoliv z provedeni
popsaném v pfedlozeném vynalezu.

Tato dal§i oSetieni jsou zcela ziejma odborné vefejnosti a jsou vybrana na zéakladé
stavu, ktery méa byt oSetfen, zkfiZenych reakci slozek a farmakologickych vlastnosti
slozenych piipravkd. Napfiklad pii ofetfeni lidi nebo jinych subjektd zasazenych
infekcemi retroviry jsou sloueniny obecného vzorce (1) kombinovany s jednim nebo vice
inhibitory reverzni transkriptasy, inhibitory proteasy, antibiotiky nebo analgesiky. Vhodné
sloudeniny obecného vzorce (1) zahrnuji ty slouceniny, které jsou popsany napf. ve
skupinach 1 aZz 42-25-20-6 a kdekoliv jinde v predloZeném vynéalezu. Nazorné piiklady
inhibitor reverzni transkriptasy jsou AZT, 3TC, DAT, ddl, ddC, adefovir dipivoxil, 9-[2-
(R)-[[bis[[ (izopropoxykarbonyl)oxy]methoxy]fosfinoyl Jmethoxy]propyl]adenin,  (R)-9-[2-
(fosfonomethoxy)propyl]-adenin a adefovir. Nazorné piiklady inhibitor proteasy zahrnuji
indinavir, nelfinavir, ritonavir, crixivan a sequanavir. Inhibitory fize mohou byt také
pouzivany, napf. inhibitory fize HIV. Pifi oSetfeni virovych infekci dychaciho systému
nebo jinych systéml, napf. virus hepatitidy C (,HCV“) nebo infekce virem influenzy
(napf. influenza typu A nebo B), jsou piipravky podle pfedlozeného vynalezu piipadné
pouzivany spole&né s antivirotiky (napf. y-interferon, amantidin, rimantadin, ribavirin nebo
sloudeniny uvedené v patentovych narocich US 5763483 (zejména slouceniny uvedené ve
vyétu narokd 1 a 2) a 5866601, mukolytiky, expektorancii, bronchodilatancii, antibiotiky,
antipyretiky nebo analgetiky.

V nékterych provedenich jsou sloufeniny obecného vzorce (1) podavany
subjektim, ktefi byli infikovéni parazitem nebo bakterii, k zpomaleni progrese infekce,

zasazeni do replikace nebo vyvoje infek&niho agens nebo ke zlepSeni jednoho nebo vice
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souvisejicich symptomi, napt. vahovy tbytek, anémie nebo druhotné infekce. Parazity
zahmuji parazity malarie, trypanosomidzy a parazity souvisejici s gastrointestinalnimi
infekcemi. Parazity a bakterie zahrnuji species, skupiny, genotypy, kmeny nebo izolaty
gastrointestinalnich helmintdi, mikrosporidia, isospory, cryptosporidia (Cryptosporidium
parvum), Mycobacterium (M. avium, M. bovis, M. leprae, M. tuberculosis, M. pneumoniae.
M. penetrans), Mycoplasma (M. fermentans, M. penetrans, M. pneumoniae), Trypanosoma
(T. brucei, T. gambiense, T. cruzi, T. evansi), Leishmania (L. donovani, L. major, L.
braziliensis), Plasmodium (P. falciparum, P. knowlesi, P. vivax, P. berghel), Ehrlichia (E
canis, E chaffeensis, E phagocytophila, E equi, E. sennetsu),  Babesia microti,
Haemophilus (H. somnus, H. influenzae), Brucella (B. militensis, B. abortus), Bartonella
(B. henselae), Bordetella (B. bronchiseptica, B. pertussis), Escherichia (E. colli),
Salmonella Salmonella (S. typhimurium), Shigella (S. flexneri), Pseudomonas (P.
aeruginosa), Neisseria (N. gonorrhoeae, N. meningitidis), Streptococcus, Staphylococcus
(S. aureus), Rickettsia (R. rickettsil), Yersinia (Y. enterocolitica), Legionella pneumonia
and Listera (L. monocytogenes).

Jeden nebo vice rezimd intermitentniho davkovani podle pfedlozeného vynilezu
nebo jeden nebo vice tekutych, bezvodych formulaci popsanych v pfedloZeném vynalezu
mohou byt aplikovany standardni experimentélni zptisobem pfi jakémkoliv pouZiti nebo
aplikacich popsanych v predlozeném vynalezu. Napiiklad sloucenina(y) obecného vzorce
(1), coZ je sama o sobé nova sloudenina, miZe byt podavana subjektu reZimem(y)
intermitentniho davkovéani podle ptedloZeného vynalezu nebo jinymi reZimy, napf.
souvislym dennim davkovani jednorazové davky nebo dvou nebo vice subdavek denng.
Navic jakékoliv slouteniny obecného vzorce (1), napf. jedna nebo vice slou¢enin obecného
vzorce (1), které jsou sami o sob& nové, mohou byt pfitomny v jakékoliv pevné nebo
tekuté formulaci popsané v predlozeném vynalezu. Tyto formulace a reZimy davkovani
mohou byt aplikovany standardnim experimentalni zpiisobem pfi jakémkoliv pouZiti nebo

aplikacich popsanych v pfedloZeném vynalezu.

Oc¢islovana provedeni

Nékolik aspekth predlozeného vynalezu a souvisejicich predméti zahrnuji

nasledujici o¢islovana provedeni.
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V nékterych aspektech popisuje pfedloZzeny vynalez bezvodé tekuté formulace,
které obsahuji slou¢eninu obecného vzorce (1). Nazorna provedeni jsou nasledujici:

1. Ptipravek obsahujici jednu nebo vice slou¢enin obecného vzorce (1) nebo
obecného vzorce (2) a jednu nebo vice bezvodych tekutych pomocnych latek, kde
piipravek obsahuje méné nez 3 obj.% vody.

2. Ptipravek podle provedeni 1, kde jedna nebo vice sloucenin obecného

vzorce (1) ma nasleduyjici strukturu

",
nebo R IR?

R
kde substituenty R’ a R? jsou nezévisle -CHR'’-, -CH,-, -CH=, -O-, -S- nebo -NH-, kde
substituent R'? je -OH, -SH, C).y¢ pfipadné substituovana alkylova skupina, C,.o ptipadné
substituovana alkoxy skupina, Cy.j¢ pfipadné substituovana alkenylova skupina nebo Cj.jg
pfipadné substituovana alkynylova skupina; a substituent R? je -CH,-, -O-, -S- nebo -NH-,
kde atomy vodiku v poloze 5 (pokud jsou pfitomny), 8, 9 a 14 jsou a.a.o.a (tzn., Sa, 8a,
9a, 14a), a.0.0.B, a.a.p.a, a.p.o.0, B.o.a.a, o.0.p.8, a.p.a.p, B.o.a.p, B.a.p.a, B.p.a.o,o.
B.B.a, o.p.B.B, B.ct.p.B, B.B.ou.B, B.B.B.0 nebo B.B.B.B, typicky a.a.p.a nebo B.a.p.c.

3. Piipavek podle provedeni 2, kde jedna nebo vice slou¢enin obecného vzorce

(1) ma nasledujici strukturu
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aufIR3 aallR3
~uR® ~nlIR?
R! R? nebo R?

b

kde atomy vodiku v poloze 5 (pokud jsou pifitomny), 8, 9 a 14 jsou a.o.o.c, o.c.o.f,
a.a.p.a, o.p.o.a, p.a.o.0, a.op.p, ap.op, p.o.ap, B.a.pa, B.p.o.a, o.p.p.a, o.p.B.p,
B.o.B.B, B-B.o.p, B-B.B.o nebo B.B.B.B, typicky a.a.p.c nebo B.a.p.c.

4, Piipravek podie provedeni 1, 2 nebo 3, ve kterém jedna, dve, tii nebo &Etyfi
slouceniny obecného vzorce (1) jsou pfitomny.

5. Ptipravek podle provedeni 1, 2, 3 nebo 4, kde pfipravek obsahuje méné nez
0,3 0bj.% vody.

6. Ptipravek podle provedeni 1, 2, 3, 4 nebo 5, kde jedna nebo vice bezvodych
tekutych pomocnych latek je jedna, dvé nebo vice slouceniny vybranych z alkoholu,
polyethylenglykolu, propylenglykolu nebo benzylbenzoatu.

7. Ptipravek podle kteréhokoliv z provedeni 1-6 (provedeni 1, 2, 3, 4, 5 nebo
6), kde slouCenina obecného vzorce (1) je 16a-brom-3B-hydroxy-5o-androstan-17-on,
160—brom-3p,7B-dihydroxy-5-androstan-17-on, 16a-brom-3a,7B,7B-trihydroxy-5Sa-
androsten, 16a-brom-3p,7a-dihydroxy-5a-androstan-17-on, 16a-brom-38,7a,17p-
trihydroxy-5-androsten,  16a-brom-3,7B-dihydroxy-Sa-androstan,  16c-brom-3f,7B-
dihydroxy-5-androsten, 16a-brom-3,7p,17B-trihydroxy-Sa-androstan, 16p-brom-38,17p3-
dihydroxy-50-androstan, ~ 16B-brom-3p,17p-dihydroxy-5-androsten,  1683-38,7B,17B-
trihydroxy-5a-androstan, 16B-brom-3B-hydroxy-5a-androstan-17-on, brom-33-hydroxy-
Sa-androsten-17-on, 16B-brom-3,7B,-dihydroxy-5a-androstan-17-on, 16f3-brom-3f,78,-
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dihydroxy-Sa-androsten-17-on, 3B,7a.,-dihydroxyepiandrosteron, 3B,7B.-
dihydroxyepiandrosteron, 3[3,-hydroxy-7-oxoepiandrosteron.

8. Piipravek podle provedeni 7, kde sloucenina obecného vzorce (1) je
16a.-brom-33-hydroxy-5a-androstan-17-on.

9. Piipravek podle kteréhokoliv z provedeni 1-8, kde pfipravek obsahuje dva,
tf1, Ctyfi nebo pét bezvodych tekutych pomocnych latek.

10.  Ptipravek podle provedeni 9, kde pfipravek obsahuje tfi nebo vice
bezvodych tekutych pomocnych latek.

11.  Ptipravek podle kteréhokoliv z provedeni 1-10, kde sloucenina obecného
vzorce (1) zahrnuje 0,0001-99% (hmotn./obj.) pfipravku.

12.  Ptipravek podle kteréhokoliv z provedeni 1-11, kde pfipravek zahrnuje
jednotkovou davku.

13.  Ptipravek podle provedeni 12, kde jednotkova dévka obsahuje 0,5-100
mg/ml slouceniny obecného vzorce (1).

14.  Ptipravek podle provedeni 10, kde ptipravek zahrnuje 1,0-60 mg/ml
slouc¢eniny obecného vzorce (1).

15.  Ptipravek podle provedeni 14, kde slou€enina obecného vzorce (1) je 16a-
brom-3B-hydroxy-5a-androstan-17-on, 16a-brom-3p,7p-dihydroxy-5o-androstan-17-on,
16a-brom-3f,7p,17p-trihydroxy-5a-androsten, 16a-brom-3f,7pB-dihydroxy-5a-androstan,
16a-brom-3p,7p—dihydroxy-5a-androsten, 16a-brom-3p,7p,17p-trihydroxy-5a-androstan,
16B-brom-3p,7B-dihydroxy-Sa-androstan, 16B-brom-3p,7p-dihydroxy-5a-androsten, 163-
brom-3p,7p,17B-trihydroxy-5a-androstan, 16B-brom-3B-hydroxy-5a-androsten-17-on,
16B-brom-3p,7f,-dihydroxy-5Sa-androstan-17-on  nebo 16f3-brom-3p,7p,-dihydroxy-Sa-
androsten-17-on.

16.  Ptipravek podle provedeni 1, kde jedna nebo vice bezvodych tekutych
pomocnych latek zahrnuje polyethylenglykol, propylenglykol a benzylbenzoat.

17.  Pfipravek podle provedeni 16, kde pfipravek obsahuje méné nez 0,3 obj.%
vody.

18.  Pripravek podle provedeni 17, kde slouc¢enina obecného vzorce (1) je 16a-
brom-3pB-hydroxy-5a-androstan-17-on,  16a-brom-3f,7p-dihydroxy-Sa-androstan-17-on,
16a-brom-3p,7B,17p-trihydroxy-Sa-androsten, 16a-brom-3p,7B-dihydroxy-5Sa-androstan,
16a-brom-3p,7p-dihydroxy-5a-androsten, 16a-brom-33,7p,17B-trihydroxy-5a-androstan,

*
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16p3-brom-3p,7B—dihydroxy-5a-androstan, 16B-brom-3f,7B—dihydroxy-Sa-androsten,
16pB-brom-3p,7p3,17p-trihydroxy-5a-androstan,  16B-brom-3-hydroxy-5a-androstan-17-
on, 16B-brom-3f3-hydroxy-Sa-androsten-17-on, 16p-brom-3p,7p-dihydroxy-5a-androstan-
17-on nebo 16B-brom-3p,7B,-dihydroxy-5o-androsten-17-on.

19.  Ptipravek podle provedeni 18, kde slou¢enina obecného vzorce (1) je 16a-
brom-33-hydroxy-5a-androstan-17-on.

20.  Ptipravek podle provedeni 16, ktery dale obsahuje alkohol.

21.  Piipravek podle provedeni 20, kde slou¢enina obecného vzorce (1) je 16a-
brom-3p-hydroxy-Sa-androstan-17-on, 16a-brom-3p,73-dihydroxy-5a-androstan-17-on,
16a-brom-38,7f3,17B-trihydroxy-Sa-androsten, 16a-brom-3p,7p-dihydroxy-5a-androstan,
16a-brom-3,7B,17p-trihydroxy-5a.-
androstan, 16B-brom-3p,17B-dihydroxy-5a-androstan, 163-brom-3f3,17p-dihydroxy-5a-

16a-brom-3p,7p—dihydroxy-5a-androsten,

androsten, 16B-brom-3p,7pB,17B-trihydroxy-5a-androstan,  16f-brom-3p-hydroxy-5a-
androstan-17-on, 16B-brom-3p-hydroxy-5a-androsten-17-on, 16p-brom-3p3,7f,-
dihydroxy-5a-androstan-17-on nebo 16f-brom-3p,7p,-dihydroxy-5a-androsten-17-on.

22.  Pripravek podle provedeni 1, kde jedna nebo vice bezvodych tekutych
pomocnych latek zahrnuje benzylbenzoat, polyethylenglykol, alkohol a pfipadné dalsi
bezvodou tekutou pomocnou latku.

23.  Ptipravek podle provedeni 22, kde piipravek obsahuje méné nez 0,3 0bj.%
vody.

24.  Ptipravek podle provedeni 22 nebo 23, kde slou¢enina obecného vzorce (1)
je 16a-brom-3B-hydroxy-5a-androstan-17-on, 16a-brom-3p,7p-dihydroxy-5a-androstan-
17-on, 16a-brom-3f,7(3,17B-trihydroxy-5a-androsten, 16a-brom-3f3,7B-dihydroxy-5a.-
androstan, 16a-brom-3p3,7B-dihydroxy-5a-androsten, 16a-brom-3f,73,17B-trihydroxy-Sa-
androstan, 16B-brom-3p,7p,17B-trihydroxy-5a-androstan, 16B-brom-3,17B-dihydroxy-
Sa-androsten, 16f3-brom-3f3,7p,17p-trihydroxy-5a-androstan, 16B-brom-3p-hydroxy-5a-
androstan-17-on, 16B-brom-3p-hydroxy-5a-androsten-17-on, 16B-brom-3p,7B,-dihydroxy-
Sa-androstan-17-on nebo 16B-brom-3,78,-dihydroxy-5a-androsten-17-on.

25.  Ptipravek podle provedeni 24, kde slou¢enina obecného vzorce (1) je 16a-

brom-33-hydroxy-Sa-androstan-17-on.

<
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26.  Pripravek podle provedeni nebo 22, 23, 24 nebo 25, kde polyethylenglykol
je polyethylenglykol 300 a/nebo polyethylenglykol 200.

27.  Pripravek podle provedeni 26, kde alkohol je polyethylenglykol 300.

28.  Pripravek podle provedeni 22 nebo 23, ktery obsahuje 2,5-25 0bj.%
ethanolu, 1-10 obj.% benzylbenzoatu, 10-35 obj.% polyethylenglykolu 300, 40-65 obj.%
propylenglykolu a 2-60 mg/ml 16ca.-brom-33-hydroxy-5a-androstan-17-onu.

28A. Priipravek podle provedeni 22, 23, 24, 25 nebo 26, ktery obsahuje 0,1-10
obj.% benzylbenzoatu, 0,1-10 obj.% benzylalkoholu, 1-95 obj.% polyethylenglykolu 200,
1-95 obj.% propylenglykolu a 2-60 mg/ml 16a—brom-3-hydroxy-5a-androstan-17-on. V
provedeni 28A muZe ptipravek obsahovat 2 0bj.% benzylbenzoatu, 2 o0bj.%
benzylalkoholu, 40 o0bj.% polyethylenglykolu 200, 51 obj.% propylenglykolu (na
doplnéni) a 50 mg/ml 160a.-brom-3B-hydroxy-5a-androstan-17-on.

29.  Pripravek podle provedeni 28, ktery obsahuje 12,5 0bj.% ethanolu, 5 0bj.%
benzylbenzoatu, 25 obj.% polyethylenglykolu 300, 57,5 obj.% propylenglykolu a 50
mg/ml 16a-brom-3p-hydroxy-5a-androstan-17-onu.

30.  Piipravek podle kteréhokoliv z provedeni 1-29, ktery dale obsahuje lokélni
anestetikum.

31.  Piipravek podle provedeni 30, kde lokalni anestetikum je prokain,
benzokain nebo lidokain.

32.  Pripravek podle kteréhokoliv z provedeni 1-31, kde piipravek obsahuje
solvat, suspenzi, kolloid, gel nebo a jakoukoliv kombinace vySe zminénych.

33.  Produkt ptipraveny zpusobem, pii kterém dochazi ke kontaktu ptipravku
obsahujiciho jednu nebo vice slougenin obecného vzorce (1) a prvni bezvodé tekuté
pomocné latky s druhou bezvodou tekutou pomocnou latkou, pfi€emz produkt obsahuje
méné neZ 3% vody a soli, analog, konfiguraénich izomert a jejich tautomer.

34.  Produkt podle provedeni 33, kde produkt obsahuje méné nez 0,3% vody.

35.  Produkt podle provedeni 33 nebo 34, kde prvni bezvodou tekutou
pomocnou liatkou je polyethylenglykol (napi. PEG300 nebo PEG200) nebo
propylenglykol.

36.  Produkt podle provedeni 33, 34 nebo 35, kde druha bezvoda tekuta
pomocna latka je polyethylenglykol (napf. PEG300 nebo PEG200) nebo propylenglykol.

38.  Produkt ptfipraveny zplisobem, pfi kterém dochazi ke kontaktu piipravku

obsahujiciho jednu nebo vice slougenin obecného vzorce (1) a dvou bezvodych tekutych,

®oocse®
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pomocnych latek s treti, bezvodou tekutou pomocnou latkou, pfi¢emz produkt obsahuje
mén¢ neZ 3% vody a soli, analog, konfigura¢nich izomerd a jejich tautomerd.

39.  Produkt podle provedeni 38, kde produkt obsahuje méné nez 0,3% vody.

40.  Produkt podle provedeni 38 nebo 39, kde dvé bezvodé tekuté pomocné latky
jsou vybrany z polyethylenglykolu (napf. PEG300 nebo PEG200), propylenglykolu,
benzylbenzoatu a alkoholu (napt. ethanolu).

41. Produkt podle provedeni 38, 39 nebo 40, kde tfeti bezvoda tekutd pomocna
latka je polyethylenglykol (napt. PEG300 nebo PEG200), propylenglykol, benzylbenzoat
nebo alkohol (napt. ethanol).

42.  Produkt pfipraveny zplisobem, pfi kterém dochazi ke kontaktu pfipravku
obsahujiciho jednu nebo vice slougenin obecného vzorce (1) a t¥ bezvodych tekutych,
pomocnych latek s ¢tvrtou bezvodou tekutou pomocnou latkou, pfi¢emz produkt obsahuje
méné nez 3% vody a soli, analog, konfigura¢nich izomert a jejich tautomerd.

43.  Produkt podle provedeni 42, kde produkt obsahuje méné nez 0,3% vody.

44.  Produkt podle provedeni 42 nebo 43, kde tii bezvodé tekuté pomocné latky
jsou vybrany z polyethylenglykolu (napf. PEG300 nebo PEG200), propylenglykolu,
benzylbenzoatu a alkoholu (napt. ethanolu).

45. Produkt podle provedeni 42, 43 nebo 44, kde &tvrta bezvoda tekuta
pomocna latka je polyethylenglykol (napi. PEG300 nebo PEG200), propylenglykol,
benzylbenzoat nebo alkohol (napf. ethanol).

46.  Produkt podle kteréhokoliv z provedeni 33-45, kde produkt byl skladovéan
pfi sniZené teplot& (4°C az 8°C) nebo pfi pokojové teploté po dobu 30 minut az 2 roky.

47.  Produkt podle kteréhokoliv z provedeni 33-46, kde jedna nebo vice
slou¢enin obecného vzorce (1) zahrnuje 1, 2, 3 nebo 4 slouceniny obecného vzorce (1).

48.  Produkt podle kteréhokoliv z provedeni 33-46, kde jedna nebo vice
slou€enin obecného vzorce (1) zahrnuje jednu sloudeninu obecného vzorce (1).

49.  Produkt podle kteréhokoliv z provedeni 33-48, kde jedna nebo vice
slouCenin obecného vzorce (1) je vybrana z 16a-brom-3B-hydroxy-5a-androstan-17-onu,
16a-brom-3p,7B-dihydroxy-5Sa-androstan-17-onu,  16a-brom-33,78,17B-trihydroxy-5a.-
androstenu, 16a-brom-3,7B-dihydroxy-5a-androstanu, 16a-brom-3p,7B-dihydroxy-5a-
androstenu, 16a-brom-3p,7p,17p-trihydroxy-5a-androstanu, 16B-brom-3,17B-dihydroxy-
Sa-androstanu, 16B-brom-3p,7B-dihydroxy-5a-androstenu, 16B-brom-38,7p,17p-
trihydroxy-5So-androstanu,  16f-brom-3B-hydroxy-5a-androstan-17-onu,  16B-brom-3p-
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hydroxy-5a-androsten-17-onu, 16B-brom-3,7B-dihydroxy-5a-androstan-17-onu a 16p-
brom-3p,7p,-dihydroxy-5Sa-androsten-17-onu.

50.  Produkt podle provedeni 49, kde slou¢enina obecného vzorce (1) je
160—brom-3B-hydroxy-5a-androstan-17-on.

51.  Produkt podle provedeni 49, ktery obsahuje 2,5-25 0bj.% ethanolu, 1-10
0bj.% benzylbenzoatu, 10-35 obj.% polyethylenglykolu 300, 40-65 0obj.% propylenglykolu
a 2-60 mg/m! 16a-brom-3f-hydroxy-5a-androstan-17- onu.

52. Produkt podle provedeni 51, ktery obsahuje 12,5 0bj.% ethanolu, 5 obj.%
benzylbenzoatu, 25 obj.% polyethylenglykolu 300, 57,5 obj.% propylenglykolu a 50
mg/ml 16a-brom-3B-hydroxy-5a-androstan-17-onu.

53.  Produkt podle kteréhokoliv z provedeni 33-52, ktery dale obsahuje lokalni
anestetikum.

54.  Pfipravek podle provedeni 52, kde lokalni anestetikum je prokain,
benzokain nebo lidokain.

55. Produkt pfipraveny zptsobem, pfi kterém dochdzi ke kontaktu pfipravku
obsahujiciho slouceninu obecného vzorce (1) s bezvodou tekutou pomocnou latkou,
pti¢emZ produkt obsahuje méné nez 3% vody a soli, analog, konfigura€nich izomert a
jejich tautomerd.

56.  Produkt podle provedeni 55, kde produkt obsahuje méné& nez 0,3 obj.%
vody.

57.  Produkt podle provedeni 53, pfi¢emy produkt byl skladovan pfi sniZené
teploté (4°C az 8°C) nebo pii pokojové teploté po dobu 1 hodiny az 2 roky.

58.  Produkt podle provedeni 53, kde prvni bezvoda tekutd pomocna latka je
polyethylenglykol, alkohol, propylenglykol nebo benzylbenzoat.

59.  Produkt podle kteréhokoliv z provedeni 33-58, kde sloucenina obecného
vzorce (1) zahrnuje 0,01% az 99% w/v produktu.

60.  Produkt podle kteréhokoliv z provedeni 33-59, kde produkt je jednotkova
davka.

61.  Jednotkova davka podle provedeni 60 zahrnujici roztok, ktery obsahuje 0,5-
70 mg/ml jedné nebo vice slougenin obecného vzorce (1).

62.  Produkt podle kteréhokoliv z provedeni 55-61, kde jedna nebo vice
sloucenin obecného vzorce (1) je vybrana z 16a-brom-3B-hydroxy-5a-androstan-17-onu,

16a-brom-3B,7B-dihydroxy-Sa-androstan-17-onu,  16a-brom-3p,7B,17B-trihydroxy-5c.-
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androstenu, 16a-brom-3p,7B-dihydroxy-5a-androstanu, 16a-brom-3p,7B-dihydroxy-5a-
androstenu, 16a-brom-3p,7p,17p-trihydroxy-5a-androstanu, 16B-brom-3p,17B-dihydroxy-
Sa-androstanu, 16p-brom-3p,17B-dihydroxy-5a-androstenu, 16p3-brom-3p,78,17p-
trihydroxy-5a-androstanu,  16B-brom-3B-hydroxy-5a-androstan-17-onu, 16B-brom-3p-
hydroxy-5a-androsten-17-onu, 16B-brom-3p,7B-dihydroxy-5a-androstan-17-onu a 16p-
brom-3p,7p,-dihydroxy-5a-androsten-17-onu.

63.  Produkt podle provedeni 62, kde slougenina obecného vzorce (1) je 160
brom-3f-hydroxy-5a-androstan-17-on.

64.  Produkt podle kteréhokoliv z provedeni 33-61, kde jedna nebo vice
sloucenin obecného vzorce (1) je vybrana ze slouGenin nebo jedna nebo vice species
v ramci skupiny vyjmenované ve skupinach slouéenin 1 az 21-10-6.

65.  Zpisob zahrnujici podani ptipravku nebo produktu podle kteréhokoliv z
provedeni 1-64 subjektu, ktery trpi infekci patogenem nebo zhoubnym bujenim nebo
imunitni supresi nebo nekontrolovantelnym stavem, napf. potlatené Thl imunitni
odpovédi nebo nezadouci Th2 imunitni odpovédi.

66.  Zpusob podle provedeni 65, kde infekce patogenem je infekce DNA virem
nebo infekce RNA virem.

67.  Zptsob podle provedeni 66, kde infekce RNA virem je infekce retrovirem
nebo infekce virem hepatitidy.

68.  Zpisob podle provedeni 67, kde infekce retrovirem nebo a infekce virem
hepatitidy je HIV, FIV, SIV, SHIV nebo infekce virem hepatitidy C.

69.  Zpisob podle provedeni 65, kde infekce patogenem je intracelularni infekce
parazitem.

70.  Zpusob podle provedeni 69, kde intracelularni infekce parazitem je malarie.

71.  Zpisob podle provedeni 65, kde sloudenina obecného vzorce (1) ma

nasledujici strukturu
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R5

R2 nebo R1\\“" ""//Rz

kde jeden, dva nebo ti substituenty R’, R® a R jsou -CHa- nebo -CH=, a kde atomy
vodiku v poloze 5 (pokud existuje), 8, 9 a 14 maji konfigurace jsou a.a.o.a, a.o.o.p,
a.o.p.o, o.p.o.a, B.aa.o, o.o.p.p, o.p.a.p, p.a.a.p, p.ap.a, B.po.a, a.p.p.o.. o.p.p.B,
B.0.B.B, B.B.a.B, B.B.B.a nebo B.B.B.B, typicky a.a.B.o nebo B.a.p.a., a.p.p.a, a.p.p.p.

72.  Zpisob podle provedeni 71, kde sloucenina obecného vzorce (1) ma

nasledujici strukturu

4, 7
,/Rz ﬂeb,O R1 //RZ

73.  Zpisob podle provedeni 72, kde substituenty R!, R? a R* jsou nezavisle -
OH, C,-Cyester nebo C;-Cyalkoxy skupina, substituent R’ je atom vodiku a dva nebo tfi
ze substituentii R’, R®a R’ jsou -CH,.

74.  Zpisob podle provedeni 72 nebo 73, kde sloudenina obecného vzorce (1)

ma nasledujici strukturu
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OH

CH,

HO “OH  nebo HO “IoH

75. Zpusob podle kteréhokoliv z provedeni 71-74, kde atomy vodiku v poloze 5
(pokud existuje), 8, 9 a 14 maji konfigurace jsou a,o,B,0 nebo B,a.B,ct.

V dalSich provedenich zahrnuji slou¢eniny obecného vzorce (1) nové slouceniny,
n€které z nich jsou popsany v nasledujicich o&islovanych provedenich.

1A.  Sloucenina obecného vzorce (1) majici nasledujici strukturu

N W oy,
R™ R? nebo R™ R2

kde substituenty R7, REa R’ jsou nezavisle vybrany, a kde jeden, dva nebo tfi ze
substituentd R’, R® a R’ nejsou -CH;- nebo -CH=, a kde atomy vodiku v poloze 5 (pokud
existuje), 8, 9 a 14 maji konfigurace jsou o.o.ou.a, a.o.o.B, c.o.f.o, o.p.o.a, B.o.o.o,
a.a.p.p, a.p.o.p, B.a.a.p, p.a.p.a, p.p.o.c, o.p.p.o, a.p.p.p, f.o.p.B, B.p.c.B, B.B..cx
nebo B.B.B.B, typicky a.a..p.o nebo B.o.p.c.

2A.  Sloudenina podle provedeni 1A, kde substituent R® je -CHa-, -O-, -S- nebo
-NH-.
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3A. Sloutenina podle provedeni 1A nebo 2A, kde substituent R’ je
-CH,-CHR'’-, -OCHR"’- nebo -O-C(O)-.

4A. Sloucenina podle provedeni 1A, 2A nebo 3A, kde substituent R® nebo R®
neni pfitomen.

5A.  Sloutenina podle provedeni 1A nebo 2A, kde substituenty R’ a R’ jsou
nezavisle —CHRIO-, -CH,-, -CH=, -O-, -S- nebo -NH-, kde substituent R'° je -OH, -SH,
Cisoorganicka  ¢ast, Cjseester, Cj.opfipadné substituovand alkylova skupina,
Ci.iopfipadné substituovana alkoxy skupina, C.jopfipadné substituovand alkenylova
skupina nebo Cj_jgptipadné substituovana alkynylova skupina.

6A. Sloudenina podle provedeni 1A, 2A, 3A, 4A nebo 5A, kde sloucenina

obecného vzorce (1) ma nasledujici strukturu

-»ll"lR3



-llll||R3 "'""Ra

-anfR3

R1\\\‘ .ll,//Rz

kde atomy vodiku v poloze 5 (pokud existuje), 8, 9 a 14 maji konfigurace jsou
a.o.o.0, o.o.o.fB, a.o.f.a, a.p.o.o, B.o.o.a, o.o.p.p, o.p.a.p, B.o.a.p, f.o.p.a, B.B.a.a,
a.B.p.a, a.p.p.B, B.a.p.B, B.B.a.p, B.B.B.a nebo B.B.B.B, typicky a.a.B.a nebo B.o.p.o.

7A. Slougenina podle provedeni 6A, kde substituent R* je -OH, =0, -SH,
Ciacester nebo Cizpalkoxy skupina, kde ester nebo alkoxy skupina je piipadné
substituovand jednim, dvéma nebo vice nezavisle vybranymi substituenty, které jsou
ptipadng vybréany z -F, -Cl, -Br, -I, -0, =0, -S-, -NH-, -OR"}, -SR"® nebo -NHR™.

8A.  Sloucenina podle provedeni 6A nebo 7A, kde substituent R! je -OH, =0,
-SH, Cjjeester nebo C,.3palkoxy skupina, kde ester nebo alkoxy skupina je pfipadné
substituovand jednim, dvéma nebo vice nezavisle vybranymi substituenty, které jsou
piipadné vybrany z -F, Cl, -Br, -1, -O-, =0, -S-, -NH-, -OR™®, -SR™® nebo -NHR'®.

9A. Sloudenina podle provedeni 1A, 2A nebo 3A, kde slouCenina obecného

vzorce (1) mé nasledujici strukturu
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R1\\\‘ o B 'I'I,/RZ

kde atomy vodiku v poloze 5 (pokud existuje), 8, 9 a 14 maji konfigurace jsou
a.o.o.a, o.a.of, aop.o, ap.oa, Boaa, aop.p, o.p.o.p, B.oaap, p.o.p.o, B.p.aa,
o.p.p.a, o.p.p.B, B.a.p.B, B.p.c.p, B.B.B.c nebo B.B.B.B, typicky a.a.B.a nebo B.o.p.ct.

10A. Slougenina podle provedeni 9A, kde substituent R je -OH, =0, -SH,
Ciaeester nebo Cpjpalkoxy skupina, kde ester nebo alkoxy skupina je piipadng
substituovand jednim, dvéma nebo vice nezdvisle vybranymi substituenty, které jsou
pfipadné vybréany z -F, -Cl, -Br, -1, -0, =0, -S-, -NH-, -OR"®, -SR™ nebo -NHR}, 1, -O-.

11A. Sloucenina podle provedeni 9A nebo 10A, kde substituent R! je -OH, =0,
-SH, Cj.3ester nebo Cj.palkoxy skupina, kde ester nebo alkoxy skupina je ptipadné
substituovana jednim, dvéma nebo vice nezavisle vybranymi substituenty, které jsou
ptipadné vybrany z F, -Cl, -Br, -I, -O-, =0, -S-, -NH-, -OR™, -SR"® nebo -NHR™®.

12A.  Pripravek obsahujici slou¢eninu podle kteréhokoliv z provedeni 1A-11A a
pomocnou latku vhodnou pro humanni farmaceutické pouZiti nebo pro veterinarni pouZiti,

napf. pomocna latka podle ptedloZeného vynlezu nebo v citovanych odkazech.
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13A. Produkt pfipraveny zplsobem, ve kterém dochazi ke kontaktu sloudeniny
podle kteréhokoliv z provedeni 1A-11A a pomocné latky vhodné pro humanni
farmaceutické pouZiti nebo pro veterinarni pouziti, napf. pomocna latka podle
predloZeného vynalezu nebo citovanych odkazi.

14A. Pouziti slouceniny, pfipravku nebo produktu podle kteréhokoliv z provedeni
1A-13A k ptipravé 1é€ivého ptipravku pro pouziti k prevenci nebo k oSetfeni nebo ke
zlepSeni jednoho nebo vice symptoml spojenych s infekci, immunsupresi, zhoubnym
bujenim, stavem pted zhoubnym bujenim nebo k modulaci sav¢ich imunitnich odpovédi,
napf. zvySeni Thl odpovédi nebo sniZzeni Th2 odpovédi, napt. infekce, zhoubného bujeni
nebo imunitni ztratu regulace podle pfedloZeného vynalezu nebo citovanych odkazi.

15A. Pouziti podle provedeni 14A, kde infekce je infekce virem (napf. HIV,
HCV, Herpesvirus, togavirus, lidskou verzi papilomaviru nebo jiné viry podle
ptedloZeného vynalezu nebo citovanych odkazil), bacteridlni infekce (napt. Borrelia sp.,
Legionella sp nebo jiné bakterie podle pfedlozeného vynalezu nebo citovanych odkazi),
infekce plisnémi nebo kvasinkami (napt. Candida sp., Aspergillus sp nebo jiné kvasinky
popsané v predloZzeném vynalezu nebo citovanych odkazech) nebo infekce parazitem
(napf. parazit zplsobujici maldrii, gastrointestinalni parazit, helmint, Leishmania sp.,
Cryptosporidium sp., Toxoplasma gondii, Pneumocystis carinii, Schistosoma sp.,
Strongyloides stercoralis nebo jini paraziti podle pfedloZzeného vynalezu nebo citovanych
odkaz).

16A. Sloucenina, piipravek, produkt nebo pouZiti podle kteréhokoliv z provedeni
1A-15A, kde sloucenina obecného vzorce (1) je slouGenina vyjmenovana v kterékoliv
skupin¢ sloucenin 1 az 42-25-10-6 nebo sloudenina obecného vzorce (1) je species
v kterékoliv podskupiné popsané v kterékoliv skuping sloucenin 1 az 42-25-10-6.

V dalSich aspektech popisuje pfedloZzeny vynalez zplsoby davkovani, které jsou
vhodné pro osetfeni onemocnéni podle piedloZeného vynalezu. Nasledujici provedeni
popisuji nékteré z t&chto zplisobi.

1B.  Zpisob zahrnujici intermitentné podavanou jednu nebo vice slouenin
obecného vzorce (1) (nebo pfipravek obsahujici slougeninu obecného vzorce (1)) subjektu
nebo podani sloucenin(y) obecného vzorce (1) do tkani subjektu (nebo piipravek
obsahuyjici slouc¢eninu obecného vzorce (1)), napt. jakdkoliv slou¢enina obecného vzorce
(1) vyjmenovana nebo popsana v pfedloZzeném vynalezu, véetné sloucenin popsanych v

provedenich 1-64 a 1A-11A vyse.
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2B.  Zpisob podle provedeni 1B, kde subjekt ma infekci, hyperproliferaci,
hypoproliferaci, trpi immunosupresi, ma neZadouci imunitni odpovédi nebo subjekt
v posledni dob& protrpél nebo bude brzo trpét traumatem, podstoupi chirurgii nebo
terapeutickym oSetfenim, pfiCemz terapeutické oSetieni jiné nez zplsob podle provedeni
1B.

3B.  Zputsob podle provedeni 2B, kde immunosuprese nebo nezadouci imunitni
odpoveédi jsou spoje jiné s infekci virem, intracelulari bakterialni infekci, extracelularni
bakteridlni infekci, infekci pliSnémi nebo kvasinkami, extracelularni infekci parazitem,
intracelularni infekci parazitem, protozoem, multicelularnim parazitem, autoimunnim
onemocnénim, karcinomem, prekarcinomem, chemoterapii, radioterapii, imunosupresivni
terapii, terapii  protiinfekénim agens, zranénim, popéleninou,  pfitomnosti
imunosupresivnich molekul, gastrointestinalnim podréaZdénim nebo jakoukoliv kombinaci
vySe zminénych.

4B.  Zpusob podle provedeni 3B, kde imunosupresivni stav subjektu je zlepSen
nebo neZadouci imunitni odpovédi (napf. Th2 odpovédi) jsou redukovany nebo Thl
imunitni odpovédi subjektu jsou zvyseny.

5B.  Zpisob podle provedeni 3B, kde pfirozend imunita subjektu, specificka
imunita nebo ob¢ jsou zvyseny.

6B.  Zpusob podle provedeni 5B, kde ptirozena imunita subjektu je zvy$ena.

7B.  Zptsob podle provedeni 6B, kde specifickd imunita subjektu je zvy3ena,
napf. kde Th2 imunitni odpovédi subjektu jsou redukovany nebo kde Thl imunitni
odpovedi subjektu jsou zvyseny.

8B.  Zpusob podle provedeni 2B, kde jedna nebo vice slou¢enin obecného vzorce
(1) je nebo jsou podavany podle davkovaciho rezimu zahrnujiciho kroky

(a) podani jedné nebo vice slougenin obecného vzorce (1) subjektu alespoii jednou
denné¢ po alespoi 2 dny;

(b) vysazeni davek jedné nebo vice sloudenin obecného vzorce (1) subjektu po
alesponi 1 den;

(c) podani jedné nebo vice sloucenin obecného vzorce (1) subjektu alespoti jednou
denné po alespori 2 dny; a

(d) ptipadné opakovani kroki (a), (b) a (c) alespoii jednou nebo obmény krok (a),

(b) a (c¢) alesponi jednou.
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9B. Zpisob podle provedeni 8B, kde krok (c) zahrnuje stejny davkovaci rezim
jako v kroku (a).

10B. Zpusob podle provedeni 9B, kde krok (a) davkovaciho reZimu zahrnuje
podani jedné nebo vice sloucenin obecného vzorce (1) jednou denné, dvakrat denné, tfikrat
denn¢ nebo Etyfikrat denné.

11B. Zpisob podle provedeni 10B, kde krok (a) davkovaciho rezimu zahrnuje
podani jedné nebo vice slouéenin obecného vzorce (1) jednou denné nebo dvakrat denné.

12B.  Zptisob podle provedeni 10B, kde krok (a) zahrnuje podani jedné nebo vice
slou€enin obecného vzorce (1) po dobu 3 az 24 dnt.

13B.  Zpisob podle provedeni 12B, kde krok (a) zahrnuje podani jedné nebo vice
slou¢enin obecného vzorce (1) po dobu 4 az 12 dntL.

14B. Zpusob podle provedeni 13B, kde krok (a) zahrnuje podani jedné nebo vice
slou¢enin obecného vzorce (1) po dobu 4 az 8 dny.

15B. Zpisob podle provedeni 14B, kde krok (b) zahrnuje vysazeni davek jedné
nebo vice sloucenin obecného vzorce (1) po dobu 3 az 120 dnu.

16B. Zpisob podle provedeni 15B, kde krok (b) zahrnuje vysazeni davek jedné
nebo vice sloucenin obecného vzorce (1) po dobu 4 az 60 dnd.

17B. Zptsob podle provedeni 16B, kde krok (b) zahrnuje vysazeni davek jedné
nebo vice slou¢enin obecného vzorce (1) po dobu 5 az 30 dnt.

18B. Zpisob podle provedeni 16B, kde krok (b) zahrnuje vysazeni davek jedné
nebo vice slou¢enin obecného vzorce (1) po dobu 8 az 60 dni.

19B. Zpusob podle provedeni 15B, kde kroky (a), (b) a (c) jsou opakovany
alespon ¢tyfikrat.

20B. Zptsob podle provedeni 15B, kde kroky (a), (b) a (c) jsou opakovany
pétkrat az dvacetpétkrat.

21B. Zpisob podle provedeni 15B, kde kroky (a), (b) a (c) a opakovani kroki (a),
(b) a (c) se provadi po dobu alespoii 2 mésica.

22B. Zpisob podle provedeni 15B, kde kroky (a), (b) a (c) a opakovani krokd (a),
(b) a (c) se provadi po dobu alespoii 12 mé&sict.

23B. Zputsob podle provedeni 8B, kde krok (b) zahrnuje vysazeni davek jedné
nebo vice sloucenin obecného vzorce (1) po dobu 3 az 120 dnd.

24B. Zpisob podle provedeni 23B, kde krok (b) zahrnuje vysazeni davek jedné

nebo vice slou¢enin obecného vzorce (1) po dobu 4 az 60 dna.

.
LA XXX R J
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25B. Zpuisob podle provedeni 24B, kde krok (b) zahrnuje vysazeni davek jedné
nebo vice sloucenin obecného vzorce (1) po dobu 5 az 30 dnil.

26B. Zpusob podle provedeni 23B, kde krok (b) zahrnuje vysazeni davek jedné
nebo vice sloucenin obecného vzorce (1) po dobu 8 az 60 dni.

27B. Zpusob podle provedeni 8B, kde krok (d) zahrnuje opakovani kroki (a), (b)
a (c) alespoti jednou.

28B. Zpiisob podle provedeni 27B, kde krok (d) zahrnuje opakovani krokd (a),
(b) a (c) tfikrat az dvacetpétkrat.

29B. Zpusob podle provedeni 1 B, kde kroky (a), (b) a (c) a opakovani kroki (a),
(b) a (c) se provadi po dobu alespoii 2 mé&sici.

30B. Zpisob podle provedeni 29B, kde kroky (a), (b) a (c) a opakovani kroka (a),
(b) a (c) se provadi po dobu alespori 12 mésici.

31B. Zpusob podle kteréhokoliv z provedeni 8B-30B, kde immunosuprese nebo
nezadouci imunitni odpovédi jsou spoje jiné s infekei virem, intraceluldrni bakteridlni
infekci, extracelularni bakterialni infekci, infekei plisnémi nebo kvasinkami, extracelularni
infekci parazitem, intracelularni infekci parazitem, protozoem, multicelularnim parazitem,
autoimunnim onemocnénim, karcinomem, prekarcinomem, chemoterapii, radioterapii,
imunosupresivni terapii, terapii protiinfekénim agens, zranénim, popéleninou, pfitomnosti
imunosupresivnich molekul, gastrointestinalnim podrazdénim nebo jakoukoliv kombinaci
vyS$e zminénych.

32B. Zpisob podle provedeni 31B, kde imunosupresivni stav subjektu je zlepSen
nebo nezadouci imunitni odpovédi jsou redukovény.

33B. Zpusob podle provedeni 32B, kde pfirozend imunita subjektu, specificka
imunita nebo obé€ jsou zvyseny.

34B. Zptisob podle provedeni 33B, kde pfirozend imunita subjektu je zvySena.

35B. Zputsob podle provedeni 34B, kde specifickd imunita subjektu je zvySena.

36B. Zplisob podle provedeni 8B, kde krok (c) zahrnuje kratsi davkovaci reZim
nez krok (a).

37B. Zptsob podle provedeni 36B, kde krok (a) zahrnuje podani slouCeniny
obecného vzorce (1) po dobu 7 az 24 dni.

38B. Zplisob podle provedeni 37B, kde krok (c) zahrnuje podani slou¢eniny

obecného vzorce (1) po dobu 4 az 12 dnd.
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39B. Zptsob podle provedeni 38B, kde krok (b) zahrnuje vysazeni davek
slougeniny obecného vzorce (1) po dobu 3 az 120 dnt.

40B. Zpisob podle provedeni 39B, kde krok (b) zahrnuje vysazeni davek
slouceniny obecného vzorce (1) po dobu 4 az 60 dni.

41B. Zpusob podle provedeni 40B, kde krok (b) zahmuje vysazeni davek
slouGeniny obecného vzorce (1) po dobu 5 az 30 dni.

42B. Zpisob podle provedeni 36B, kde krok (d) zahrnuje opakovani kroki (a),
(b) a (c) alespoti jednou.

43B. Zpisob podle provedeni 42B, kde krok (d) zahrnuje opakovani kroki (a),
(b) a (¢) tiikrat aZz dvacetpétkrat.

44B. Zplisob podle provedeni 36B, kde kroky (a), (b) a (c) a opakovéni kroki (a),
(b) a (¢) se provadi po dobu alespoii 2 mésicu.

45B. Zpusob podle provedeni 44B, kde kroky (a), (b) a (c) a opakovani kroki (a),
(b) a (c) se provadi po dobu alespoii 12 mésicu.

46B. Zpisob podle kteréhokoliv z provedeni 36B-45B, kde immunosuprese nebo
nezadouci imunitni odpovédi jsou spoje jiné s infekci virem, intraceluldrni bakteridlni
infekci, extracelularni bakterialni infekei, infekci pliSnémi nebo kvasinkami, extracelularni
infekei parazitem, intracelularni infekei parazitem, protozoem, multiceluldrnim parazitem,
autoimunnim onemocnénim, karcinomem, prekarcinomem, chemoterapii, radioterapii,
imunosupresivni terapii, terapii protiinfekénim agens, zranénim, popaleninou, pfitomnosti
imunosupresivnich molekul, gastrointestinalnim podrazdénim nebo jakoukoliv kombinaci
vy$e zminénych.

47B. Zpisob podle provedeni 46B, kde imunosupresivni stav subjektu je zlepSen
nebo nezadouci imunitni odpovédi redukovany.

48B. Zpisob podle provedeni 47B, kde pfirozend imunita subjektu, specificka
imunita nebo ob¢ jsou zvysSeny.

49B. Zpusob podle provedeni 48B, kde pfirozena imunita subjektu je zvySena.

50B. Zpisob podle provedeni 48B, kde specifickd imunita subjektu je zvySena.

51B. Zpusob podle provedeni 8B, kde krok (c) zahrnuje delSi davkovaci rezim
nez krok (a).

52B. Zptsob podle provedeni 51B, kde krok (a) zahrnuje podani slouceniny

obecného vzorce (1) po dobu 7 az 24 dnti.
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53B. Zpusob podle provedeni 52B, kde krok (c) zahruje podéni slouCeniny
obecného vzorce (1) po dobu 4 az 12 dn.

54B. Zpuasob podle provedeni 53B, kde krok (b) zahrnuje vysazeni davek
slou¢eniny obecného vzorce (1) po dobu 3 az 120 dnt.

55B. Zpusob podle provedeni 54B, kde krok (b) zahrnuje vysazeni davek
slou¢eninyobecného vzorce (1) po dobu 4 az 60 dnil.

56B. Zpusob podle provedeni 55B, kde krok (b) zahrnuje vysazeni déavek
slou¢eniny obecného vzorce (1) po dobu 5 az 30 dnd.

57B. Zpiisob podle provedeni 51B, kde krok (d) zahrnuje opakovéni kroki (a),
(b) a (c) alespori jednou.

58B. Zptisob podle provedeni 57B, kde krok (d) zahrnuje opakovani kroki (a),
(b) a (c) tfikrat az dvacetpétkrat.

59B. Zptisob podle provedeni 51B, kde kroky (a), (b) a (c) a opakovani kroki (a),
(b) a (¢) se provadi po dobu alespoi 2 mésicil.

60B. Zpusob podle provedeni 59B, kde kroky (a), (b) a (c) a opakovani krokii (a),
(b) a (c) se provadi po dobu alespoii 12 mésicu.

61B. Zpusob podle kteréhokoliv z provedeni 51 B-60B, kde immunosuprese nebo
neZadouci imunitni odpovédi jsou spoje jiné s infekei virem, intraceluldrni bakterialni
infekci, extracelulari bakterialni infekei, infekei pli$némi nebo kvasinkami, extracelularni
infekci parazitem, intracelularni infekci parazitem, protozoem, multicelularnim parazitem,
autoimunnim onemocnénim, karcinomem, prekarcinomem, chemoterapii, radioterapii,
imunosupresivni terapii, terapii protiinfekénim agens, zranénim, popaleninou, pfitomnosti
imunosupresivnich molekul, gastrointestindlnim podrazdénim nebo jakoukoliv kombinaci
vy$e zminénych.

62B. Zplisob podle provedeni 61B, kde imunosupresivni stav subjektu je zlepSen
nebo neZédouci imunitni odpovédi jsou redukovany.

63B. Zptsob podle provedeni 62B, kde pfirozena imunita subjektu, specificka
imunita nebo obé& jsou zvyseny nebo Thl imunitni odpovédi subjektu jsou zvySeny nebo
Th2 imunitni odpovédi subjektu jsou sniZeny.

64B. Zpisob podle provedeni 8B, kde obmény krokii (a), (b) a (c¢) zahrnuji
provedeni prvniho davkovaciho rezimu podle kroki (a), (b) a (c) jednou, dvakrat nebo

trikrat, poté jeden nebo vice druhych davkovacich rezimt podle kroki (a'), (b) a (c'), kde
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jeden nebo vice krokd (a'), (b') a (¢') v druhém dévkovacim rezimu je delSi neZ
odpovidajici krok v prvnim davkovacim rezimu.

65B. Zpusob podle provedeni 8B, kde obmény kroki (a), (b) a (c) zahrnuji
provedeni prvniho ddvkovaciho rezimu podle kroki (a), (b) a (c) jednou, dvakrat nebo
t¥ikrat, poté jednu nebo vice druhych davkovacich rezimt podle krokt (a'), (b') a (c'), kde
jeden nebo vice krok (a'), (b') a (¢") v druhém davkovacim reZimu je kratdi neZ
odpovidajici krok v prvnim davkovacim rezimu.

66B. Zptsob podle kteréhokoliv z provedeni 1B-67B, kde jedna nebo vice
sloutenin obecného vzorce (1) je nebo jsou podavany peroralné, intramuskuldmé,
intravendzng, subkutdnné, mistn€, vaginalng, rektaln€, intrakranidln€, intratekalné,
intradermalng, ve formé aerosolu nebo bukalnim zpisobem.

67B. Zpiisob podle provedeni 66B, kde jedna nebo vice sloucenin obecného
vzorce (1) je nebo jsou ptitomné v pevné formulaci pfevazné jako pevna latka nebo jedna
nebo vice sloutenin obecného vzorce (1) je nebo jsou pfitomny v tekuté formulaci
pfevazné jako solvat, koloid nebo suspenze nebo jedna nebo vice slouCenin obecného
vzorce (1) je nebo jsou pfitomny v gelu, krému nebo pasté.

68B. Zpiisob podle kteréhokoliv z provedeni 2B-67B, kde infekce virem,
intraceluldrni bakterialni infekce, extracelularni bakterialni infekce, plisfiova infekce,
infekce kvasinkami, extracelularni infekce parazitem, intracelularni infekce parazitem,
parazitem typu protozoa, multicelularni parazit, autoimunni choroba, karcinom,
prekarcinom, chemoterapie, radioterapie, imunosupresivni terapie, terapie protiinfekénim
agens, zranéni, spalenina nebo pfitomnost imunosupresivnich molekul, gastrointestinalni
podrazdéni subjektu nebo jakakoliv kombinace vy$e zminénych je (a) infekce DNA virem
nebo infekce RNA virem (HSV, CMV, HBV, HCV, HIV, SHIV, SIV); (b) infekce
mykoplazmaty, infekce mikroorganizmy rodu Listeria nebo Mycobacterium; (c)
extracelularni bakteridlni infekce; (d) plistova infekce; (e) infekce kvasinkami (rody
Candida, Cryptococcus); (d) protozoa (malaria, leischmaniéza, cryptosporidium,
toxoplazméza, pneumocystéza); (e) multicelularni parazit; (autoimunni choroby (SLE, RA,
diabetes); (g) karcinomy (pevné karcinomy vybrané napf. z karcinomu vaje¢nikii, prsu,
prostaty, gliomu; diseminované karcinomy vybrané z lymfomu, leukémie, tlustého stieva,
sarkomu); (h) prekarcinomy; (i) chemoterapie (adriamycinem, cisplatinem, mitomycinem
C); (j) radioterapie; (k) immunosupresivni terapie; (I) terapie protiinfekénim agens; (m)

poranéni (chirurgickd nebo jind); (n) prvni, druhy nebo tfeti stupeti popalenin;(O)
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imunosupresivni molekuly; (p) gastrointestinalni podrazdéni (ititabilni vnitinosti,
Crohnova nemoc, chronicka diarea); nebo (q) jakakoliv kombinace bodii (a) aZ (p).

69B. Zpisob podle provedeni 68B, kde infekce RNA virem je infekce retrovirem
nebo infekce virem hepatitidy.

70B. Zptsob podle provedeni 68B nebo 69B, kde jedna nebo vice sloucenin
obecného vzorce (1) je jedna slougenina obecného vzorce (1).

71B. Zptsob podle provedeni 70B, kde jedna nebo vice sloucenin obecného
vzorce (1) je nebo jsou v obsaZeny ptipravku, ktery obsahuje (a) jednu nebo vice
bezvodych tekutych, pomocnych latek, pfi¢emZ pfipravek obsahuje méné nez 3 obj.%
vody; (b) pevnou latku, ktera obsahuje farmaceuticky pfijatelnou pomocnou latku; nebo (c)
jednu nebo vice tekutych, pomocnych latek, pfi¢emz pfipravek obsahuje vice nez 3 obj.%
vody.

72B. Zpusob podle provedeni 68B nebo 71B, kde slou¢enina obecného vzorce (1)
je 16a-brom-3p-hydroxy-5a-androstan-17-on, 160-brom-3p,7B-dihydroxy-5a-androstan-
17-on, 160.-brom-3pB,7B,17B-trihydroxy-5a-androsten, 16a-brom-3p,7B-dihydroxy-5a.-
androstan, 16o-brom-3B,7B-dihydroxy-5a-androsten, 16o-brom-3,78,17B-trihydroxy-So.-
androstan, 16f-brom-3p,17-pdihydroxy-5a-androstan, 16f3-brom-3f,17B-dihydroxy-Sa-
androsten,  16B-brom-3p,7pB,17p-trihydroxy-5a-androstan,  16p-brom-3f3-hydroxy-5a.-
androstan-17-on, 16B-brom-3B-hydroxy-5a-androsten-17-on, 16B-brom-3p,7,-
dihydroxy-5a-androstan-17-on nebo 16B-brom-3,7p,-dihydroxy-5a-androsten-17-on.

73B. Zptsob podle provedeni 72B, kde slou¢enina obecného vzorce (1) je 16a-

brom-3f-hydroxy-Sa-androstan-17-on.

| 74B. Zplsob podle provedeni 1B-73B, kde sloucenina obecného vzorce (1)
vyluduje dnu nebo vice jakékoliv slougenin obecného vzorce (1).

75B. Zplisob oSetfeni vili neovladatelného vahového Ubytku, perordlni léze,
kozni léze, oportunni infekci, diareu nebo unavu v subjektu zahrnujici intermitentni
podavani sloudenin obecného vzorce (1) subjektu (napf. vuli neovladatelného véhového
ibytku v disledku virové infekce, gastrointestindlni infekce, chemoterapie, anorexie).

76B. Zpusob podle provedeni 75B, kde subjekt mé4 imunosupresivni stav.

77B. Zpusob podle provedeni 76B, kde subjekt je lidsky subjekt.

78B. Zpusob podie provedeni 77B, kde subjekt je lidsky subjekt o stafi 1 dnu az
18 let (napt. 1 mésic az 6 let stary).

LE XXX N
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79B. Zplsob podie kteréhokoliv z provedeni 75B-78B, kde specificka imunita
subjektu zdistava oslabena v porovnani s typove srovnatelnymi kontrolnimi subjekty, které
nemaji stejny patologicky stav jako subjekt.

80B. Zpisob podle provedeni 79B, kde se pofet CD4 bun€k subjektu vyrazné
nezvys$uje b&hem jednoho nebo vice rezimi davkovani (napf. davkovéani po dobu 1 tydne
aZ 2 tydni nebo vice).

81B. Zpusob podle provedeni 80B, kde pocet CD4 bunék subjektu je 20 az 100
CD4" bunék na mm?> nebo 20 a2 75 CD4" bungk na mm’.

82B. Zplisob podle kteréhokoliv z provedeni 1B-81B, kde subjekt je infikovan
patogenem(y) nebo ma zhoubné bujeni a patogen(y) nebo zhoubné bujeni se nestavaji
rezistentnim slou¢eninu obecného vzorce (1) po dobu béZné spojenou s vyvojem méfitelné
rezistence u alespori 50% subjekti, které byly oSetfovany jinym terapeutickym oSetfenim
nez tim, které zahrnuje slouéeninu(y) obecného vzorce (1).

83B. Zpiisob podle provedeni 82B, kde infekce patogenem zahrnuje infekci HIV,
SIV, SHIV nebo HCV.

84B. Zpuisob podle provedeni 82B nebo 83B, kde sloucenina obecného vzorce (1)
je jedna nebo vice sloudenin vybranych z 16a-brom-3B-hydroxy-5Sa-androstan-17-onu,
16a-brom-3p,7p-dihydroxy-5a--androstan-17-onu,  16a-brom-3,7B,17B-trihydroxy-5a.-
androstenu, 160.-brom-3B,7B-dihydroxy-5a-androstanu, 16o-brom-3p,7B-dihydroxy-Sa.-
androstenu, 16a.-brom-3B,7p,17B-trihydroxy-5a-androstanu, 168-brom-3p,17p-dihydroxy-
Sa-androstenu, 16B-brom-3p,7B-dihydroxy-5a-androstenu, 16p3-brom-3f,70,17p-
trihydroxy-5a-androstanu,  16B-brom-3pB-hydroxy-5a-androstan-17-onu,  16f-brom-3f3-
hydroxy-5a-androsten-17-onu, 16B-brom-3,7p,-dihydroxy-5a-androstan-17-onu  nebo
16B-brom-3p,7B,-dihydroxy-5a-androsten-17-onu nebo jejich fyziologicky pfijatelny ester,
karbonat, karbamat, aminokyselinovy konjugat nebo peptidovy konjugat.

85B. Zpisob podle provedeni 84B, kde slou¢enina obecného vzorce (1) je
160—brom-3B-hydroxy-5a-androstan-17-on nebo jeji fyziologicky pfijatelny ester,
karbonat, karbamat, aminokyselinovy konjugat nebo peptidovy konjugat.

86B. Zpiisob podle kteréhokoliv z provedeni 1B-85B, kde slou¢enina obecného
vzorce (1) je slou¢enina vyjmenovana v kterékoliv skupiné sloucenin 1 az 42-25-10-6 nebo
sloudenina obecného vzorce (1) je species v kterékoliv podskuping popsané v kterékoliv

skuping sloucenin 1 az 42-25-10-6.
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V dalgich provedenich popisuje ptedloZeny vynélez zplisoby modulace imunitnich
bunék nebo imunitnich odpovédi v subjektu. Nésledujici provedeni popisuji né€které
z téchto zpisobu.

1C.  Zptsob modulace pfirozené imunity subjektu nebo zvySeni Thl imunitnich
odpovédi nebo redukce Th2 imunitnich odpovédi zahrnujici podani slou¢enin obecného
vzorce (1) subjektu, véetné jakékoliv slouceniny obecného vzorce (1), kierd popsana nebo
uvedena v piedloZzeném vynalezu, véetné sloucenin popsanych ve vySe zminénych
provedenich 1-64 a 1A-11A.

2C.  Zpuisob podle provedeni 1C, kde pfirozena imunita subjektu je zvySena.

3C.  Zpusob podle provedeni 1C nebo 2C, kde subjekt trpi potlatenim pfirozené
imunity, potla¢enim Th1 imunitnich odpovédi nebo nezadoucich Th2 imunitnich odpovédi.

4C.  Zptsob podle provedeni 3C, kde stav potladeni pfizorené imunity, potladeni
Th1 imunitnich odpovédi nebo nezadoucich Th2 imunitnich odpovédi je spojeno s infekei
virem, intraceluldrni bakterialni infeki, extracelularni bakteridlni infekci, infekci plisni a
kvasinkami, extracelularni infekei parazitem, intraceluldrni infekei parazitem, parazitem
typu protozoa, multiceluldrnim parazitem, autoimunni chorobou, karcinomem,
prekarcinomem, chemoterapii, radioterapii, imunosupresivni terapii, terapii protiinfekénim
agens, zranénim, popaleninou nebo pritomnosti imunosupresivnich molekul nebo
jakoukoliv kombinaci vySe zminénych.

5C.  Zpusob podle kteréhokoliv z provedeni 1C-3C; kde Thl imnunitni odpovédi
subjektu jsou zvyseny.

6C.  Zpisob podle provedeni 1C, kde Th2 imunitni odpovédi subjektu jsou
redukovény.

7C.  Zptsob podle provedeni 6C, kde subjekt trpi onemocnénim zahrnujicim
nezadouci imunitni odpovédi (napf. autoimunni choroba, SLE, diabetes).

9C.  Zplisob podle provedeni 6C nebo 7C, kde subjekt je obratlovec, savec,
primat nebo ¢lovek.

10C. Zpuisob podle provedeni 9, kde modulace specifické imunity obratlovce,
savce, primata nebo &lovéka je (i) zvysena CTL nebo Thl odpovéd’ na infekei virem nebo
maligni buiiky in vitro nebo in vivo, (ii) zvySena piitomnost antigenu nebo biologicka
aktivita dendritickych bunék nebo prekurzori dendritickych bunék nebo (iil) zvySené

usmrcovani virem infikovanych nebo malignich bunék.
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11C. Zplisob podle provedeni 10C, kde obratlovec je ¢lovék, infekce virem je
HIV infekce a CTL nebo Thl odpovéd’ zahrnuje zvy$ené pocet odpovéd na jednu nebo
vice gag proteini HIV nebo gp120 HIV.

12C. Zpusob podle provedeni 1C, 4C, 10C nebo 11C, kde Thl bunky, tumorem
infiltrované lymfocyty (TIL buiky), NK buiky, periferni krevni lymfocyty, fagocyty,
monocyty, makrofigy, neutrofily, eosinofily, dendritické buriky nebo fibrocyty subjektu
jsou aktivované, coZ je méfitelné napf. zvySenou absorpci H-thymidinu v porovnéani
s neosetfovanymi kontrolnimi vzorky nebo zvySenim poc&tu bun&éného typu pfi cirkulaci
nebo prokazatelnym posunem bun&ného typu zjedné tkané nebo strukturniho oddilu
(napt. kiize) do jiné tkdn& nebo strukturniho oddilu(napf. krve, miznich uzlin, sleziny,
thymu).

13C. Zpisob podle provedeni 1C, 4C, 10C, 11C nebo 12C, kde sloucenina(y)
obecného vzorce (1) moduluji transkripci jednoho nebo vice gentt NK-bunék, fagocytd,
monocytd, makrofigl, neutrofild, eosinofilii, dendritickych bungk nebo fibrocytl subjektu
je aktivovano (napf. prokazatelné zvysenou aktivitou proteinkinasy C nebo modulaci
biologické aktivity receptoru steroidu nebo receptoru ,,orphan“ nuklearniho hormonu).

14C. Zpisob podle provedeni 1C, kde slou¢enina(y) obecného vzorce (1) zvySuji
pohyb lysozmii v jedné nebo vice NK bunék, fagocytech, monocytech, makrofazich,
neutrofilech, eosinofilech, dendritickych bun&k nebo fibrocyti subjektu.

15C. Zpusob podle provedeni 1C, kde slougenina(y) obecného vzorce (1) zvysuji
aktivitu proteinkinasy C vjedné nebo vice NK' buné€k, fagocytech, monocytech,
makrofazich, neutrofilech, eosinofilech, dendritickych bunék nebo fibrocytech (napf.
PKCa, PKCB, PKCy a PKCC).

16C. Pripravek obsahujici &aste¢né purifikovany nebo zcela purifikovany
komplex obsahujici sloudeninu obecného vzorce (1) a receptor steroidu, sérum proteinu
vazajiciho steroid (napt. lidsky sérumalbumin, ol-kyselinovy glykoprotein, globulin
véazajici pohlavni hormon, globulin vézajici testosteron, globulin vazajici kortikosteroid,
protein vazajici androgen (potkanni)) nebo vazebného partnera (napf. komplexotvorné
¢inidlo, lipozom, protilatka).

17C. Produkt vyrobeny zpisobem, ve kterém dochazi ke kontaktu CasteCné
purifikovaného nebo purifikovaného ptipravku podle provedeni 16C s jednim nebo vice
sterilnimi obaly, jednou nebo vice injekénimi stfikackami, jednou nebo vice farmaceuticky

pfijatelnych pomocnych latek (napf. pomocna latka definovand v ,.draft spec vySe a
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zahrnujici sacharidy, laktosu, sacharosu, fillery, lubrikanty, pojiva nebo jakoukoliv
pomocnou latku vyjmenovanou v jakémkoliv citovaném odkazu), jednou nebo vice
buiikami, jednou nebo vice tkanémi, plazmou nebo krvi.

18C. Zptsob podle kteréhokoliv z provedeni 1C-17C, kde subjekt ma infekei,
hyperproliferaci, hypoproliferaci, imunosupresi, nezadouci imunitni odpovédi nebo subjekt
v posledni dobé& protrpél nebo bude brzo trpét traumatem, podrobit chirurgii nebo
terapeutickému oSetfeni, pfiemz terapeutické oSetfeni je jiné nez zpisob podle provedeni
1C.

19C. Zpisob podle provedeni 18C, kde immunosuprese nebo nezadouci imunitni
odpovédi jsou spoje jiné s infekei virem, intracelulari bakterialni infekei, extracelularni
bakterialni infekci, infekci pliSnémi nebo kvasinkami, extraceluldrni infekci parazitem,
intracelularni infekci parazitem, protozoem, multicelularnim parazitem, autoimunnim
onemocnénim, karcinomem, prekarcinomem, chemoterapii, radioterapii, imunosupresivni
terapii, terapii = protiinfekénim agens, zranénim, popaleninou,  pfitomnosti
imunosupresivm’ch molekul, gastrointestinalnim podrazdénim nebo jakoﬁkoliv kombinaci
vy$e zminénych.

20C. Zpusob podle provedeni 19C, kde imunosupresivni stav subjektu je zlepSen
nebo nezadouci imunitni odpovédi jsou redukovény.

21C. Zpuisob podle provedeni 19C, kde imunosupresivni stav subjektu je spojen
s infekei virem. ‘

22C. Zpusob podle provedeni 21C, kde infekce virem zahrnuje infekci DNA
virem nebo RNA virem. ,

23C. Zpisob podle provedeni 22C, kde infekce RNA virem zahrnuje infekci
retrovirem nebo infekci virem hepatitidy.

24C. Zpusob podle kteréhokoliv z provedeni 18C-23C, kde subjekt trpi jednou
nebo vice nemocemi vybranymi z chronické diarey, vili neovladatelného vahového ubytku
(obvykle élespofl 5% nebo vice), kachexii (obvykle alesponi 5% nebo vice), ubyvanim
svall, jednou nebo vice peroralnimi lézemi (obvykle alespori 1 cm?), jednou nebo vice
genitalnimi lézemi (obvykle alespon 1 cm?), koznimi lézemi (obvykle alespori 1 cm?) nebo
oportunni infekci spojenou s AIDS.

25C. Zpusob (napt. stanoveni biologické aktivity slou¢eniny obecného vzorce (1)
nebo modulace transkripce genu v buiice nebo bezbunétném transkripnim systému

zahrnujici: (a) kontakt sloucenin(y) obecného vzorce (1) s bufikami nebo buné¢nou

*
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populaci in vitro nebo in vivo; (b) méfeni jednoho nebo vice (i) komplexi mezi vazebnym
partnerem a slouceninou obecného vzorce (1), (ii) proliferaci bun€k nebo bunétné
populace, (iii) diferenciaci bunék nebo bun&éné populace, (iv) aktivity proteinkinasy C, (v)
miru fosforylace substratu proteinkinasy C, (vi) transkripce jednoho nebo vice cilovych
gen(, (vii) zvySeni nebo inhibici bunéiné odezby na steroidy, napi. glukokortikoidy, (viii)
inhibici steroidem indukuované transkripce, napt. glukokortikoidy, pohlavni steroidy, (ix)
inhibice retrovird (napt. HIV, SIV, FIV nebo SHIV) LTR fizenou transkripci nebo (x)
modulaci mnoZstvi imunitni bun&né populace pii cirkulaci in vivo (napf. cirkulujici
perifernich krevnich lymfocytd u savel, napf. primatd nebo lidi); a (c) pfipadné srovnani
vysledkt v kroku (b) s pfislusnou krontrolni skupinou.

26C. Zpiisob podle provedeni 25C, kde vazebny partner je receptor steroidu,
transkrip&ni faktor nebo nadskupina ,,orphan receptoru steroidniho hormonu.

27C. Zpiasob podle provedeni 25C, kde stanovena biologicka aktivita je
modulaéni aktivita slougeniny obecného vzorce (1) pro replikaci nebo cytopatické uCinky
spojené s retroviry, virem hepatitidy nebo parazit typu protozoa.

28C. Zpisob podle provedeni 25C, kde stanovena biologickd aktivita je
modulaéni aktivita sloudeniny obecného vzorce (1) po dobu replikace, cytopatické ucinky
spojenych s retroviry, virem hepatitidy nebo parazitem typu protozoa nebo stanovena
biologickd aktivita je metabolizmus (stanoveno absorpci 3H-tlnlymidinu) bunék nebo
bun&né populace zahrnujici NK burky, fagocyty, rﬁonocyty, makrofagy, bazofily,
eosinofily, fibrocyty, metamorfované buiiky, butiky infikované virem, buiiky infikované
bakterii nebo buiky infikované parazitem. 7

29C. Zpisob podle provedeni 25C, kde cilovy gen je gen viru, gen bakterie, gen
parazita, gen souvisejici s karcinomem.

30C. Zputsob podle provedeni 29C, kde gen viru je gen polymerasy, gen reverzni
transkriptasy, obalkovy gen, gen proteasy nebo gen souvisejici sreplikaci nukleove
kyseliny viru nebo strukturni gen viru.

31C. Zpusob podle provedeni 30C, kde gen polymerasy koduje jedna polymerasu
nebo kéduje RNA polymerasu.

32C. Zplsob podle provedeni 30C, kde gen reverzni transkriptasy koduje
lidskou, primatd, pta¢i nebo ko¢i¢i reverzni transkriptasu retroviru.

33C. Zpusob zahrnujici podani sloucenin(y) obecného vzorce (1) ¢lovéku nebo

primatam, ktefi byli zasaZeni infekci retrovirem a maji po¢et CD4 550 nebo mensi.
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34C. Zpusob podle provedeni 33C, kde ¢loveék ma pocet CD4 20 az 100 nebo 20
az 80.

35C.  Zputsob podle provedeni 33C, kde ¢loveék ma pocet CD4 30 aZ 150.

36C. Zpusob podle provedeni 33C, kde ¢lovek ma pocet CD4 500 nebo mensi, ,
450 nebo mensi. 400 nebo mensi, 350 nebo mensi, 300 nebo mensi, 250 nebo mensi, 200
nebo mensi, 150 nebo mensi, 100 nebo mensi, 50 nebo mensi nebo 25 nebo mensi nebo 20
nebo mensi.

37C. Zptsob podle kteréhokoliv z provedeni 33C-36C, kde sloucenina(y)
obecného vzorce (1) je obsaZena v pfipravku, ktery obsahuje jednu nebo vice bezvodych
tekutych pomocnych latek a méné nez 3 obj.% vody nebo kterdkoliv formulace uvedena
v podrobném popisu nebo kterékoliv vyse vyjmenovaném provedeni.

38C. Zpusob podle kteréhokoliv z provedeni 33C-37C, kde sloucenina(y)
obecného vzorce (1) je podavana podle intermitentniho davkovaciho reZimu uvedeného ve
specifikacich nebo kterékoliv vySe vyjmenovaném provedeni.

39C. Zptsob podle kteréhokoliv z provedeni 30C-45C, kde lidsky subjekt je
koinfikovan virem hepatitidy typu C, virem hepatitidy typu B, HSV-1, HSV-2, parazitem
zpusobujicim malarii, parazitem rodu Prneumocystis nebo Cryptosporidium.

40C. Zplsob podle provedeni 46C, kde hladina HCV je u lidského subjektu
redukovéana.

41C. Zptsob zahrnujici podani sloucenin(y) obecného Vzorée (1) subjektu nebo
~ do buriky (bunék) nervového systému v tkariové kultufe, pfiCemZ sloucenina obecného
vzorce (1) se navaZe na receptor asociovany s butikou (buitkami) v nervovém systému a (1)
vyvoléd biologickou odpovéd v buiice (burikdch) nervového systému nebo v buitkdch
tkanové kultury a/nebo (2) vyvola neuronovou odpovéd’, kterd je pfenaSena do distan¢nich
mist(a) nebo buiiky (bunék), kde zpisob je ptipadné pouzivan ke screeningu sloucenin(y)
obecného vzorce (1) na jejich biologickou aktivitu, k oSetfeni patologického stavu (napf.
infekce patogenem, napf. virem (HIV), zhoubného bujeni nebo neurologické poruchy,
napt. demence spojena s AIDS, Alzheimerova nemoc, Parkinsonova nemoc, roztrouSena
skler6za) v subjektu nebo ke stanoveni biologické aktivity nebo metabolizmu sloucenin(y)
obecného vzorce (1) v subjektu nebo v burikach v nervového systému nebo v tkanové
kultufe, kde metabolizmus je ptipadné stanoven srovnanim biologického w¢inku
sloucenin(y) obecného vzorce (1) skontrolni slouceninou, kterd miZe byt odlisna od

slou¢eniny obecného vzorce (1).
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42C. Zplsob podle provedeni 41, kde receptor asociovany s burtikou (buitkami)
v nervovém systému je receptor(y) neurotransmiteru (napf. receptor y-aminomaselné
kyseliny, napt. typ A, NMDA receptor) a/nebo receptor sterotdu (napf. receptor androgenu,
receptor estrogenu).

43C. Zpuisob podle provedeni 41C nebo 42C, kde buiika (buiky) v nervovém
systému jsou neurony a astrocyty a/nebo gliova burika (buiiky).

44C. Zpisob podle provedeni 41C, 42C nebo 43C, kde biologickd odpovéd
v burice (buiikach) nervového systému nebo v buiice (buiikach) tkanové kultury je zvySena
nebo sniZend transkripce genu(ll) (napf. neurotransmiteru, vasopressinu, proteinu
teplotniho Soku), zvySena nebo sniZena sekrece proteinu((i) (napt. vasopresinu), sniZené
poSkozeni v disledku oxidaéniho stresu, zvySend uvoliiovani oxidu dusi¢ného a/nebo
zvySeny rust neuritu.

45C. Zpusob podle kteréhokoliv z provedeni 1C-44C, kde sloucenina(y)
obecného vzorce (1) je jakédkoliv jedna nebo vice slou¢enin obecného vzorce (1) vybrand
ze sloudenin nebo jedna nebo vice species v ramci skupiny vyjmenované ve skupinach
slouenin 1 az 21-10-6.

46C. Zpusob (a) modulace exprese alesponi jednoho antigenu imunitni bunky

imunitnimi burikami v subjektu, pfi¢emz antigen imuntni buiiky je vybran z CD3, CDllc,

CD14, CD16, CD19, CD25, CD38, CD56, CD62L, CD69, CD45RA, CD45RO, CD123,

" HLA-DR, IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, TNFa, IGF; a YIFN, nebo (b) aktivace
CD8'T-buiiky nebo CD8T-buiiky v subjektu, kde aktivace zahrnuje alespori doasn&
zvy$enou expresi CD25 nebo CD69 T-buiikami nebo (c) zvyseni podilu CD8" nebo CD§’
K-buiikami aktivovanymi lymfokiny v CD16" buiikach subjektu (napf. CD8*, CD16",
CD38" nebo buiiky CD8’, CD16", CD38") nebo (d) zvyseni podilu (i) CD8, CD16"
ptirozenych K-bungk, (ii) CD8*, CD16" piirozenych K-bunék nebo (iii) CD8’, CD16"
bunek, které zprostiedkovavaji na protilatce zavislou cytotoxicitu zprostiedkovanou
butikami nebo (iv) CD8", CD16" bunék, které iprostfedkovévaji na protilatce zavislou
cytotoxicitu zprostiedkovanou burikami nebo (e) zvySeni podilu prekurzorti dendritickych
bungk v cirkulujicich bilych krvinkach subjektu (napt. Lin’, HLA-DR", CD123" nebo Lin’,
HLA-DR", CD11c¢" buriky) nebo (f) zvyseni podilu CD45RA T-bungk nebo CD45", RO'T-
bun€k v cirkulujicich bilych krvinkach subjektu nebo (g) zménu (zvySeni nebo sniZeni)
podilu nebo relativniho postu CD62L"T-bunék v cirkulujicich bilych krvinkach subjektu
nebo (h) zvyseni podilu CD8" nebo CD4 ' T-bungk, které exprimuji CD62L v cirkulujicich
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CD8" nebo CD4'T burikach subjektu nebo (i) sniZeni podilu CD8" nebo CD4 T-bunék,
které exprimuji CD62L v cirkulujicich CD8" nebo CD4'T burikach subjektu nebo (j)
zvyseni podilu HLA-DR', CD8", CD38" bunék v cirkulujicich bilych krvinkach subjektu
nebo (k) snizeni hladiny IL-4 nebo IL-10, které jsou exprimovany nebo pfitomny v bilych
krvinkach subjektu nebo plazmé subjektu (nebo které jsou exprimovany po in vitro
stimulaci bilych krvinek subjektu), (1) alespoti docasného zvySeni mnozstvi prekurzori
dendritickych bunék nebo dendritickych bunék, které jsou pfitomny v bilych krvinkach
subjektu nebo plazmé subjektu nebo (m) zvySeni kapacity CD4'T-bunék k expresi IL-2,
IL-12 nebo yIFN, zplsob zahrnujici podani sloudeniny obecného vzorce (1) a
farmaceuticky piijatelné pomocné latky subjektu.

47C. Zpasob podle provedeni 46C, kde obecny vzorec (1) md nésledujici

strukturu

| 5 | 5
R R nebo R R

kde substituent R' je -OH nebo skupina (napt. Cjjester), ktera mize byt
hydrolyticky konvertovana za fyziologickych podminek na -OH, jedna z nich miZe byt v
nebo B-konfiguraci; substituent R? je atom vodiku v o nebo B-konfiguraci nebo substituent
R? neni pfitomen. pokud je dvojnd vazba v poloze 5-6; substituent R® je atom vodiku nebo
-Br, jeden z nich miZe byt v a- nebo B-konfiguraci; substituent R* je -OH nebo skupina
(napt. C3ester). ktera mze byt hydrolyticky konvertovana za fyziologickych podminek

na -OH, jeden z nich miZe byt v a nebo B-konfiguraci nebe substituent R je =0 a atom
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vodiku vazany na stejném atomu uhliku neni pfitomen; substituent R* je substituent R?, -
C(0)-CH; nebo -C(0)(CH,)e-CHs; substituent R je atom vodiku nebo -OH nebo skupina
(naptf. Cj3eester), ktera mize byt hydrolyticky konvertovana za fyziologickych podminek
na -OH, jedna z nich miize byt v a nebo P-konfiguraci nebo substituent R je =O a atom
vodiku vazany na stejném atomu uhliku neni pifitomen; teckovana ¢ara v poloze 5-6 je
ptipadné dvojnd vazba nebo sloudenina obecného vzorce (1) ma strukturu uvedenou
v jakémkoliv zde vyjmenovaném nebo popsaném odkazu na slouceninu obecného vzorce
(1), v€etné sloucenin popsanych v provedenich 1-64 a 1A-11A vyse.

48C. Zplsob podle provedeni 46C nebo 47C, kde sloucenina obecného vzorce (1)
je podavana subjektu denné po dobu jednoho az 15 dnti, napt. podobu 1, 2, 3, 8,9, 10, 11,
12, 13, 14, 15 nebo vice dnil.

49C. Zpusob podle provedeni 48C, kde exprese antigenu imunitni buriky je
detegovatelné modulovana po dobu alespori 4-7 dnt po poslednim podani slouceniny
obecného vzorce (1) subjektu, napt. alesponi 4, 5, 6, 7 nebo vice dni.

50C. Zpiasob podle provedeni 48C nebo 49C, kde exprese antigenu imunitni
burky je detegovatelnd alesponn 8-90 dni po poslednim podani slouceniny obecného
vzorce (1) subjektu, napt. alespoii 8, 10, 12, 15, 20, 25, 28, 30, 35, 40, 42, 45, 49, 50, 55,
56, 60, 63, 65, 70, 75, 77, 80, 84, 85, 90, 91, 95, 98, 100 nebo vice dni. |

51C. Zplsob podle kteréhokoliv z provedeni 46C-51C, kde subjekt trpi
imunosupresi, infekci patogenem nebo onemocnénim  souvisejicim s Thl imunitni
odpovédi nebo piebytkem Th2 imunitnich odpovédi.

52C. Zpisob podle provedeni 51 C, kde infekce patogenem je' infekce virem,
bakterialni infekce, infekce kvasinkami, infekce plisni nebo viroidem, napf., kde infekce
patogenem je infekce virem, napf. infekce DNA virem nebo infekce RNA virem (napf.
infekce zplisobend Hepadnavirem, Parvovirem, Papovavirem, Adenovirem, Herpesvirem,
Retrovirem, Flavivirem, Togavirem, Rhabdovirem, Pikornavirem, Bunyavirem, Reovirem,
Orthomyxovirem nebo Paramyxovirem, napt. a HIV1, HIV2, SIV, SHIV nebo jiné viry
podle pfedlozeného vynalezu nebo v citovanych odkazech).

53C. Zpusob podle provedeni 52C, kde subjekt trpi imunosupresi souvisejici
nebo zpisobenou infekei patogenem.

54C. Zpusob podle kteréhokoliv z provedeni 46C-53C, kde subjekt je savec,

¢loveék, primat nebo hlodavec.
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55C.  Zpisob podle kteréhokoliv z provedeni 46C-54C, ve kterém je 0,05 mg/kg
denné¢ az 20 mg/kg denné poddvano parenterdlné (napf. intraven6zni, subkutanni,
intramuskuldrni nebo intramedularni injekci), mistné, peroralné, sublingvalng nebo
bukalné subjektu, naptf. 0,1 mg/kg denné, 0,2 mg/kg denné, 0,5 mg/kg denné, 1,0 mg/kg
denn¢, 1,5 mg/kg denné, 2 mg/kg denné, 2,5 mg/kg denné, 3,0 mg/kg denné, 4 mg/kg
denné nebo 6 mg/kg denné, tzn., 0,1-10 mg/kg denné, typicky 0,2-7 mg/kg denné.

56C. Zpisob podle provedeni 55C, kde subjektu je sou€asné podavéno jedno
nebo vice druhych terapeutickych agens k oSetfeni infekce patogenem, napi. infekce virem,
napt. infekce HIV-1, HIV-2, HAV, HBV, HCV, infekce virem Epstein-Barrové, infekce
HSV-1, HSV-2, infekce lidskym herpesvirem 6, infekce lidskym herpesvirem 7, infekce
lidskym herpesvirem 8 nebo bakterialni infekce nebo infekce parazitem, napf. malarie,
leischmaniéza, kryptosporidiaza, toxoplazmoéza, infekce mykoplazmaty, infekce
nasledujicimi mikroorganizmy: Trichomonas, Chlamidya, Pneumocystis, Salmonella,
Listeria, Escherichia coli, Yersinia, Vibrio, Pseudomonas, Mycobacterium, Haemofilus,
Neisseria, Staphylococcus nebo Streptococcus. ‘

57C. Zpusob podle provedeni 56C, kde jeden nebo vice druhych terapeutickych
agens je inhibitor proteasy, inhibitor reverzni transkriptizy, inhibitor virové, bakterialni
nebo parazitové DNA- nebo RNA-polymerasy, antibakteridlni antibiotikum nebo
antifungdlni agens, napt. AZT, ddl, ddC, D4T, 3TC, inhibitor virové (napt. HIV) faze,
hydroxymodovina, nelfinavir, sachinavir, ritonavir, indinavir, chlorchin, analog chlorchinu,
amfotericin B, fluconazol, clotrimazol, izoniazid, dapson, rifampin, cykloserin,
erythromycin, tetracyklinovd antibiotika, vankomycin, ethambutol, pyrazinamid,
flurorchinolon (napf. ciprofloxacin, norfloxacin), cefalosporinova antibiotika, B-laktamova
antibiotika nebo aminoglykosidovd antibiotika (napf. streptomycin, kanamycin,
tobramycin).

58C. Zpisob podle kteréhokoliv z provedeni 46C-57C, kde subjekt je ¢lovék,
primat, pes, ko¢ka nebo a hlodavec.

59C. Pripravek obsahujici G¢inné mnozZstvi sloudeniny obecného vzorce (1)
modulujici podskupinu imunitnich buné&k a farmaceuticky piijatelny nosic.

60C. Pripravek podle provedeni S9C, kde podskupina imunitnich bungk je (1)
CD8'T-buiiky, (2) CD4" T-buiiky, (3) CD8" K-buriky aktivované lymfokinem, (4) CD§’
K-buriky aktivované lymfokinem, (5) CD8", CD16" piirozené K-buriky, (6) CD8*, CD16"
prirozené K-buriky, (7) CDS’, CD16" buriky, které zprostiedkovavaji na protilatce zavislou
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cytotoxicitu zprostfedkovanou buiikami, (8) CD8", CD16" buiiky , které zprostiedkovavaji
na protilatce zavislou cytotoxicitu zprostfedkovanou buikami, (9) dendritické buiiky nebo
prekurzory dendritickych bungk, (10) CD45RA'T-bunky, (11) CD45RO"T-burky, (12)
CD45RA", CD45RO"T-buiiky, (13) CD8", CD62L T-buiiky, (11) CD4", CD62L" T-buiiky
nebo (14) HLA-DR", CD8", CD38" T-buiiky.

61C. Zplsob detekce biologické odpovédi souvisejici s podanim slouéeniny
obecného vzorce (1) subjektu zahrnujici (1) ziskani vzorku ze subjektu, (2) podani
slouceniny obecného vzorce (1) subjektu za ucelem oSetfeni subjektu (3) ziskani druhého
vzorku z oSetfovaného subjektu, (4) v pribéhu 24 hodin ziskéni vzorku, jeho analyzu za
Ucelem kontroly udaji pro detekci biologické odpovédi, (5) v prib&hu 24 hodin ziskani
druhého vzorku, jeho analyzu za uUcelem provedeni experimentu a obdrZeni informaci
zného pro stanoveni pfitomnosti ¢i nepfitomnosti biologické odezvy a (6) piipadné
srovnani kontrolnich informaci s informacemi z experimentu k potvrzeni pfitomnosti,
nepiitomnosti, relativni hodnoty nebo absolutni hodnoty biologické odpovédi.

62C.  Zplsob podle provedeni 61C, kde sloutenina obecného vzorce (1) dale
obsahuje farmaceuticky pfijatelny nosic.

63C. Zpisob podle provedeni 61C nebo 62C, kde biologické odpovédi souvisejici
s podanim slouceniny obecného vzorce (1) subjektu jsou modulace exprese bunénych
povrchovych antigend, zv§§en}'l absolutni nebo relativni pocet bun€k v podskupiné
imunitniho systému, snizeny absolutni nebo relativni po¢et bun€k v podskupin€ imunitniho
systému nebo nezménény absolutni nebo relativni pocet bunék v podskupiné imunitniho
systému. |

64C. Zpisob podle provedeni 63C, kde podskupina imunitnich bungk je CD8"T-
buiiky, CD4" T-buriky, CD8" K-buiiky aktivované lymfokinem, CD8’, CD1 6" piirozené K-
buriky, cirkulujici prekurzory dendritickych bunék, cirkulujici dendritické buriky,
prekurzory tkafiovych dendritickych bunék, CD8" lymfokinem aktivované K-buiiky, CD§
lymfokinem aktivované K-butiky, CD8’, CDI16" piirozené K-buitky, CD8*, CD16"
pfirozené K-butiky, CD8", CD16" buiiky, které zprostiedkovavaji na protilatce zavislou
cytotoxicitu zprostfedkovanou buitkami, CD8", CD16" buiiky , které zprostfedkovavaji na
protilétce zavislou cytotoxicitu zprostfedkovanou buiikami, CD4SRA"T-buriky, CD45RA",
CD45RO'T-buriky, CD8", CD62L T-buitky, CD4*, CD62L" T-buiiky nebo HLA-DR®,
CD8", CD38" T-buiiky, monocyty nebo makrofagy.

eaes
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65C. Zpusob podle provedeni 64C, kde biologické odpovédi jsou alespon
docasna modulace antigenu imunitnich bunék nebo antigenu dobprovodnych bunék (napt.
adhezni molekula na povrchu endotelidlnich bunék nebo receptor cytokinu na povrchu T-
bunék nebo B-bunék.

66C. Zpusob podle provedeni 65C, kde antigen imunitnich bun€k je protein,
glykoprotein nebo bunény povrchovy antigen obvykle nebo pouze exprimovany
lymfoidnimi bunkami (lymfocyty nebo bilé krvinky nebo jejich prekurzory, napt. T-buriky,
B-buriky, monocyty, makrofagy, LAK-buiky, NK buriky, dendritické buriky).

67C. Zpisob podle provedeni 65C, kde antigen imunitnich bunék je CD
molekula, interlukin nebo cytokin pfipadné vybrany z CD16, CD25, CD38, CD62L, CD69,
CD45RA, CD45RO, IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, TNFa, IGF, a yIFN.

68C. Zpisob podle kteréhokoliv z provedeni 61C-67C, kde subjekt je ¢lovek,
primat, pes, ko¢ka nebo hlodavec.

69C. Zpisob zmény rovnovany mezi Thl a Th2 v subjektu zahrnujici podéni
u¢inného mnozstvi sloudeniny obecného vzorce (1) subjektu, pfiemZ exprese nebo
sekrece IL-4 nebo IL-10 v subjektu je detegovatelné modulovana.

70C. Zpusob podle provedeni 30, kde exprese nebo sekrece IL-4 nebo IL-10 v
subjektu je snizena a rovnovaha mezi Thl a Th2 odpovédi pfi Thl imunitnich odpovédich
na infekci nebo imunosupresi je detegovatelné zménéna.

71C. Zpisob podle kteréhokoliv z provedeni 1C-70C, kde slou¢enina obecného
vzorce (1) je sloucenina vyjmenovana v kterékoliv skuping slou€enin 1 az 42-25-10-6 nebo
slou¢enina obecného vzorce (1) je species v kterékoliv podskupiné popsané v kterékoliv
skupiné sloucenin 1 az 42-25-10-6.

Odborné vefejnosti budou po pieéteni predlozeného vyndlezu jasné obmény a
modifikace té€chto provedeni, patentovych narokd a zbyvajici casti v predloZzeném
vynalezu. Tyto obmény a modifikace spadaji do ramce a charakteru piedloZeného
vynalezu. Veskeré citace jsou zde v celém svém rozsahu uvedeny jako odkaz.

V dalsich provedenich popisuje predlozeny vynalez zpisoby modulace imunitnich
bun€k nebo imunitnich odpovédi v subjektu. Nasledujici provedeni popisuji nekteré

z téchto zplisobu.
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Priklad 1

Formulace BrEA

Dvé sarze bezvodé formulace BrEA byly pfipraveny o koncentraci BrEA 50 mg/ml
v 25% polyethylenglykolu 300, 12,5% dehydrovaného ethylalkoholu, 5% benzylbenzoétu,
57,5% propylenglykolu nasledujicim zpisobem. BrEA byl zakoupen od Procyte, Inc.

Zbyvajici pomocné latky jsou uvedeny niZe.

Pomocna latka Specifikace Dodav.¢. Konc. koneé¢ného produktu
Propylenglykol USP Arco Chemical 57,5 obj.%
HOC-61220-01104
Polyethylenglykol =~ NF Union Carbide 25 obj.%
300 695752
Dehydrovany alkohol USP McCormicc Distilling12,5 obj.%
97K10
Benzylbenzoat = USP Spectrum 5 0bj.%
Pharmaceuticals
MGO025

Formulace byla pfipravena suspendovanim BrEA v polyethylenglykolu 300 a
postupnym ptidavanim propylenglykolu, benzylbenzoatu, dehydrovaného ethylalkoholu za
vzniku roztoku, ktery byl zfedén na koneény pozadovany objem dal§im propylenglykolem.
Zpusob piipravy je popsan niZe.

Vypoétené mnozstvi polyethylenglykolu 300 bylo pfiddno do nadoby
k michani. Pak bylo za stalého michéani pfidano do nadoby vypoctené mnozstvi BrEA a
michéano po dobu alespoii 5 minut za vzniku krémovité konzistence, pak byl pfidan tekuty
propylenglykol a smés byla michana po dal$ich minimalné S minut za vzniku uniformni
suspenze. Do nadoby bylo pfiddno vypodétené mnozZstvi benzylbenzoatu a smés byla
michana ptiblizné po dobu 5 minut za vzniku prisvitné tekuté suspenze. Do nadoby byl
pfidan dehydratovany alkohol a smés byla michana pfiblizné 5 minut za vzniku ¢irého
bezbarvého roztoku. Pak byl do nadoby pfidan propylenglykol k dosaZeni finalni
formulace a smés byla michdna po dobu pfiblizn¢ 5 minut. Roztok 1é¢iva byl pfemistnén
do zafizeni k davkovani objemu do 1ékovek s obsahem 1,2 ml. Pod atmosférou dusiku byl
roztok filtrovan v sériich ptes dva polyvinylidenfluoridové filtry 0 0,2 um velikosti do 2 cc

lékovek zambrového skla. Banky byly potaZzeny teflonem, uzavieny zatkou z
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polyizobutylenové pryze a tésné uzavieny. Material pouzity v nddobkach s produktem je

uveden nize.

Material Pivoed Kéd produktu Popis

Nadobka Wheaton 2702-B51BA lékovky, 2 ml/13 mm, sklo, typ 1
amber

Zaveér Omniflex V9239 FM257/2 | 13 mm, zavér z polyizobutylenové
pryZe potaZené teflonem

Tésné West , 4107 flip seal, 13 mm, mist gray bridge

uzavieni

Specifikace produktu byly ovéfeny jednim nebo vice nasledujicimi testy

Test Specifikace Zputsob

Fyzikélni zkousky | Ciry bezbarvy roztok s nepatrnym

zapachem po alkoholu

Regenerace objemu |NLT 1,0 ml : USP23<1>
Specifickd hmotnost | TBD ' USP23<841>
Testy s aktivni 90-1 10%. znacené HPLC
sloZzkou '

Sterilita Sterilni USP23<71>
Endotoxin <0,1 EU/mg USP23<85>
Partikularni litka  |> 10 um NMT" 6000/cnt USP23<788>

> 25 um NMT 600/cnt

* W’ v
NLT-ne mensi nez

*% , v
NMT-ne vice nez

Analyza Sarze

Test Specifikace Sarze 1 Sarze 2

Fyzikalni zkousky | Ciry bezbarvy roztok s nepatrnym | Pozitivni Pozitivni
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zapachem po alkoholu
Regenerace objemu |NLT 1,0 ml 1,15 ml -
Specifickd hmotnost | TBD 1,0411 --
Testy s aktivni 90-110% znacené 103,10 % 104,25 %
slozkou
Sterilita Sterilni Sterilni --
Endotoxin <0,1 EU/mg 0,024 EU/mg | --
Partikuldrni litka | > 10 um NMT" 6000/cnt 26 -

> 25 um NMT 600/cnt 15

Priklad 2

Stabilita BrEA formulace

Kratkodobé studie stability vtrvani 6 mésici byly provedeny sBrEA a
formulacemi podle pfi’kladu 1. Vzorky byly odebrany v 1, 2, 3,4, 5 a 6 mési¢nich
¢asovych obdobich a byly srovnavany se specifikacemi uvedeny v piikladu 1. Stabilita
v redlném &ase (25°C, 60% relativni vlhkost) byla stanovena pomoci BrEA formulace
Sarze 1 a 2 s odebirdnim vzorki 3, 6, 9, 12, 18, 24 a 36 mésicl. Po 3 mésicich skladovani
pti teploté 40°C a 75% relativni vlhkosti je testovana u¢innost BrEA alespoii 95% znacené
hodnoty. Vysledky z testovani stability ukazuji, 7 BrEA je stabilni alespoii 3 mésice pfi

zvySené teplot€ a vlhkosti ve formulacich Sarze 1 a 2.

Priklad 3

ReZim intermitentniho davkovani primatu

Makakové vepti infikovani SHIVy¢ retrovirem byli oSetfeni BrEA
formulaci podle ptikladu 1. SHIV;9 je rekombinantni retrovirus obsahujici HIV a SIV
sekvence. J. Thompson et al., abstract #75, 16" Annual Symposium on Nonhuman Primate
Models for AIDS, October 7-10, 1998, Atlanta, GA, M. Agy et al., abstract #67, 16"
Annual Symposium on Nonhuman Primate Models for AIDS, October 7-10, 1998, Atlanta,
GA. Pfi pokusech na opicich se projevila agresivni infekce, ktera vedla k né€kolika
symptomim konec¢ného stddia onemocnéni u infikovanych neoSetfovanych zvirat 180-210

dnii po infekci. Ctyfi makakové vepii (2 na skupinu) obdrZely subkutanni injekce
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formulace pii davkovani 1 nebo 2 mg/kg télesné vahy po dobu 10 nasledujicich (rezim 1).
V 8 tydnu 3 ze 4 opic byly znovu oSetfeny a 2 neoSetfované opice byly podrobeny davkam
5 mg/kg formulace kazdy druhy den po dobu 20 dnt (rezim 2). V 19 tydnu byli vSechni
primati oSetfeni 3 fazovym rezimem pii davkach 3 mg/kg BrEA formulace jednou denné
po dobu 10 nésledujicich, pti opakovani kazdé &tyti tydny, tzn. celkové 3 fazovy rezim
oSetfeni (rezim 3).

Zvitata byla infikovana 1-100 TCIDsg jednotkami poddvanymi intravendzné nebo
intrarektalné. Pied zacatkem davkovani byly provedeny protivirové titry v prvni skupiné
zvitat v rozmezi 10° az 10®. Vechna zvifata vykazovala po&ateéni vzrist virové SHIV
RNA v plamé. Po 2 az 3 tydnech zacaly titry klesat a 3 ze 4 zvifat vykazovaly odezvy na
terapii s primémym protivirovym titrem 0,76 log pod zakladni linii v tydnech 4 aZ 5 po
zahdjeni oSetfeni. Po¢inaje 8 tydnem se titry u vSech zvifat vrétily na svoji zékladni linii.
Hladina krevni glukosy signifikantné klesla, byla stanovena hladina alkalické fosfatasy a
hodnoty SGOT/GGT mély tendeci jit k horni oblasti normalu. Nebyly zjistény Zadné jiné
zmény v jakychkoliv jinych monitorovanych parametrech. Hladina CD4 u vSech opic
ziistavala na konci prvniho rezimu men3f nez 100 bunék na mm”.

Tii z péti opic pfi druhém reZimu (rezim 2) reagovaly na terapii BrEA s vétsi silou
a délkou trvani odpovédi neZ pfi niz$ich hladinach davek. U zvifat reagujicich na 1é¢bu,
byl prﬁmérﬁ)'/ pokles pod zékladni linii 1,47 log. U zvifete, které nereagovalo na 1é¢bu
rezimem 1, byla prokazana reakce na 1é¢bu reZimem 2. Jak je uvedeno vyse, nebyla u dvou
zvifat pozorovana reakce na lé¢bu. Treti reZim (rezim 3) pravé probihd a zvifata jsou
sledovana.

Pii této studii byly opice uSetieny infekéniho studia a piedpokladalo se, Ze prvni
skupina Etyfech opic (pokus 1) bude Zit pouze n€koli tydnl po zahdjeni experimentd,
jelikoz jejich stav se zhorSoval diky s onemocnénim. Jedno zvife zemfelo 356 den na
toxické reakci pouzivanych anestetik béhem odbéru vzorku krve na analyzu. V této dobé se
zbyvajici opice podrobuji n€kolikanasobné terapii a vypada to, Ze jsou v dobrém klinickém
stavu. Jejich doba pieziti byla vétsi nez 380 dni od vypuknuti infekce. Bylo pouzivano
oSetfeni reZimem intermitentniho davkovani BrEA formulace. Tti kontrolni opice byly
infikovany 1-10000 SHIV,y¢ TCIDsg jednotkami a neprobé&hlo u nich oSetfeni. Tato zvifata
jsou pokladdna za neoSetfovana. Stfedni doba umrtnosti pro makaky vepfi infikované
SHIVj;9 byla 193 dnti. Opice po prob&hlé terapii zlstavaly v dobrém klinickém stavu po

dobu 350 dni s hladinou CD4 bunek mensi nez 20 bungk na mm’ a bez oportunni infekce
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nebo symptomi souvisejicich s onemocnénim jinym neZ je mirnd anémie pozorovana u
jednoho zvifete.

Tyto vysleky ukazuji zcela neolekavané terapeutické odpovédi primati
infikovanych retrovirem SHIV, ktery je docela virulentni. Vysledky také dale ukazuji, Ze
vé&tSina subjektll pfi téchto rezimech ofetfeni neméla jenom vyrazn€ prodlouZenou dobu
pfeziti v porovnani s neoSetfovanou kontrolni skupinou, ale také klinické symptomy
souvisejici s infekci retrovirem s dramaticky zlepsily, navzdory faktu, Ze pocet CD4
zistaval nizky, tzn. méné nez 100 CD4 bunék na mm’® na po&atku a méng nez 20 CD4
bunék na mm3 pozd&ji pfi rezimech oSetfovani. Do dneska jsou tyto vysledky, tzn. (1)
dobry klinicky stav u vétsiny subjektd majicich nizkou hladinu CD4 (méné nez 150 bunék
na mm’, zejména méné neZ 75 bunék na mm”) a (2) Zadné klinické ptiznaky rezistance viru
na ofetfeni i pres prodlouzenou dobu intermitentniho davkovani, coZ bezprecedentni u
primétd, lidi nebo jakychkoliv jinych zvifat. Model SHIVa9 je extrémn€ patogenni u
makakti veprich. Ptipady, které se vyskytuji v tomto modelu po dobu né€kolika tydni by
typicky trvaly n&kolik let u lidi infikovanych HIV. Nepfedpoklada se, Ze léceni opic
infikovanych timto virem a oSetfeni pomoci b&Zné pouzivanych antiretrovirostatik, napf.
AZT, 3TC nebo inhibitor proteasy, bude vyrazné ovliviiovat prib¢h progrese onemocnéni.
Klinicky stav zvifat se stale zlepSuje, napt. vahovy piirtstek je okolo 8-15% na zvife. Tyto
vysledky ukazuji, Ze oSetfeni pomoci rezimu intermitentniho davkovéni je vysoce G€inny i
pres zdanlivé naruSeni specifické imunity subjektu, podle nizkého poc¢tu CD4. ZvySené
mnozstvi CD4 miZe byt dosaZeno imunitnich stimulatord, napf. IL2 nebo se mohou
spontann& zvySovat u nékterych subjektd, napf. lidi, v zavislosti na reZimu o3etteni, dob&
davkovani nebo prvotnim onemocnéni subjektu. Vypada to, Ze protivirové u€inky, které
jsou zde uvedeny, plsobi alespoii &aste¢né zvySenim imunitnich odpovédi subjektu, napf.
zvy$eni imunitnich odpovédi fagocytarnimi butikami (NK buiiky, monocyty a/nebo
makrofagy), a/nebo zvySenim kterychkoliv rezidualnich specifickych imunitnich odpovédi,

pokud jsou né&jaké.

Priklad 4

Rezim oSetteni lidskych subjektl
Klinické zkousky tykajici se zvySovani davek jsou provadény s bezvodou formulaci

obsahujici BrEA nebo jinou sloueninuu(ami) obecného vzorce (1), kterd je piipravena
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podle zpisobu z pfikladu 1. Pacienti byli ¢i nebyli léceni a 3-10 z nich bylo testovano pfi
jednotlivych hladinach davky. Pocate¢ni davka byla 25 mg BrEA nebo jiné sloucenin(y)
obecného vzorce (1), ktera byla aplikovana parenteralné, napf. s.c. nebo i.m.. Davka byla
podavéana jednou nebo jednou nebo dvakrat denné po dobu 1-12 dnt, poté byly davky
vysazeny na dobu alespont 7 dnti (napt. 7 az 90 dni). Dalsi davky byly podavany jednou
nebo jednou denné po dobu 1-12 dnii, poté byly davky vysazeny na dobu alespori 7 dnii
(napf. 7 az 90 dni). Dalsi hladiny testovanych davek byly 20 mg, 50 mg,75 mg, 100 mg,
150 mg, 200 mg, 250 mg a 300 mg, pii¢emz kazda davka byla podadvana jednou denné
jako jednorazova davka nebo jako dvé€, tfi nebo vice subdavek. Zkousky ucinnosti
davkovani jsou provadény stejnym rezimem davkovani jako zkousky se zvySovanim davek
nebo mohou zahrnovat podani davek jednou nebo dvakrat kazdy druhy den po dobu 3-17
dnt, poté vysazeni davek na dobu 7-90 dnt a dale opakovani davek jednou nebo dvakrat
kazdy druhy den po dobu 3-17 dni. Tento reZim je opakovan neurcit¢ dlouho (napt. 3-18
mésicil) za pouziti optimalni davky (davek) zjisténych pii zkouskach se zvySovanim davek,

napf. 10-200 mg denné slouéeniny obecného vzorce (1).

Priklad 5§

Farmakologické studie na zvifatech

Neklinické studie byly provadény pomoci formulace BrEA peroralni a subkutdnni
podani. Potkantim byl peroralng aplikovan *C BrEA rozpuitény v riznych pomocnych
latkach za UCelem stanoveni hladin l1éku v krvi a rznych tkani. Vysledky téchto
pfedbéin;’téh farmakokinetickych studii ukazuji, Ze absorpce BrEA peroralnim podanim je
0,1 az 15% s alesponi 80% exkreci ve stolici.

Bezvod4d formulace BrEA podle piikladu 1 byla aplikovdna kralikim jako
jednorazova subkutanni davka. Vice nez 90% lé¢iva opustilo v rozmezi 24 hodin aplikace
oblast vstfiku a dosahlo maxima koncentrace v plazmé 1,2% injektované davky 8 az 12
hodin po aplikaci. Polo¢as ob&hu lé¢iva v plazmé byl 12 hodin. Lé&ivo se nekumuluvalo
v podstatném mnozstvi v jakémkoliv duleZitém organu a bylo primamé exkretovano
v mogi.

BrEA bylo aplikovéno subkutanné kralikim pomoci formulace podle piikladu 1.
Pfiblizn€ 90% léciva opustilo v rozmezi 24 hodin aplikace oblast vstiiku a dosdhlo maxima

koncentrace v plazmé 0,2% injektované davky 1 hodinu po aplikaci. Eliminace z plazmy
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byla bifazicka s polo¢asy 12 respektive 72 hodin. Lé¢ivo na bazi BrEAse nekumuluvalo
v podstatném mnozZstvi v jakémkoliv dileZitém orgdnu a bylo primarné exkretovano ve
stolici. Studie bvla také provadéna na makacich rhesus s formulaci podle ptikladu 1 za
G¢elem stanoveni farmakokinetiky v plazmé.

Farmakokinetickd analyza “C BrEA v plazmé byla provedena na dvou
sami¢kach makaka rhesus. Znatené sloudeniny ((16ai-brom-3-B-hydroxy-5a-[4-'*C]-
androstan-17-on [50 mCi/mmol]) byly pouZivany v ddvce 1 mg/kg jako subkutanni injekce
do skapularni oblasti sinjekénim objemem 1 ml/kg. BrEA byl pfipraven s25%
polyethylenglykolu 300, 12,5% absolutniho ethanolu, 5% benzylbenzoatu a vody doplnéné
propylenglykolem. Injektovano bylo 40 uCi na zvife. Vzorky krve byly odebrany v 0, 0,5,
1,2, 4, 8 a 24 hodiné za ugelem stanoveni *C aktivity. Radioaktivita v plazmé stoupala az
na nejvyssi koncentraci v 8 hoding a zistavala pfiblizné na stejné hlading az do konce, tzn.
24 hodin.

Farmakokinetick4 analyza '*C BrEA byla provedena na novozélandskych bilych
kralicich. Dvacet uCi 'C 16a—brom—3-B-hydroxy-50c-[4-14C]-androstan-17-onu (5.0
mCi/mmol) plus 1 mg/kg neznaleného BrEA bylo podavano kaZdému ze tii
novozélandskych bilych kraliki ve formé& subkutanni injekce do skapularni oblasti
s injekénim objemem 1 ml/kg. Lé€ivo bylo pfipraveno s 25% polyethylenglykolu 300,
12,5% absolutniho ethanolu, 5% benzylbenzoatu a vody doplhéné propylenglykolem.
Vzorky krve byly odebirany v 0,5, 1,2, 4,8, 12 a 24 hodin¢ od vSech tii zvifat a ve 48
hodiné od dvou zvifat. Dvacetétyfi a 48 hodin po aplikaci bylo jedno, respektive dvé
zvifata zabita a byly odebrany nasledujici organy nebo tkané: mozek, srdce, ledviny, jatra,
plice, kosterni svaly, slezina a klize a svaly z oblasti injekce. Krbmé organt a tkani byla
také odebrana stolice a mo¢, jakoZ i filtrat. BrEA se nekumuluval v podstatném mnoZstvi
v jakémkoliv vy$e uvedeném organu. Z organli bylo nejvétsi mnozstvi léku zjisténo
v jatrech, ktera obsahovala 0,8% a 0,12% injektované davky v 24 a 48 hoding, respektive
(primémé 0,13%).

Procentualni obsah léku v organech (krali¢ich)

Organ nebo tkan Zvite 201 Zvite 301 Zvite 302
24 hodin 48 hodin 48 hodin
Mozek 0,005 0,002 0
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Srdce 0,008 0,003 0,002
Ledviny 0,155 0,055 0,050
Jatra 0,76 0,145 0,125
Plice 0,029 0,019 0,011
Slezina 0,002 0 0
Kosterni sval 0,002 0 0
(hm. vzorku v g) (3,8 g) 6 g) 5g
Kuze 0,008 0,002 0,004
(hm. vzorku v g) 8¢ 1(6g) g

Primémé procentualni mnoZstvi aplikované davky, vcelé krvi bylo spoéteno
nasobenim koncentrace 1é¢iva v celé krvi vypoétenym objemem krve ve zvifetech, 200 ml.
Mnozstvi 1é¢iva v krvi dosahuje maxima okolo 8 hodin a mensi mnozZstvi je jesté stale
evidentni okolo 48 hodin. MnozZstvi BrEA v celé krvi bylo stile mensi neZ v plazmé, za
pfedpdkladu, Ze 1é¢ivo neni ve vyrazném mnoZzstvi pohlocovéﬁo ¢ervenymi krvinkami.

In vivo experimenty byly provadény za tcelem stanoveni biologické dostupnosti
BrEA peroralni aplikaci riznych formulaci. BrEA byl (1) rozpustén v sojovém oleji, oleji
vitaminu E, smési vitaminu E a Cremophoru nebo (2) BrEA bylo velmi jemné rozemleto a
spojeno s nebo bez surfaktantu. Tyto formulace jsou popsény niZe. Formulace byly
aplikovany peroralng kralikim a hladiny BrEA byly stanoveny v krvi, jatrech, slezing,
ledvinach a miznich uzlinach. Pfi studiich vyuZivajicich velmi jemné rozemlety BrEA byl
zkouman mozek z hlediska postupu lé¢iva. Po rozpusténi BrEA voleji vitaminu E a
sojovém oleji a smichani s vitaminem BrEA, byla ve 24 hodiné¢ odebrana moc¢ a stolice a
vitamin E smichan s Cremophorem. Vysledna data z té€chto studii ukazuji, ze BrEA
vstupuje do lymfatickych cév, ale je rychle eliminovan z jinych tkani. Mnozstvi latek
obsahujicich izotop *C izolovanych ve stolici 24 hodin po podani bylo 78 az 83%. NiZe je
popsan kratky souhrn kazdého experimentu a vysledky jsou uvedeny v tabulce 6.

BrEA (5 mg v 1,0 ml sojového oleje nebo oleje vitaminu E) doplnéného BrEA
znaéenym izotopem '*C bylo podéno kralikim nitroZaludedng. Rozpusténi BrEA ve
vitaminu E nebo sojovém oleji bylo usnadnéno 50 ul ethanolu. Zvifata (3 na skupinu) byla
testovana 1,5, 3, 5,5 a 24 hodiny po aplikaci a mnoZstvi 14C-radioaktivity bylo méfeno
v krvi, jatrech, sleziné, ledvinach, miznich uzlinach a moci a stolici po 24 hodinéch.

Vysledky ukazuji, na zakladé zjisténé '*C-radioaktivity, Ze urity podil BrEA se dostal do
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lymfatického systému. Absorpce je vétsi se sojovym olejem nez solejem vitaminu E
v krvi, jatrech a miznich uzlinach.

BrEA (5 mg v 1,0 ml vitaminu E a Cremophoru) doplnéného BrEA znaCenym
izotopem "*C bylo podano kralikiim nitroZalude¢né. Rozpusténi BrEA ve smési vitaminu E
a Cremophoru bylo usnadnéno 60 pl ethanolu. Zvitata (4) byla usmrcena v 2, 3, 5,5 a 24
hodin a bylo méteno mnozstvi 14C-radioaktivity v krvi, jatrech, slezing, ledvinach, miznich
uzlindch a mo¢i a stolici po 24 hodinach. Vysledky ukazuji, na zaklad€ zjiSt€né 4.
radioaktivity, Ze mensi podil BrEA se dostal do lymfatického systému. Soudé podle hodnot
v plazmé, jatrech a miznich uzlinich je absorpce 1é¢iva v porovnani se sojovym olejem
nebo vitaminem E mensi a jeho pfitomnost v tkanich je vice perzistentni.

Potkani, ve skupinach o tfech samcich, byli podrobeni peroralnim ddvkam 1,0 ml
0,9% NaCl obsahujicim 10 nebo 32 mg BrEA velmi jemné rozemletého se surfaktantem,
Synperonic PE/F 127 (2,5 hmotn. %). Potkani byly zkoumani v 1,5, 5 a 24 hodin¢ po
aplikaci. Bylo méfeno mmozstvi '*C-radioaktivity vkrvi, jatrech, slezing, ledvinach,
miznich uzlinach a mozku. Hladiny BrEA v krvi v porovnani s experimenty s BrEA v oleji
vitaminu E a sojovém oleji byly vyssi, 0,3% v 1,5 hoding, a zvySely se po 5 hodinach na
0,8% a 0,9% pii 10 mg, respektive 32 mg davce. Dale byly hodnoty v miznich uzlinich
podobné t&€m, které byly zméfeny pfi 1,5 hodiné a hladiny byly stejné po 5 hodinéch (5,3 a
5,0%) a 24 hodinach (3,7 a 3,1%) pro 10, respektive 32 mg ddvku (tabulka 6).

Pii opakovanych experimentech s davkami byli potkani intrazalude¢né podrobeni’

davce 1,0 ml 0,9% NaCl obsahujictho 2 mg BrEA velmi jemné rozemletého
s Synperonicem PE/F 127 (2,5 hmotn. %) kazdych 6 az 16 hodin. Potkani (3) byly
usmreeni v 40, 72, 84 90 a 96 hodinach po prvni aplikaci. Oproti pfedchdzejicim studiim
byly v tomto experimentu pozorovany vyssi hladiny v krvi, jatrech, ledvindch a miznich
uzlinach.

Potkani, ve skupinich o tfech samcich, byli podrobeny peroralnim davkam 1,0 ml
0,9% NaCl obsahujicim 2, 4 nebo 10 mg BrEA velmi jemné rozemletého bez surfaktantu.
Potkani byli zkouméni v 1,5, 5 a 24 hodiné po aplikaci. Bylo méfeno mnoZzstvi e
radioaktivity v krvi, jatrech, slezing, ledvinach, miznich uzlinach a mozku. Bylo zjisténo,
Ze koncentrace velmi jemné rozemletého BrEA bez surfaktantu je nizsi neZ BrEA se

surfaktantem.
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Priklad 6

In vitro inhibice paraziti

P¥ in vitro testovani antimalarik byly pouzivany mikrotitratni desticky.
Koncenrace lé&iva byla piipravena jako pmol/jamku podle WHO standardnich postupd
(WHO, 1990). Testovana sloudenina byla rozpusténa v 15% DMSO ve sterilnim RPMI-
1640. Byly pouzivany oba izolaty, citlivy (napt. WS/97)a rezistentni na chlorochin (napt.
MN/97), rodu Plasmodium.

Testy inhibice schizontu byly provadény nasledovné: mikrotitratni desticky byly
pfedem nadavkovany rdznymi koncentracemi testované slouceniny. 50pl Suspenze
parazitovaného erythrocytu v RPMI-1640 (0,2 ml erythrocytu + 0,3 ml séra + 4-5 ml
RPMI-1640) bylo rozdéleno do mikrotitranich jamek, které obsahovaly rizné koncentrace
1éku. Pro kazdou koncentraci bylo snimani provedeno tfikrat.

Testy inkorporace *H-hypoxanthinu bylo provadény nésledovnd: Testy byly
provadény podle postupu Desjardinse a spol. 1979. Po 30 hodinach kultivace pfi teploté
37°C byly pies noc stejné mikrotitraéni desti¢ky z testdl inhibice schizontu snimany (znovu
3x) na *H-hypoxanthin. Bun&&né suspenze byly promyvany (2x) na ultrafitraénim zafizeni
pfes ultrafiltr ze sklenéného vlakna. Filtratni kola¢e byly snimdny na DPM pomoci
B-scintila¢niho detektoru Beckman LS6000. Aktivita 1éCiva byla méfena vyhodnocenim

DPM oproti koncentraci 1é¢iva.
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In vitro aktivita sloufenin proti T996/86 P.falciparum senzitivnim na chlorochin

Koncentrace DHEA’ BrEA’ Methylester Methylester
(M) etienové kys. etianové kys.
30 65,6 98 60 61,5
15 44 60,1 45,7 474
7,5 38,3 50 40,9 45,3
3,25 37,2 43,7 46 41,4
1,875 23,2 40,9 41 43,4
0,938 37,2 31,8 43,3 47,1
ICso 19,0 uyM 7,5 uM 19,5 uM 17,5 uM
%-inhibice ’
Koncentrace % inhibice chlorochinu
chlorochinu (nM) ‘
200 95,9
100 94,6
50 97,3 .
25 94,5
12,5 86,8
6,25 27,2
ICso 9,0 nM

In vitro aktivita 16a-chlorepiandrosteronu a 16a-bromdehydroepiandrosteronu

proti P falciparum senzitivnim na chlorochin T996,86 a rezistantnim vii¢i chlorochinu KI

je uvedena nize.

16a-chlorepiandrosteronu

DHEA-Br

ICso
ICso

1996.86
-9,25 pg/ml
-25,0 pg/ml

KI

~9,25 ng/ml
~25,0 pg/ml

. -
seeses
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Dalsi slouceniny obecného vzorce (1), napf. jakakoliv slou¢enina ve skupiné 1 az

25-6, jsou pouzivany podobnym zplsobem k ihibici parazitii rodu Plasmodium.

Priklad 7

In vivo rezim inhibice mikrooranizmu Plasmodium berghei

Ctyidenni test suprese byl pouZivan a miize byt provadén v rozmezi periody 1
tydne. Test se skladal z inokulace parazitovanych erythrocytG v prvni den experimentu
(Do), poté nasledovala injekce testované slouceniny, ktera byla také aplikovéna ve 2, 3 a 4
den. Byly odebrany krevni natéry a antimalarickd aktivita byla stanovena bud’ vypoctenim
parazitemie nebo urlenim mnoZstvi paraziti s ptedem stanovenym méfitkem (tzn. 1-5).
Peters (Ann. Trop. Parasitol. 64: 25-40, 1970) popisuje zékladni postupy pro tento
¢tytdenni test.

Rezim byl nasledujici: V jedné testované skupin€ bylo pét samiCich TO mysSi.
Paraziti P.berghei HP15 ANKA byli odebrany kardialni punkeci - heparinizovanou
stifkatkou z mysiho darce majiciho 30+% parazitemii. Krev byla zfedéna fedicim
roztokem (50% HIFCS+50% sterilni PBS) na kone¢nou koncentraci 1% parazitemie nebo
1x 107 infikovanych erythrocytt na 0,2 ml infekéni suspenze. Kazd4 mys byla inokulovana
intravenozné, ¢imZ se ziskal jednotn&jsi vyskyt infekce neZ intraperitonealni aplikaci 0,2
ml infekéni suspenze. Testované sloueniny byly pfipraveny v davkach 100 mgkg v
(16,7% DMSO + 83,3% Celacolu). Formulace steroidu byly podévany intraperitonealn€ 2
hodiny po inokulaci parazitu.‘ Slouéeniny byly podavany jednou za den pocinaje Dy po
dobu nésledujicich tfi dnli. Krevni natéry byly pfipraveny z krve odebrané v den ukondeni
davek sloudeniny z ocasu a krve byla fixovana 100% methanolem a obarvena 10% ¢inidla
Geimsa. Parazitemie byla vyhodnocena podle stupnice 1-5, pfiemZz 5 se rovnalo
kontrolnim vzorkim.

Inokulum 1% 1 x 107 parazitemickych erythrocytd/0,2 ml na jednu my$ (samiéi
mys rodu TO) bylo podano intrave6zni injekci. Podavani 1é¢iva bylo zapo€ato 2 hodiny po
inokulaci v den 1 a pokragovalo se po dobu 3 dnt. Vysledky z krevnich natért ze viech 20

myS$i v den 5, pokud byla méfena parazitemie, jsou uvedeny niZe.
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Slouenina OSetteni Hodnoceni parazitémie (0-5)
BrE 100 mg/kg x 4 dny i.p.” 1
Etienova kys. 100 mg/kg x 4 dny i.p. 2
DHEA 100 mg/kg x 4 dny i.p. 1
Chlorochin 3 mg/kg x 4 dny i.p. 1
Kontrolni skupina | N/A 5

*. . o , PR
1.p.intraperitoneélni injekce

V podobném rezimu byla mysSi
inokulovany roztokem obsahujicim 1 x 107 erythrocyt&/ml LV. injekci. O dvé hodiny
pozdé&ji bylo 1é¢ivo podano I.V. injekci. BrEA nebo jiné slouCeniny obecného vzorce (1)
jsou podéavany (0,2 ml 1.V. nebo S.C.) jednou denné po dobu 4 dni. Po studiu byla krev
odebirana ze stiihi na ocase. K ziskdni infikovanych bun€k byly pouZiviany mysSi
infikované P.berghei. Parazity byli odebirani z krve my$iho srdce a neinfikované mysi
byly infikovany pomoci 0,2 ml krve s 14% parazitemii na my$ I.V. O dv¢ hodiny pozdg&ji
byla podana prvni davka BrEA (100 mg/kg 1.V. nebo S.C.) do infikovanych zvifat. BrEA
formulace byla ve formé sterilniho roztoku obsahujiciho 15 mg/ml BrEA v45%
hydroxypropyl-B-cyklodextrinu a 0,9% fyziologického roztoku. V1, 2, 3 a 4 den po
infekci zvifat byl BrEA (100 mg/kg LV. nebo S.C.) podan infikovanym zvifatim. Ve
skupiné podavané L.V. BrEA v 30 den nebyla zpozorovdno Zadné umrti, ale v3echna
kontrolni zvifata byla mrtva v 10 den. VSechna zvifata oSetfovanad S.C. podanim BrEA

byla mrtva v 11 den.

Priklad 8

In vivo a in vitro studie na potkanech

PHi in vitro rezimu byla hladina parazitu (Plasmodium falciparum, na chlorochin
senzitivni kmen WT a rezistentni kmen Dd2) upravena na 1% a hemocri byl upraven na
7% médiem. Byla pouZivana desticka o 96 jamkach. Do kazdé jamky bylo pfidano 50 pl
parazitu a 100 ul lédiva smichaného s médiem a tento postup byl opakovan tiikrat.
Desticka byla umistnéna do komory obsahujici smés fyziologického plynu a byla

inkubovana pfi teploté 37°C Smés média a lé¢iva byla zménéna ve 24, 48 a 72 hoding. V 5
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den (96 hodin) byl z kazdé jamky odebran vzorek, obarven ¢inidlem Gemsia a pro kazdy
vzorek bylo spocteno 500 Cervenych krvinek (RBC). V8e bylo provedeno trojmo,
zpramérovano a vysledky byly uvedeny v procentech.

Pfi in vivo rezimu byla potkani (Lewis) vazicim 80-85 grami podéana
standardizovana IP injekce parazitu (Plasmodium berghei). Potkaniim pak o 2 hodiny
pozdéji byla intraven6zné injektovana davka popsana v tabulce nize. Potkani byli vraceni
zpét do svych kleci a byla jim zavedena standardni laboratorni strava a méli volny pfistup
k vodé. Zvifata byla zvaZena a znovu oSetfena 24, 48 a 72 hodin po prvnim oSetfeni a
znovu vracena do svych kleci a byla jim zavedena standardni laboratorni strava a méli
volny pfistup k vodé. Zvifata byla znovu zvazena a vykrvacena pomoci jehly 26 v 5, 11 a
28 den po inokulaci. Hemocriti byli méfeni a byl pfipraven pro kazdého potkana krevni
natér. Krevni natéry pak byly obarveny ¢inidlem Gemsia a byla stanovena hladina
parazitemie (definovand jako procento &ervenych krvinek s parazity). Zvifata byla znovu
vracena do svych kleci a byla sledovana dvakrat denné na prikazné zji$téni progresivniho
onemocnéni, definovaného jako apati¢nost a nebo nezadouci ulinky lé€iva, coZ je
definovano jako ztrata 20% ptlivodni télesné vahy, po dobu celkové 28 dnii. Pokud bylo
zjisténo progresivni onemocnéni anebo G¢inky lé¢iva, byla zvifatim provedena euthanazie.

BrEA formulace zahrnovala sterilni roztok obsahujici 15 mg/ml BrEA v 45%
hydroxypropyl-B-cyklodextrinu a 0,9% fyziologického roztoku.

Skupina 1 " | Skupina 2 Skupina 3 Skupina4
Kontrolni 0,9% Chlorochin Nizka davka BrEA | Vysoka davka BrEA
Fyziologicky roztok |Kontrolni 30 mg/kg 60 mg/kg

40 mg/kg

Intravendzni injekce byly aplikovany v 0, 1, 2 a 3 den a vysledky jsou uvedeny nize
a ukazuji in vivo oSetfeni pomoci formulace obsahujici BrEA a redukci parazitemie na

hladinu, kterd je srovnatelnd s kontrolnim chlorochinem (,,Clq“). Vysledky jsou uvedeny

nizZe.

% RBC parazitemie
V den 4
Kontrolni fyziologicky roztok 16%

Kontrolni chlorochin 10%
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Nizka davka BrEA 9%
Vysoka davka BrEA 7%

% RBC parazitemie
Vdenll
Kontrolni fyziologicky roztok 36%
Kontrolni chlorochin 16%
Nizka davka BrEA 12%
Vysoké davka BrEA 11%
Piiklad 9

Klinické studie infekce parazitem na lidskych subjektech
Odpovédi na oSetfeni lékem byly u infikovanych pacietnii klasifikovany
podle kritérii Svétové zdravotnické organizace (WHO 1973). Hodnoceni terapeutickych
odpovédi bylo stanoveno pomoci doby clearance paraziti nebo hore¢ky. Clearance
parazita byla vyjadfena pomoci tfi ukazatel; doba sniZeni mnozstvi parazita o 50% z
hodnoty predb&zného osetfeni (zdkladni linie) (PCso), (ii) doba sniZeni mnoZstvi parazita
090% z ho}dnoty predb&zného oletieni (zakladni linie) (PCoo), (iii) doba sniZeni mnoZstvi
parazita pod hladinu mikroskopické detekce (doba clearance parazita PCT) (N. J. White
and S. Krishna Trans. R. Soc. Trop. Med. Hyg. 83: 767-777, 1989; White et al., J. Infect.
Dis., 165: 599-600, 1992; White et al., J. Infect. Dis. 166: 1195-1196, 1992). Doba
clearance horeCky byla definovana jako od doba aplikace lé¢iva aZ do doby spadnuti
peroralni nebo rektélni teploty na nebo pod 37,2°C a teplota zde setrvé alespoti 48 hodin.
Venodzni krev (5 ml) byla odebrana od dvou pacientt pred oSetienim a v 4, 6, 8, 12,
18, 20, 24, 30 a 36 hoding po ofetfeni nebo v 4- nebo 6-ti hodinovych intervalech po
ofetfeni, dokud nebyla pozorovdna tplnd clearance periferni parazitemie. Krev byla
sbirdna asepticky a premistnéna do 10 ml stiikagek obsahujicich 2 ml kyselé citratové
dextrosy (ADC) pro in vivo kultivaci. Pred inkubaci byla plazma separovana od ¢ervenych
krvinek (2x promyvané). Parazité byli kultivovani modifikaci in vitro kultivacnich technik
(W. Trager aj. B. Jensen, Science 193: 673-675, 1976; A. M. Oduola et al., J. Protozool.
39: 605-608, 1992). Vzorky byly davkovany do sterilnich centrifugac¢nich nadob v prib¢hu

10 minut odbéru a odstiedovany. Supernatantni plazma byla uchovavana, zatimco
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hematokrit byl dvakrat promyvan kultivaénim médiem (promyvaci médium, RPMI-1640
médium, obsahujici 25mM HEPES pufr a 25 mmol/l NaOC). Leskly povlak byl odstranén
vakuovym odsanim. Kazdy vzorek krve byl zfedén kompletnim promyvacim médiem 1:10
[CMP (promyvaci médium doplnéné o 10% lidskou plazmu)]. Jeden mililitr z kazdého
vzorku bylo umistnéno do 2 jamek mikrokultivacni desticky o 24 jamkach. Kultury byly
inkubovany pfi teploté 37°C v atmosféfe pfedem smichaného plynu o slozeni 5% CO,, 5%
02 a 90% N,. Kultivacni médium bylo denné vymétiovano a pro mikroskopii byly v 24 a
48 hodin€ po zatatku kultivace pfipraveny tenké krevni natéry. Pokud byl podil €ervenych
krvinek zasaZenych parazitem vétsi nez 2%, byla vzorky kultury zfedény promyvacim type

A Rb-pozitivnich ¢ervenych krvinek nezasazenymi parazitem.

Zkoumani mikroskopem

Béhem in vivo studii byly tenké a tlusté krevni néatéry fixovany
dehydratovanym methanolem (100%) a ozihany, respektivy 10 minut obarvovany .1 0%
¢inidlem Giemsa. Parazitemie byla kvantifikovana na tenkych natérech spocitanim 2000
Cervenych krvinek v Cistych pfiléhajicich mistech a nalezenim &asti, které byly zasaZeny
parazitem. Na tlustych natérech byla parazitemie kvantifikovana spocitanim pazaziti na
leukocyty. Natér byl prohlaSen za negativni, pokud nebyli zjisténi ?adni parazité po
zkoumani 200 mikroskopickych mist tlustého natéru. Béhem in vitro a ex vivo studie byly
ptedem oSetfené tlusté a tenké natéry klasifikovany na prstencova stadia metodou Jianga
modifikovanou Liem a spol. (J. B. Jiang et al., Lancet 2 (8293): 285-288,1982; K. Silamut
a N. J. White Trans. R. Soc. Trop. Med. Hyg. 87: 436-443,1993; X. L. Li et al., Chi. J.
Parasitol. Dis. 12: 296, 1994). Bylo napocitano pfiblizné 5000 erythrocytt v Cistych
pfiléhajicich mistech 24 a 48 hodin po inkubaci krve odebrané z kazdé Casové skupiny a
byla provedena klasifikace dospélosti na drobné kruhy, malé kruhy, velké kruhy,
pigmentované trofozoity a schizonty.

Funk¢ni Zivotnost byla stanovena jako procentuélni mnozstvi nepohlavnich
kruhovych forem schopnych dozrani na pigmentované trofozoity a schizonty v rozmezi 24-
48 hodin in vitro kultivace (W. M. Watkins et al., Trans. R. Soc. Trop. Med. Hyg. 87: 75-
78,1993).
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Vypod&teni parametru

Pacienti méli akutni symptomatickou té€zkou necerebralni Cistou P.falciparum
malarii a také vykazovali nesnaSenlivost peroralni tekutiny, télesnou teplotu vé&t§i neZ
39°C, vice nez 5000 parazitli na mikrolitr krve, nepohlavni parazitemii a méli negativni test
mo¢i na antimalarika. Témto pacientd bylo intravenézné podano kazdé &tyfi hodiny 25 ml
BrEA suspendované v sterilnim 45% B-cyklodextrinu ve fyziologickém roztoku o
koncentraci 25 mg/ml. V tomto reZimu bylo pokraovano dalsi tyfi dny. Kvantifikace
parazitemie a klinické zkousky byly provedeny jednou za kazdych 6 hodin prvnich 72
hodin, poté denn¢ vyhodnoceni parametrii aZ do 7 dne (168 hodin) a potom v 14 den.

Krevni natéry byly obarveny Cinidlem Giemsa a kvantifikace parazitemie byla
provedena na tlustych natérech méfenim 2000 parazitl oproti leukocytim a tenké natéry
nalezenim Casti infikovanych Cervenych krvinek. Odezvy na oSetfeni 1éCivem byly
klasifikovany podle WHO kritérii. Hodnoceni terapeutickych odpovédi bylo stanoveno
pomoci doby clearance paraziti nebo horecky. Clearance paraziti byla vyjadfena pomoci
tfi ukazatell; doba sniZeni mnoZstvi parazita o 50% z hodnoty pfedb&Zného oSetieni
(zakladni linie) (PCso), (i) doba sniZeni mnoZstvi parazita 0 90% z hodnoty predb&ného
oSetfeni (zékladni linie) (PCqp), (iil) doba snizeni mnoZstvi parazita pod hladinu
muikroskopické detekce (doba clearance parazita PCT)

~ Doba clearance horetky byla definovana jako od doba aplikace léCiva az do doby
spadnuti peroralni nebo rektalni teploty na nebo pod 37,2°C a teplota zde setrva alespoti 48
hodin. Rychlost clearance paraziti v 14 den byla 100%. Klinické odpovédi tudiz
zahrnovaly UCinky na parazitemii u obou pacientl a zlepSeni jednoho nebo vice symptomt
infekce.

Zkousky s intravendznim podanim BrEA pacientim trpicim malarii

Pacient A Pacient B
Doba clearance horecky 12 hodin 18 hodin
Doby clearance parazit
Cas do 50% clearance 18 hodin 24 hodin
Cas do 90% clearance 24 hodin 48 hodin

Cas do 100% clearance 48 hodin 64 hodin
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Priklad 10

In vitro bunéné studie

Utinek BrEA na aktivitu pentézového cyklu (PPS) u normalnich lidskych RBC
byla zkoumana pomoci celych bungék. Ponévadz glukosa-6-fosfat dehydrogenasa
(,G6PD“) je Imitujici enzym PPS, odrazi méfeni prichodu PPS Iépe aktivitu G6PD u
celych bun€k v porovnani s méfenim aktivity G6PD u bun&énych lyzatl. Zméfeni aktivita
G6PD u bunénych lyzatd je typicky 1100x vétsi nez prichod PPS u celych klidovych
nestimulovanych RBC (aktivita G6PD v buné&énych lyzatech: 165; priichod PPS 0,142
mikromol/hodin/ml RBC). Prichod PPS a aktivita G6PD u celych RBC zavisi na mnoZstvi
faktor (koncentraci NADPH, NAD a ATP a intracelularnim pH), které jsou udrzovany
konstantni, pokud méfeni je provadéno v lyzatu a miZe se li§it v celych RBC. Hladiny
aktivity G6PD v butikach je podstatnd nad normélnimi zdkladnimi potfebami a inhibice
veskeré aktivity G6PD nemusi mit Zadné nebo jen malé nasledky na prichod PPS v celych
buiikach. Napiiklad RBC se stfedozemnim mutantem G6PD s 1-3 procentualni rezidualni
aktivitou v porovnani s normalnimi jedinci nemaji poruchu v zakladnim priichodu PPS, ale
vykazuji naruSeny prichod v pfipadé, kdy je prichod PPS stimulovan piidanim
methylenové modfi. Byly provedeny série experimenti pomoci riznych mnozstvi BrEA a
prichod PPS byl méfen v nestimulovaném zakladnim RBC a v RBC stimulovaném
- methylenovou modii (MB). » .

Udaje uvedené nize ukazuji prichod PPS (mikromol/hodina/ ml RBC) v zakladni
nestimulované a MB-stimulované normalni RBC. Rizné koncentrace BrEA (0,3, 3,5 a 7
mikromol, finélni) byly doplnény do suspenzi promyvanych RBC suspendovanych
vRPMI, pH 7,4 pfi 10% hematokritu, jimiz byl prichod PPS ihned méfen bez dalsi
inkubace a bez dalSich promyvani. Pfi koncentraci BrEA 7 uM byla pozorovéna slaba

inhibice MB-stimulovaném prichodu PPS.

Prachod PPS
Kontrolni nestimulované RBC 230
DMSO kontrola, MB-nestimulované RBC 270
DMSO kontrola, MB-stimulované RBC 5090
0,3 uM BrEA, nestimulované 250

0,3 uM BrEA, MB-stimulované 5000
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3,5 uM BrEA, nestimulované

3,5 uM BrEA, MB-stimulované 4950
7 uM BrEA, nestimulované

7 uM BrEA, MB-stimulované

270

295
4660

Data uvedend nize ukazuji primémé hodnoty z3 experimentd, kde zakladni,

nestimulovany a MB-stimulovany pruchod PPS (mikromol/hodina/ml RBC) byl méfen u

normdlnich RBC. Pfi téchto experimentech byly rizné koncentrace BrEA ~0,8, 8 a 80

(mikromol, findlni) doplnény do suspenzi promyvanych RBC suspendovanych v RPMI,

pH 7.4 pfi 10% hematokritu. Po 90 minutové inkubaci p#i teploté 37°C byl méfen priichod

PPS spoleCené nebo bez BrEA. Vysledky ukazuji na ddvce zavislou inhibici MB-

stimulovaného prichodu PPS. Inhibice byla 10% pifi 8 mikromolech (p=0,006 oproti
kontrole+DMSO) a 25% pti 80 mikromolech (p=0,002 oproti kontrole+DMSO).

Kontrolni nestimulované RBC

Kontrolni MB-stimulované RBC 5410
DMSO kontrola, MB-nestimulované RBC
DMSO kontrola, MB-stimulované RBC 4890
0,8 uM BrEA, nesﬁmulované

0,8 uM BrEA, MB-stimulované 4930
8 uM BrEA, nestimulované

8 uM BrEA, MB-stimulované

80 uM BrEA, nestimulované

80 uM BrEA, MB-stimulované 3660

Priklad 11

Inhibice rlstu parazita

Priichod PPS
430

480

" 410

450
4430
450

Byl sledovan u¢inek Epi (16a-brom-epiandrosteronu) na rust parazita (Plasmodium

Jalciparum). EP] byl aktivni pti koncentraci 1 pM.
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Parazitemie po oSetieni

Oh 24h 48h 72h
kontrola+ DMSO 5% 5,40% 3,10% 5,20%
Epi 1 uyM 5% 5,70% 5,50% 1,60%
Epi 10 upM 5% 5,60% 0,90% 0
Epi 100 uM 5% 0 0 0
Epi 500 uM 5% 0 0 0
kontrola + DMSO 2% 8,80% 11% 8%
Epi 50 nM 2% 9,90% 9,20% 8,30%
Epi 1 pM 2% 5,80% 6,10% 2,10%
Epi 2,5 pM 2% 7,30% 5,80% 3,20%
Epi 5 uM 2% 5,40% 6% 1,80%
Epi 10 uM 2% 4,20% 3% 0
Epi 50 pM 2% 0 0 0

Parazitemie byla stanovena standardnimi zpiisoby ‘(mikroskopick)’Im vySetfenim
alespoit 500 bunék oznacenych &inidlem Diff-Quick ™(Baxter). Parazité byly kultivovani
za standardnich podminek v RPMI-1640 doplnéném Hepes/Glukosou (10 mM),
glutaminem (0,3 g/litr) a 10% lidské plazmy. Hematokrit byl 1%.

Priklad 12

Stimulace fagocytdzy

Schopnost BrEA ovliviiovat fagocytézu RBC infikovanych parazitem rodu
Plasmodium byla zkoumana na adhezivnich lidskych monocytech. Hladina parazitemie byl
okolo 8-10% a lidské monocyty byly ziskany z ,buffy coat“ krve nasledovné: periferni
krevni jednojaderné buriky byly separovany z erstv€ odebranych ,,buffy coats chudych
na destiéky vyfazenych z krevnich vzork( zdravych dospélych darci obou pohlavi.
Separované buriky byly promyvany jednou vlaznym PBS doplnénym 10 mM glukosy
(PBS-G) a znovu suspendovéany pfi 5 x 10° bundk na ml v ledové studeném RPMI 1640
médium doplnéném o 23 mM NaHCO; a 25 mM Hepes, pH 7,4 (RMBH). Dynabeads
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M450 Pan B a Pan T (Dynal) byly pfidavany do bun€k v poméru 4:1 po dobu 20 minut pfi
teplot¢ 4°C. B-lymfocyty a T-lymfocyty byly odstranény podle vyrobce. Zbyvajici
monocyty jsou promyvany (2x) v RMBH, znovu suspendovany v AIM V bunéiném
kultivaénim médiu (Gibco) pti 1 x 10° buiiky na ml. Vrstav monocytd byl odebréna,
promyvana PBS-G pfi teploté 37°C a znovu suspendovana v AIM V médiu pii 1 x 10°
bunék na ml. Purifikované bunky byly podle zkouSek CD14 exprese z vice jak 90%
monocyty.

Fagocyt6za opsonizovanych parazitovanych RBC (PE) byla stanovena nasledovné:
Fagocyt6za opsonizovanych PE z Cerstvého séra byla iniciovana smichanim 10 PE na
monocyt. Suspenze byly kratce centrifugovana (150 x g po dobu 5 sekund pfi pokojové
teplot€) za ucelem zvySeni kontaktu mezi PE a monocyty. K vyhnuti se pfichyceni
monocytl po centrifugaci a béhem celé doby inkubace byly butiky udrzovany v suspenzi
pii 5 x 10° bungk na ml AIM V médiu v nadobéch s teflonovym dnem o priméru 6 cm
v zvlh¢ovaném inkubatoru (95% vzduchu, 5% CO,) pfi teplott 37°C. Podle
mikroskopického zkouméni‘prﬁmérné alespoii 90% monocytid fagocytovalo PE. Kontrolni
buriky byly udrZovany za podobnych podminek bez fagocytdzy. Kvantitativni stanoveni
fagocytdzy bylo provedeno jiz dtive popsanou bioluminiscenéni metodou (E. Schwarzer, et
al., Br. J. Heamatol. 1994 88: 740-745).

OSetfeni erythrocytlt a kultury parazith byly nasledujici. K izolaci erythrocytd
(RBC) byla pouzivana Cerstvé krev (Rh"). Promyvané RBC byly infikovany 'parazi_ty ve
stadiich schizontu nebo trofozoitu (Palo Alto kmen, mykoplazma). Paraziti se specifickymi
stadii byly izolovany metodou Percoll-mannitol. Jen kratce, RBC parazitované schizonty
v normalnim stadiu (SPE) separované gradientem typu ,,Percoll-mannitol* (parazitemie >
95% SPE) byly smichany s RBC suspendovanymi v riistovém médiu (RPMI 1640 médium
obsahujici 25 mml/l Hepes, 20 mmol/l glukosy, 2 mmol/l glutaminu, 24 mmol/l NaHCO3,
32 mg/l gentamicinu a 10% AB nebo A lidského séra, pH 7,30) k iniciaci synchronnich
kultur ve vybran)'Ic‘hrhodnotéch hematokritu. O¢kovaci parazitemie byla upfavena na 20%
normalni SPE pro izolaci RBC zasaZenymi parazitem v kruhovém stadiu (RPE) a na 5%
normalni SPE pro izolaci RBC zasaZzenymi parazitem ve stadiu trofozoita (TPE). Ve 14-18
hodinach po inokulaci paraziti byly v kruhovém stadiu v prvnim cyklu; ve 33-34 hoding
byly ve stadiu trofozoita v prvni kuhu; a v 40-44 hodiné po inokulaci paraziti byly ve
stadiu schizonta v prvni cyklu. RPE, TPE a SPE byly separovany gradientem ;,Percoll-
manaitol“. Parazitemia byla obvykle 8-10% RPE a > 95% TPE. RBC nezasaZené a
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zasaZené parazity byly elektronicky spocitany. Ke stanoveni celkové parazitemie a
relativniho podilu RPE, TPE a SPE byly pfipraveny snimky z kultur v uvedenych &asech,

oznaéeny &inidlem Diff-Quik ™

a 400-1000 bunék bylo mikroskopicky zkoumano.

Utinek sloueniny obecného vzorce (1), napf. BrEA v RBC zasaZenymi parazity,
byl zkouman za riznych koncentraci slou¢eniny, napf. BrEA, napt. 0,5 uM, 1 uM, 10 puM,
25uM a 50 uM. RBC zasaZené parazity ve stadiu trofozoita, schizonta nebo prstencové

parazitované RBC byly zkoumany podle popsaného zptsobu.

Priklad 13

Klinické zkousky s lidskou formou malérie

Byly provedeny klinické zkousky zahrnujici 15-20 pacienti. Ve fazi I, I/II nebo II
zkouSky byly pacienti mirné€ infikovani jednim nebo vice parazity rodu Plasmodium a maji
mirné pfiznaky (méné nez §-10% parazitemie RBC). Pfed oSetfenim byly pacienti piipadné
testovany na infekei virem HIV, HCV, TB nebo mikroorganizem rodu Cryptosporidium.
Pacienti s jednim nebo vice koinfekcemi byly podrobeni standarnimu osetfeni na tyto
koinfekce. Pacienti byly hospitalizovani kvili o$etieni po dobu jednoho tydne. Dvéma
nebo vice skupindm byl parenteralné podan BrEA, napf. 25,50 nebo 100 mg/denné, napt.
intramuskuldrni, subkutinni nebo intravendzni injekci,ve 3, 4 nebo 5 den tydne, za
pfedpokladu, Ze pacientim byla poddna dévka. Davky bylo podavany souvisle nebo
intermitentné, napt. 2, 3 nebo 4 davky s jednou davkou poddvanou kazdy druhy den.

Formulace obsahujici BrEA byla popsana vySe, napt. formulace podle piikladu 1
nebo formulace obsahujici 100 mg/ml BrEA, PEG300 ~30 o0bj.%, 30 obj.%
propylenglykolu, 30 obj.% benzylbenzoatu a 2 obj.% benzylalkoholu. V 5-7 den, pokud
bylo pozorovano méné neZ 50% redukce parazitemie, byli pacienti podrobeni
standardnimu o$etfeni na malarii (meflochin). Béhem tydne o3etfeni a dalsich 1, 2, 3 nebo
vice tydﬁu po osetieni byly pravidelné odebiré}ny vzorky krve ke stanoveni parazitemie,
farmakokinetického profilu, plazmovych cytokind (napt. IL-2, IL-4, IL-10, IGF1, yIFN,
GM-CSF) a intracelularnich cytokint (napt. IL-2, IL-4, IL-10, IGF1, yIFN, GM-CSF).
* Pacienti byli ptipadné oSetieni znovu v 2 az 12 t}’/driu po pocatenim davkovani stejnym
nebo podobym rezimem jako byl pouziti pro po¢atedni davkovaci rezim.

Nézorné piiklady ukazany oteviené¢ znaenych studii formulace BrEA

podavané€ intramuskularné semiiraunnim pacientim s nekomplikovanou malduii.
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Formulace obsahuje 100 mg/ml BrEA, ~30 obj.%PEG300, 30 obj.%propylenglykolu, 30
obj.% benzylbenzoatu a 2%benzylalkoholu. Pacienti zlstanou v nemocnici jako
nemocni¢ni pacienti po dobu 7 dni studie. Bude jim jednou denné aplikovana
intramuskularné davka 50 mg nebo 100 mg BrEA po dobu 5 nasledujicich dnti. Denni
vyhodnoceni pro prvnich 7 dnl a az do 14 dne studie miize zahrnovat vyhodnoceni
parazitemie (dvakrat denné€), chemie, hematologie a hladin léku (farmakokineticka
vyhodnoceni). Pokud po 7 dni studie na zakladé vySetfeni hladiny parazitemie sniZi a
pacient je v klinicky stabilnim stavu, miZe pacient pokratovat v zdkladnim oSetieni
parazitemie (dvakrat denn¢) az dalSich 7 dnli jako nemocniéni pacient. Pokud pacient
v kterékoliv dobé probihajictho studia za¢né byt v klinicky nestabilnim stavu, bude
pacientovi preSuna 1écba a nasazena standardni 1é¢ba malarie. Pacienti s nedostateénym
mnoZstvi enzymu glukosa-6-fosfat dehydrogenasy mohou byt vylouceni z 1é€by, ponévadz
BrEA inhibuje tento enzym. Ddale budou vyloudeni z klinickych zkouSek pacienti, které
maji jednu z nasledujicich diagnéz: t&Zkou anémii (hematokrit < 21% nebo hemoglobin <
7 g/dl]; renélni nebo jaterni selhéni na zdklad¢ anamnézy a/nebo laboratornich vysledkﬁ
respira¢ni tisefi projevujici se dusnosti nebo poétem dechii > 30/min; hypotenze (systolicky
krevni tlak < 90 mm Hg); tachykardie (srde¢ni frekvence > 130 tepi/min); t&hotné nebo
kojici Zeny; signifikantni aktivni komorbidni onemocnéni (akutni lékafska diagnoza
vyZzadujici specifickou terapii; pacienti s parazitemii > 10% na perifernim natéru.

Vzorky krve mohou byt odebirdny zkaZdého pacienta za uéelem pozdéjSich
klinickych vyhodnoceni, napf. stanoveni aktiva¢nich markerd nebo imunologickd analyza
(napt. testy na intracelulami nebo extracelularni interleukiny IL-1B, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10
a IL-12, yIFN a TNFa).

Priklad 14

Formulace na bazi lipozému

Lipozémy vhodné pro parenteralni podédni jsou pfipraveny podle nasledujiciho
zpusobu: 400 mg fosfatidylcholinu a 80 mg BrEA byly rozpustény v chloroformu a
methanolu (2:1 objemové) a foztok byl suSen na rotacni odparce za sniieného tléku.
Vysledna vrstva byla rehydratovana ptidanim 8,0 ml 0,9% (hmotn./obj.) roztoku NaCl a
michdnim tohoto roztoku. Velikosti lipozémt jsou pifipadné méfeny, napf. fotonou

korela¢ni spektroskopii (Malvern Zetasizer 3000 nebo ekvivalentni). Lipozémy jsou
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piipadné velikostné tfidény, napf. sonikaci za redukce primérné velikosti pod 400 nm nebo
filtraci pfes vhodné filtry. Podobné postupy jsou pouZivany k pkipravé lipozémovych
preparati, které obsahuji slouceninu obecného vzorce (1) v koncentraci 15-100 mg/ml.
Formulace je pouZivana k podani sloudeniny peroralnim nebo parenteralnim zpiisobem

(LM., S.C.,LV.)

Priklad 15

Formulace na bazi cyklodextrinu

Cyklodextrinové formulace obsahujici BrEA jsou pfipraveny nasledujicim
zpisobem: 45 g hydroxypropyl-p-cyklodextrinu bylo pfidano do 1 1 sterilni fyziologického
roztoku a smés byla michana po dobu 4-24 hodin, dokud nebyl ziskan &iry roztok. BrEA,
ktery nebyl jemné mlety, byl pfidan v takovém mnoZstvi, aby vysledna koncentrace byl 20
mg/ml, a smé&s byla michan, dokud nebyl ziskan &iry roztok. Roztok byl poté sterilizovan
filtraci pomoci filtru s pérovitosti 0,2 um a davkovan do sterilnich obali. Podobné postupy
jsou pouzivany k pfipravé cyklodextrinovych formulaci, které obsahuji slou¢eninu
obecného vzorce (1) v koncentraci 15-100 mg/ml. Formulace je pouZivdna k podani
slouCeniny peroralnim nebo parenteralnim zptisobem (LM., S.C., 1.V.) nebo bukalni nebo

sublinguélnim zptisobem.

Priklad 16

Formulace na bazi ¢ipku _

Formulace rektalnich &ipkd obsahujici slouCeninu obecného vzorce (1), napt.
BrEA, byly pfipraveny nasledujicim zpiisobem. Dostate¢né nemikromleté BrEA bylo
méfeno k ziskani poZadovaného mnoZstvi jednotek, které obsahuji 500 mg BrEA kazda.
BrEA bylo smichano s &ipkovym zakladem, napf. triglyceridem zjedlého rostlinného
oleje, za vzniku matrice s pozadovanymi vlastnostmi, napf. obsah volnych mastnych
kyselin 0,1 hmotn.%, ¢islem zmydelnéni 242, jodovym &islem 3, vlhkosti 0,1 hmotn.% a

bodem tani 35°C zméfenym v uzaviené kapilate.

Priklad 17

Klinické zkousky s lidskym HCV
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Zené infikované HIV a HCV byl L.V. poddvan BrEA po dobu 3 nasledujicich dnii
v podob€ formulace obsahujici 20 mg/ml BrEA v 45% (hmotn./obj.) hydroxypropyl-p-
cyklodextrinu a fyziologického roztoku. Ctyfi ml formulace (80 mg BrEA) bylo podavano
pacientovi kazdé 4 hodiny béhem tfidenniho oSetfeni. Pacientova hladina HCV pred
davkovanim byla 6,5 Logio, coz bylo zmé&feno pomoci PCR, a hladina HCV v prvni den
davkovani byla 6.2 Logq, tfeti den davkovani 5,5 Log) a tfi dny po poslednim davkovani
4,9 Logi. Hladiny RNA HIV méfené PCR byly 5,2 Logjo(pfed davkovéni), S,8
Logio(prvni den). 5,9 Logio (tieti den) a 5,4 Logo (v Sesty den). Poget NK bunék (bunék

na mm®) byl 28 pred davkovanim, 41 v den 0 a 38 ve tieti den.

Priklad 18

Formulace

Formulace obsahujici 100 mg/ml BrEA, ~30 o0bj.% - PEG300, 30 obj.%
propylenglykolu. 30 obj.% benzylbenzodtu a 2 0obj.% benzylalkoholu byla pfipravena
suspendovanim BrEA v polyethylenglykolu 300 a postupnym pfidavanim propylenglykolu
a benzylbenzoétu za vzniku roztoku, ktery byl ziedén na findlni pozadovany objem dal§im
propylenglykolem. Postup je uveden niZe.

Vypoctené mnoZstvi polyehtylenglykolu 300 bylo pfidano do michané nadoby. Za

stalého michéani bylo do nadoby pfidané vypodtené mnozstvi BrEA a smés byla michdna -

dalSich 5 minut za vzniku prisvitné tekuté suspenze. K dosaZeni pozadované findlni
formulace byl pak pfidan propylenglykol a smés byla michéna pfiblizné 5 minut. Roztok
léCiva byl premistnén do pfistroje k vypousténi ur¢itého objemu a kazda lékovka byla
naplnéna 1,2 ml tohoto roztoku. Pod atmosférou dusiku byl tento roztok filtrovan pies dva
polyvinylidenfluoridové filtry s porovitosti 0,2 um v sériich do 2 cc neprihlednych
sklenénych lékovek. Lékovky byly potazeny teflonem, uzavieny zitkou =z

polyizobutylenové pryze a tésné uzavieny.

Priklad 19

Klinické zkousky oportunnich infekci
Nahodny dvojity slepy pokus (placebo kontrolovana studie) byla provedena se 100

mg BrEA aplikovanymi intramuskuldrné pacientim infikovanym HIV v pokro¢ilém stadiu
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s rizikem oportunni infekei (Ols). HIV-1 séropozitivni pacienti s poétem CD4 bungk <
bungk na mm’, HIV RNA pii 1 x 10° kopii na ml a Karnofsky skérem alespont 60 byly
diagnostikovani na potencialni zahrnuti do rezimu. Pacienti ve vSech klinickych reZimech
musi pied vy3etfenim pochopit a podepsat formulat informovaného souhlasu.

Byl pouzivan BrEA ve formulaci podle piikladu 16. Podani 1éku nebo nosice bude
po dobu 3 az 5 nasledujicih dni, poté bude nasledovat 35-90 denni pozorovani, napt. 37
dn pozorovani. Nazorny pfiklad rezimu oSetfeni zahrnuje 5 dnd oSetfeni a 37 dnid
pozorovani, coZz je opakovano v 7 kolech v prib&¢hu 42 tydnitl. Frekvence vyskytu Ols,
jakoz i doba rozliSeni nebo kontrola Ols bude sledovéna a srovnana s placebo kontrolni
skupinou. Pacienti mohou byt sledovani mésiéné po dobu 2 nebo 3 mésici po ukondeni
sledovani. Vyskyt nebo Ols nebo stavy souvisejici s AIDS jsou sledovany, napf.
tuberkuldza (TB), kandidéza, pneumocystickd pneumonie (PCP), diarea nebo Kaposiho
sarkom, mohou byt vyhodnoceny koneéné body reZimu. Pokud je pacient diagnostikovan
jednim nebo vice reZimy specifikovanymi oportunnimi infekcemi, bude zahdjen reZim
oSetfeni Ol, népf. Fluconazol pro kandidézu nebo PCP, trimethoprim a sulfamethoxazol

nebo Dapson. Podobny rezim byl pouZivan s jinymi slou¢eninami obecného vzorce (1).

Priklad 20

Klinické zkousky s lidskym HIV

Pacienti infikovani HIV byli podrobeni davkam i.m. injekce 25-200 mg BrEA
pomoci formulaci obsahujici 100 mg/ml BrEA, 30 obj.% PEG 300, 30 obj.%
propylenglykolu, 30 obj.% benzylbenzoatu a 2 obj.%benzylalkoholu. Pacientim byla
aplikovana dévka jednou denné po dobu 5 nasledujicich dnt a po dobu 28 dnii nebo vice
bylo oSetfeni pomoci BrEA vynechdno. Pacienti poté byli podrobeni jedné dalsi 1é¢bé
lékem BrEA po obu 5 nasledujicich a naslednym vynechdnim davek po dobu alespon 28
dnt. Byly provedeny az 5 kol dalSich 5-ti dennich oSetfeni s nasledujicimi alespoti 28 dny
vysazeni. Poté byly ze vzorki krve nebo plazmy od péci’eritﬁ zkoumany prodovou
cytometrii a jinymi zndmymi metodami imunologické odpovédi. Podskupiny imunitnich
bunék nebo jiné méfené markery byly zkoumény v pribéhu 24 hodin od ziskani vzorku od
kazdého pécienta. Znacené protilatky, napf. protilatky antigenu a’nﬁ-CD konjugované s flu
ﬂuorescenénimi protildtkami (FITC, phycoerythrin, alophycocyanin nebo PerCP), byly

pfipraveny a pouzivany podle standardnich zpiisobl za pouZiti komeréné dostupnych
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Cinidel, viz napf. PharMingen, 1998 Research Products Catalog, technické protokoly str.
732-774, lidské bun&tné povrchové molekuly str. 182-295 a mysi, potkanni a k¥edsi
bunécné povrchové molekuly str. 2-173 a cytokinni a chemokinni &inidla str. 344-489,

Klinicka zkouska je faze I/II, oteviené oznalen4, nahodna studie 3 hladin davek
BrEA podavanych intramuskularné pacientim infikovanym HIV, ktefi jestd nebyli
oSetfovani. Byly 3 oSetfované skupiny a kazd4 skupina se sestavala ze 2 &asti (Sast A a B).
Pacienti dostévali stejné davky BrEA b&hem &asti A a B studie. Pokud pacienti dosahli
antivirovych odpovédi (HIV RNA titr alespoii 0,5 log pod primémymi hodnotami
vySetfeni a zékladni linie) nebo benefitd (jakékoliv snizeni HIV RNA titrd pod
primérnymi hodnotami vySetfeni a zékladni linie) na zékladé podrobenych ofetfeni b&hem
Casti A a B studie, mohou pacienti pokraovat v 5-ti dennim oSetfeni formulaci BrEA
podle piikladu 2 v davkach pro po&atetni podani. Tento rezim oetfeni se miZe Sestkrat
opakovat.

VSem pacientim byla béhem studia sledovana hladina HIV RNA (Chiron
Quantiplex™ testy rozvétveného Tfetézce DNA), podskupin T-bunék [CD4/CDS8],
provirové HIV DNA (PBMC), interleukinti [IL-2, 4, 6, 8, 10 a 12] (sérum), yIFN (sérum),
insulinového ristového faktoru [IGF-1] (sérum) a nadorového nekrozniho faktoru [TNF]
(sérum). S podskupinou vzorkd pacientd miZe byt provadény PBMC kvantitativni
kokultivace (bungk). Mohou byt provedeny také dalsi testy. aktivace markeri. Navic
pacienti koinfikovani virem hepatitidy B a/nebo C, malérii nebo tuberkulézou mohou byt
pravideln& sledovani pomoci virovych titri nebo mikrobiologickych kultur. Opakovang
byly odebirany vzorky krve a moce od podskupiny pacientd pro farmakokinetické studie
do prvni davky v Casti A aZ po posledni davku v &asti B.

OSetieni se miZe sestavat z vice neZ jedné intramuskularni injekce. Intramuskularni
injekce mohou byt aplikovany do rdzngch mist (tzn. levé nebo pravé paZe nebo stehna
nebo hyzdé) a jednorazova 100 mg nebo 200 mg davka BrEA miize byt podana pacientovi

ve dvou nebo vice subdavkach o obsahu mensim nez 100 mg (napf. 50 mg).

Tato studie m& dva segmenty, segment 1 a segment 2. Oba segmenty sestavaji

zdvou Casti, Casti A a Casti B. Prvnich 12 pacientl spadalo do rezimu popsaného v

segmentu 1, zbyvajicich 24 do segmentu 2. ReZimy jednotlivych segmentl jsou popsany:

nize.
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Cast A se sestavala z jednorazové intramuskuldrni injekce formulace BrEA.
Pacienti byli podrobeni studii v 1 dni. Pacientim, ktefi spadali do farmakokinetické
skupiny, byly pravideln¢ odebirany vzorky krve a moce se za¢atkem studie v 1 dnu. Cast B
studie zaCinala v 8 den (segment 1) nebo &ast B studie (segment 2) za¢inala v 15 den.

Segment 1 ¢asti B se sestdval z intramuskulérnich injekei formulace podle ptikladu
1 v stejnych davkach jako v €asti A studie. Davky byly podavény v 5 nasledujicich dnech.
Pacienti byli podrobeni prvni davce ve 8-12 dni studie. Poté byli podrobeni 5-ti dennimu
oSetfeni nasledovanym pfiblizné 28 dny pozorovani (nebo pfiblizné 32 dnli od prvni davky
v 8 dnu do zat4tku druhého oSetfeni v 40 den). B&hem pozorovani se pacienti tydné vraceli
na kliniku k riznym testlim. Pacientim, ktefi spadali do farmakokinetické skupiny, byly
pravideln€ odebirany vzorky krve a mode se zaatkem studie v 12-17 dni.

Segment ¢4sti B se sestdval z intramuskularnich injekei formulace podle ptikladu 1
v stejnych davkach jako v &asti A studie. Davky byly podavany v 5 nasledujicich dnech.
Pacienti byli podrobeni prvni davce ve 15 dni studie. Poté byli podrobeni 5-ti dennimu
oSetfeni nésledox'anym piiblizn€ 45 dny pozorovani (nebo pfiblizné 49 dnii dd prvni davky
v 15 dnu do zactdtku druhého ofetieni v 64 den). B&hem pozorovani se pacienti tydn&
vraceli na kliniku k riznym testm. Pacientiim, ktefi spadali do farmakokinetické skupiny,
byly pravidelng odebirény vzorky krve a moce se zacatkem studie v 19 dni.

Rezim zvysovam davek byl nésledujici. Pokud 4 z12 pa01entu na jednu
oSetfovanou skuplnu ukonc¢ilo 5 dnti denniho davkovani podle &asti B a nebyly pozorovany
Zadné nezadouci reakce v souvislosti s podavanym lékem, byli pacienti podrobeni vy3$§im
hladindm davek, samoziejmé po konzultaci mezi sponzorem a vyzkumnym tymem.

Prvni Ctyfi pacienti byli podrobeni ddvce 50 mg. Pokud nebyly pozorovany Z4dné
neZadouci reakce v souvislosti s poddvanym lékem, byli pacienti ndhodné podrobeni
hladindm ddvek bud’ 50 mg nebo 100 mg v poméru 1:1. Pokud nebyly pozorovany Z4dné
neZadouci reakce v souvislosti s davkou 100 mg, bylo 24 pacientd nahodné podrobeno
hladinam dévék bud’ 50, 100 nebo 200 mg v poméru 1:2:3. |

Pokud u 4 ze 12 pacientl nebyly pozorovany Zadné neZadouci reakce (stupeﬁ I
nebo IV), bylo 2 dalsi pacienti podrobeni stejnym hladindm davek. Dalsi pacienti budou
podrobeni vy$sim hladindm davek az za predpokladu, Ze to bude bezpééné. Pokud byly
pozorovany nezadouci reakce u jednoho ze dvou daldich pacientl, ktefi byli podrobeni
oSetfeni, je oSetfeni pferuSeno. Po konzulataci se sponozorem a vyzkumnym tymem

mohou byt dalSi pacienti podrobeni hladiné dévek v rozmezi limitujici dévky a davky
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nejblize niZ8i k stanoveni maximalni piipustné davky (MTD). Podrobeni dal3ich pacientt
hladinam specifickych davek bude upfesnéno v dodatku.

Vysledky ukazuji, Ze jednordzova davka 50 mg nebo 100 mg BrEA zvysila
mnozstvi aktivovanych CD8" a CD4" T-bun&k (napt. CD8", CD69*, CD25-bunek), které
cirkulyji v pacientové krvi. Také cirkulujici mnozZstvi prekurzori dendritickych bungk, NK
bunék, LAK bunék a bungk, které zprosttedkovavaji ADCC (na protilacte zavisl4, butikami
zprostfedkovand cytotoxicita zprostfedkovana podskupinou imunitnich bungk CD8",
CD16’) funkce jsou zvySeny. Dalsi zvySeni jsou obvykle pozorovana pii davkovani po
dobu 5 nasledujicich dni.

Nekteré z vysledkt jsou shrnuty nize. Pribéh 1é€eni 1, 2, 3 se vztahuje na kazdy
rezim 5-ti denniho o$etfeni zahrnujici jednou denné injekci BrEA (50 nebo 100 mg BrEA
na injekci). V diagramech nize oznacuje HE2000 formulaci obsahujici 100 mg/ml BrEA,
30 obj.% PEG300, 30 obj.% propylenglykolu, 30 o0bj.% benzylbenzoatu a 2
obj.%benzylalkoholu. Data uvedena niZe byla ziskana ze vzorkd krve pacienti pii zakladni
linii (v den zahajeni davkovani) a pfi rtiznych tasech po aplikaci alesponl jedné davky
BrEA. Vysledky ukazuji signifikantni zvySeni populace imunitnich bunék a profilti exprese
cytokinu souvisejicich s Thl odpovéd'mi. Pacienti v tomto rezimu méli na po&atku pocet
CD4 alespoti 200 nar mm® a mnoZstvi sérové HIV RNA 5000 az 1 x 1,06 RNA kopii na ml.
Po davkovéni v ramci jednoho pribéhu oetieni BrEA (5 nasledujici dnd i.m. injekci),
vykazovaly vSichni pacienti zvySené hladiny imunitnich bunék véetnd aktivovanych CD8
T bun&k (napt. CD8", CD69", CD257), LAK bun&k (napt. CD8", CD16*, CD38"), NK
bungk (napt. CD8’, CD16"), ADCC bunék (napt. CD8", CD16") a dendritickych bungk
(Lin, HLA-DR", CD11c" nebo Lin", HLA-DR", CD123"). Prim&ma produkce CD4 IL-10
klesla z primérnych 66% na 4% bunék, zatimco CD4 IFNy se zvysila z prim&rnych 8% na
63% vedouci k posunu Th2 na Thl v produkei cytokint.

V diagramech niZe je zakladni linie oznagena jako ,,ZL* nebo ,,pre®.
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Zvysené imunofenotypy po terapii BrEA

Fenotyp Zakladni® Prubéh1  Prabéh 2
linie
CD8+CD69+CD25- 18 54 56
n= (13) (13) 9)
®p= <0,001 <0,001
CD8+CD16+CD38+ 8 27 28
n= (10) (10) (4)
p= <0,001 0,047
CD8-CD16+ 53 253 288
n= (12) (12) 4)
p= <0,001 0,02
Lin- HLA-DR+
CD11c+/CD123+ 3,2 17,7 114°¢
n= (10) (10) (5)
p= <0,001 0,02
IL2+CD4¢ 3,14° 29,25 31,42
n= 13 13 3
p= <0,001 0,09
IL10+CD4° 66 20,9 8,9
n= 13 13 5
p= 0,005 0,005
Th1 odpoved ¢ 17 66 64
n= (13) (13) (5)
p= 0,001 0,033

“sttedni hodnoty bunék na pl
® t test parovych hodnot

Prubéh 3

14,7°
(4)
0,04
13,59
0,04
15,3
0,03
53

()
0,025

‘test neni dostupny na urovni zékladni linie pro pacienty, u kterych

probéhla druha a tieti 1é¢ba, hodnoty zakladni linie pfi zah4jeni

druhé 1é¢by = 6,4
do, CD4

“Hodnoty zakladnich linii v 8 dni (pfedchozi prvni 5-ti denni o3etieni)
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Stiredni aktivované T-buniky

-

9

n:
p<0.001

n=13
p<0.001

=4

n
Prubéh

10

n

Stiredni LAK odpovédi pri jednotlivych 1écbach

| | |
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HE2000 normalizace IL10+ CD4 bunék pri HIV

70%
n=13 :
<0.001 ]
8% |l p<0.00 . .
50% e - e
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normalni HivV HIV + HE2000

HE2000 zvySeni procentudlniho podilu Th1 bunék
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Stiedni Th1 (IFNg+ dominance) odpovédi

n=13

0% p=0.00 =5

60% ..
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40%
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IFN+

30% |- -

!
-
i

20% |- -
10% |- -

0% |

Priklad 21

OSetreni symptomu infekce HIV

Dva pacienti infikovani HIV s chronickou diareou se podrobili nasledujicim
davkam BrEA. BrEA formulace (40 mg/ml BrEA v 25 0bj.% PEG 300, 12,5 obj.%
ethanolu, 5 obj.% benzylbenzoatu, ~57,5 obj.% propylenglykolu) byla podana subkutanng.
Pacientim bylo podavano denn& 60 mg BrEA v 1,5 ml po dobu 10 dnti. Béhem aplikace
davek diarea ustala. Po skonleni desetidenniho davkovani se diarea vratila. U dalSich

pacientti, kterym byl BrEA podavéan perorélng, také doslo k remisi diarey.

Priklad 22

Subkutanni formulace

BrEA formulace byla pfipravena podle zplsobu predloZeného vynalezu. Formulace
obsahovala 50 mg/ml BrEA,V 40 obj.% PEG200, 2 0bj.% benzylalkoholu, 2 obj;%
benzylbenzoatu a doplnéno ~66 obj.% propylenglykolu. Formulace je zejména vhodnérpro

subkutanni aplikaci slouceniny.

Priklad 23

Pfiprava hemihydratu BrEA-postup 1
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Surovy BrEA byl pfipraven bromaci epiandrosteronu a krystalizaci z methanolu.
Hemihydrat byl pfipraven rozpusténim 25 g surového BrEA v 75 ml refluxujiciho ethanolu
za mirného michani. Za stalého michani a pfi refluxu byla pomalu do 12,5 ml roztoku
BrEA pfidana voda. V michani se pokraGovalo a roztok se nechal ochladit na teplotu 20-
25°C a pfi této teploté byl udrzovan po dobu 15 minut za vzniku suspenze krystali
hemihydratu BrEA. Krystaly byly izolovany filtraci, promyvany roztokem 25 ml smési
vody a ethanolu (5:1 obj.) pfi teploté 20-25°C a vakuové sueny po dobu 13 hodin pfi
teploté¢ 50-60°C dokud nebyla vaha produktu konstantni. Krystaly mély tyckovity a
jehlickovity charatker s malym mnoZstvim jinych tvar, napt. tabletek.

Timto postupem bylo ziskano 22,5 g hemihydratu BrEA (vytézek 90 %) s obsahem
vody 2,6 hmotn.% zji§ténym metodou KF, 100% &istotou podle HPLC, FTIR spektrem
s piky karbonylové skupiny pii 1741 cm™ a 1752 cm™. P¥ méfeni FTIR bezvodého BrEA
byl naméten jediny pik karbonylové skupiny pfi 1749 cm™. PH méfeni DSC byly zjistény
tfi endotermy. Jedna méla $iroky slaby pik s pocatkem pfi teploté 109-110°C a koncem pfi
teplot& 150°C. Tento Siroky DSC pik odpovida ubyvéani vody z krystaléi hemihydratu pii
zvySovani teploty vzorku. Druhé endoterma pfi teploté 83-100°C odpovida ubytku malého
mnoZstvi zbylého ethanolu ze vzorku. Pfi méfeni DSC bezvodého BrEA nebyla zjisténa
Sirokd endoterma, kterd byla pozorovana u hemihydratu. Také odpovidajici ubytek vody
z hemihydratu v rozmezi teplot 100-150°C vyznaduje ostra tfeti endoterma pfi DSC méfeni
hemihydratu pfi teplot¢ 163-164°C, coZ je teplota tani bezvodého BrEA. FTIR bylo
ziskano pomoci USP metody <197>, kde vzorek hemihydratu BrEA byl pfipraven jako
KBr tableta. DSC termogram byl ziskan méfenim pfi teplot& 25-250°C pfi rychlosti ohfevu

10°C za minutu.

Priklad 24

Pfiprava hemihydrétu BrEA-postup 2

Hemihydrat byl pfipraven rozpusténim 10 g surového BrEA v 40 ml refluxujiciho
acetonu za mimého michani. Za stalého michani a pfi refluxu byla pomalu do 4,0 ml
roztoku BrEA pfidano 40 ml vody. V michani se pokradovalo a roztok se nechal ochladit
na teplotu 20-25°C a pii této teploté¢ byl udrzovan po dobu 15 minut za vzniku suspenze
krystall hemihydratu BrEA. Krystaly byly izolovény filtraci, promyvany roztokem 6,0 ml
smési vody a éthanolu (10:1 obj.) pti teploté 20-25°C a vakuové suseny po dobu 13-15
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hodin pfi teploté 50-60°C, dokud nebyla vaha produktu konstantni. Timto postupem bylo
ziskano 7,0 g hemihydratu BrEA (vytézek 70 %) s obsahem vody 2,6 hmotn.% podle
metodou KF a FTIR spektrem s piky karbonylové skupiny pfi 1741 em™ a 1752 cm™.

Priklad 25

Analyza velikosti ¢astic hemihydratu BrEA
Krystaly hemihydratu BrEA byly pfipraveny podle zptsobu piedloZzeného vynalezu
a pomoci pristroje tfidény podle velikosti (Malvern instruments). Pro polydisperzni vzorek
a objemovy distribuéni t)}p byl pouzivan analyticky model. Provedenou analyzou bylo
zjidt€no rozmezi primémé velikosti krystald, 0,5-880 um. Zhruba 90% krystali mélo
primér v rozmezi 20-220 pm, vét§ina 30-200 um. Stiedni primér krystalu byl 93 pm.
Specificka velikost povrchu krystalti byla 0,25m2/g.
Z dosavadniho popisu je odborné vefejnosti ziejmé, 7e uvedend rlizna
specificka provedeni, slou¢eniny nebo ptipravky mohou byt dale modifikovany k zaglenéni
dalSich prislu$nych charakteristickych znakd, napf. jak je uvedeno v kterémkoliv

specifickém provedeni ptedlozeného vynalezu nebo v citovanych odkazech.
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PATENTOVE NAROKY

1. Hemihydrat 16a-brom-3B-hydroxy-5a-androstan-17-onu.

2. Hemihydrat 160-brom-33-hydroxy-5a-androstan-17-onu, charakterizovany
jednou nebo vice z nasledujicich vlastnosti: (1) nastupem absorpéni endotermy, méfeno
diferenciélni kalorimetri, pfi asi 100 °C % 2 °C, (2) dv&ma absorp&nimi pésy karbonylové
skupiny pfi asi 1741 cm™ a 1750 cm’, méfeno infradervenou absorp¢ni spektroskopii
s Fourierovou transformaci, (3) obsahem vody &inicim asi 2,4 hmotn. % aZ asi 2,6 hmotn.
%, méfeno metodou Karla Fischera, a (4) 1, 2, 3 nebo vice XRD piky pfi hodnotéch theta
asi 17,8°+£0,2°,23,8°+0,2°,24,2°+0,2°,26,9°-27,2°£0,2° 28,6 °+0,2°, 30,1 °

+0,2°2a32,2°+0,2 ° theta, kde XRD piky. jsou stanoveny s pouzitim Cu-Ko. zafeni.

3. Pripravek, vyznalujici se tim, Ze zahrnuje hemihydrat 16o-Brom-3p-
hydroxy-5Sa-androstan-17-onu a pomocnou latku vhodnou pro huménni farmaceutické

pouziti nebo pro veterinarni pouZiti.

4. Pripravek podle naroku 3 ve formé& jednotkové davky, vyzhaéujici se tim,

ze zahrnuje 3 az 1000 mg hémihydrétu 16a-Brom-3 B-hydroxy-Sot—androstan—17-onﬁ.

5. Jednotkova davka podle naroku 3 nebo 4 ve forms tablety, kapsle, pastilky,

roztoku, suspenze, gelu ﬁebo koloidu.

6. Jednotkovéa davka podle naroku 3 nebo 4 ve formé tablety, kapsle, pastilky,
roztoku, suspenze, gelu nebo koloidu, kde tato jednotkova davka e vhodni pro orélni,

rparenterélni, topickou, bukalni nebo sublingvalni aplikaéi subjektu.
7. Zpusob pfipravy hemihydratu 16c-brom-3B-hydroxy-5ci-androstan-17-onu,
vyznacujici se tim, Ze se uvadi do kontaktu voda s roztokem zahrnujicim 16a-brom-3p-

hydroxy-Sa-androstan-17-on a C;-Cgalkohol.

8. Zpisob podle naroku 7, vyznadujici se tim, ze C;-Csalkohol je ethanol.
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9. Zpusob podle naroku 7, vyznacujici se tim, Ze roztok zahrnuje 5 az 25
hmotn. % vody, 30 aZ 45 hmotn. % ethanolu a 30 az 45 hmotn. % 16a-brom-3f-hydroxy-

So-androstan-17-onu .

10.  Zptsob podle naroku 7, vyznalujici se tim, Ze roztok zahrnuje 18 az 22
hmotn. % vody, 37 az 43 hmotn. % ethanolu a 37 az 43 hmotn. % 16a.-brom-3-hydroxy-

Sa-androstan-17-onu.

11.  Zpusob podle naroku 10, vyznalujici se tim, Ze roztok ma teplotu

v rozmezi asi -20 °C aZ asi 45 °C.

12.  Produkt vyrobeny zpisobem, pifi némZ doch4zi ke kontaktu roztoku
obsahujiciho vodu, 16c-brom-3B-hydroxy-5a-androstan-17-on a C;-Cealkohol.

13.  Produkt podle naroku 12, kterym je hemihydrat 16a-brom-3f-hydroxy-5o.-

androstan-17-onu.

14.  Produkt podle naroku 12, kde roztok zahrnuje asi 5 aZ 25 hmotn. % vody,
asi 30 a¥ 45 hmotn. % ethanolu a asi 30 a? 45 hmotn. % 16a-brom-3B-hydroxy-5a-

androstan-17-onu.

15.  Hemihydrat 160-Brom-33-hydroxy-5o-androstan-17-onu, ktery je rozemlet

na prumérnou velikost ¢astic 0,01 az 200 pm.

16.  Hemihydrat 16a-Brom-3p3-hydroxy-5o-androstan-17-onu, ktery je rozemlet

na praimérnou velikost ¢astic 0, 1 aZ 10 pm.

17.  Pouziti hemihydratu 16o-Brom-3f-hydroxy-5o-androstan-17-onu  pro
pfipravu léciva k léCeni subjéktu trpiciho stavem imunosuprese nebo nezadouci imunitni
odpovédi nebo nachylného k témto staviim, z nichZ kterykoli nebo oba jsou spojeny s (1)

patogenni infekci vybranou ze skupiny, kterou tvofi virova infekce, intracelularni
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bakterialni infekce, extracelularni bakterialni infekce, fungalni infekce, kvasinkova
infekce, extracelularni parazitarni infekce, intracelularni parazitarni infekce, infekce
protozoalnimi  parazity a infekce vicebunéfnymi parazity, (2) autoimunitnim
onemocnénim, (3) malignitou nebo prekancer6znim stavem, (4) chemoterapii, radiaéni
terapii, imunosupresivni terapii, terapii protiinfekénimi prostiedky, poran&nim, popalenim,
pfitomnosti imunosupresivni molekuly, gastrointestindlnim podraZd&nim nebo zinétem

nebo (5) jakoukoli kombinaci vyse uvedenych.

18.  Pouziti podle naroku 17, kde stav imunosuprese nebo nezadouci imunitni

odpovéd je spojena s malignitou nebo prekancer6znim stavem.

19.  Pouziti podle niroku 18, kde malignitou nebo prekancer6znim stavem je
nador vajecniku, nador prsu, nador prostaty, benigni hyperplasie prostaty, gliom, lymfom,
leukemie, nador tlustého stfeva, sarkom, nemalobun&ny nador plic, bronchogenni
karcinom, rakovina renalnich bunék, karcinom renélnich bun&k, melanom, pankreaticky
nebo gastricky adenokarcinom, lidskd cervikalni intraepitelidlni neoplasie spojena
s papilomavirem, karcinom déloZniho &ipku, hepatom, lymfom kutinnich T bun&k nebo
rakovina nebo prekancerézni stav vznikajici v krku, jicnu, Zaludku, stfevé, kone&niku,

vajeniku, plicich, prsu nebo centralnim nervovém systému.

20.  Poutziti podle naroku 17, kde stav imunosuprese nebo nezidouci imunitni
odpovéd’ je spojena svirovou infekci, intracelularni bakterialni infekci, extracelularni
bakterialni infekci, fungélni infekci, kvasinkovou infekci, extracelularni parazitarni infekci,
intracelularni parazitarni infekci, infekci protozoalnimi parazity a infekci vicebunéCnymi

parazity.

21.  Pouziti podle naroku 20, kde virova.infekce, intracelularni bakterialni
infekce, extracelularni bakterialni infekce, fungalni  infekce, kvasinkova infekce,
extracelularni parazitarni infekce, intracelularni pdfazitérni infekce, infekce protozoalnimi
parazity nebo infekce vicebunéénymi parazity je infekce vyvoland skupinou, druhem nebo
rodem vybranym ze skupiny zahrnujici retrovirus, togavirus, flavivirus, hepadnavirus,
herpesvirus, papilomavirus, HIV-1, HIV-2, HHV-6, HHV-8, virus hepatitidy B, virus
hepatitidy C, HSV-1, HSV-2, CMV, Escherichia, Haemophilus, Legionella pneumoniae,

seoe

cesese
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Listeria, Mpycoplasma, Neisseria, Pseudomonas, Rickettsia, Salmonella, Shigella,
Streptococcus,  Staphylococcus,  Yersinia, Pneumocystis, Candida, Cryptococcus,
Aspergillus, Cryptosporidium, Toxoplasma, Trichomonas, Chlamydia, Pneumocystis,
Trypanosoma, Leishmania, Plasmodium, gastrointestinalni hlisty, parazity Microsporidium

nebo parazity Isosporum.

22, Pouzti podle naroku 21, kde se spolu s lécivem podle naroku 16 popiipadé
podava léCivo zahrnujici antivirdlni prostfedek, antibakteridlni prostfedek, antifungalni

prostfedek nebo antiparaziticky prostiedek.

23, Pouzti podle naroku 22, kde antiviralni prostiedek, antibakterialni
prostiedek nebo antifungalni prostfedek je inhibitor reverzni transkriptazy, inhibitor
protedzy, antibiotikum, inhibitor fize, y-interferon, amantadin, rimantadin, ribavirin,

chlorochin nebo analog chlorochinu.

24, Pouziti podle naroku 22 nebo 23, kde antiviralni prostfedek je vybran ze
skupiny zahrnujici AZT, 3TC, DAT, ddl, ddC, adefovir dipivoxil, 9-[2-(R)-
[[bis[[(isopropoxykarbonyl)-oxy]methoxy]fosfinoylJmethoxy]propyl]adenin, (R)-9-[2-
(fosfonomethoxy)propyl]adenin,v adefovir, indinavir, nelfinavir, ritonavir, crixivan,

sequanavir a hydroxymocovinu.

25.  Pouiziti podle naroku 22, kde antibakterialni prostfedek nebo antifungalni
prostf_edék je vybran ze skupiny zahmujici amfotericin . B‘, flukonazol, klotrimazol,
isoniazid, dapson, rifampin, cykloserin. erythromycin, tetracyklinové antibiotikum,
vankomycin, ethambutol, pyrazinamid, fluorchinolon popfipad€ vybrany z ciprofloxacinu
a norfloxacinu, cefalosporinové antibiotikum, p-laktamové antibiotikum nebo
- aminoglykosidové antibiotikum popfipadé vybrané ze streptomycinu, bkanamycinu a

tobramycinu.

26.  Pouziti podle naroku 17, kde stav imunosuprese nebo nezadouci imunitni

odpovéd je spojena se zanétem.
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27.  Pouziti podle naroku 26, kde zanétem je alergickd bronchopulmonalni
aspergiloza u pacientd s cystickou fibrozou, atopické astma, alergické respiradni
onemocnéni, alergickd rhinitida, atopickd dermatitida, subepitelidlni fibroza pfi
hyperreaktivité dychacich cest, chronicka sinusitida, sezonni alergick4 rhinitida, Crohnova

nemoc, ulcerativni kolitida, syndrom zanétlivého stfeva nebo fibrozni alveolitida.

28.  Pouziti podle naroku 17, kde stav imunosuprese nebo nezidouci imunitni

odpovéd’ je spojena s autoimunitnim onemocnénim.
29.  Pouiti podle néroku 28, kde autoimunitnim onemocnénim je systémovy
lupus erythematosus, osteoporoza, skler6za multiplex, myasthenia gravis, Graveova

choroba, revmatoidni artritida nebo osteoartritida.

30.  Pouziti podle naroku 17 aZ 29, kde lé¢ivo se subjektu podava s pouZitim

intermitentniho protokolu.

31.  Poutiti podle naroku 30, kde subjektem je savec.

32.  Pouziti henlihYdfétu 160-brom-3B-hydroxy-5a-androstan-17-onu  pro
piipravu lé€iva k modulaci cytokinu nebo interleukinu, kterd usnadiiuje Thl imunitni nebo

Th2 imunitni odpovéd’ u subjektu.

33.  Pouziti podle niroku 28, kde cytokinem nebo interleukinem je IL-1, IL-2,
IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL.-12, yIFN nebo THFc.

34.  Pouzti podle naroku 33, kde cytokiném nebo interleukinem je IL-12.
35, Pouziti podle naroku 33, kde cytokinem nebo interleukinem je IL-1.
36. . Pouziti podle naroku 33, kde cytokinem nebo interleukinem je IL-6.

37.  Pouziti podle naroku 33, kde cytokinem nebo interleukinem je IL-10.
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38.  Pouziti podle naroku 28, kde cytokinem nebo interleukinem je THF ..

39.  Pouzti podle naroku 32 aZ 38, kde se lé&ivo podava subjektu s pouZitim

intermitentniho davkovaciho protokolu a subjektem je savec.

40.  Pouziti hemihydratu  16a-brom-3B-hydroxy-5a-androstan-17-onu  pro
pfipravu léiva k podpofe Lin® HLA-DR" CD123" dendritickych bungk, Lin" HLA-DR"
CDI1l1c" dendritickych bungk, CD8"CD16°CD38" lymfokinem aktivovanych zabije&skych
bungk, CD8'CD16'CD38" lymfokinem aktivovanych zabijeCskych bunék, CD8CDI16"
pfirozenych zabije¢skych bungk, CD8'CD16" pfirozenych zabijetskych bungk, CDS
CD16" bungk zprostedkujicich bun&ing zprostiedkovanou cytotoxicitu zavislou na

protilastce, CD8"CD16" bunék zprosttedkujicich bundn& zprostfedkovanou cytotoxicitu

zévislou na protilatce u subjektu, CD45RA™ T- bun&k nebo CD45"RO" T-bun&k u subjektu. -

41.  Pouziti podle niroku 40, kde subjekt trpi stavem imunosuprese nebo
nezadouci imunitni odpovédi, z nich? kterykoli nebo oba jsou spojeny s (1) patogenni
infekci vybranou ze skupiny, kterou tvofi virova infekce, intracelularni bakterialni infekce,
extracelularni bakterialni infekce, fungélni infekce, kvasinkova infekce, extracelularni
parazitarni infekce, intracelularni parazitarni ihfekce, infekce protozoalnimi parazity nebo
infekce vicebunéénymi - parazity, (2) autoimunitnim dnemocnénim, (3) malignitou nebo
prekancer6znim stavem, (4) chemoterapii, radia¢ni terapii, imunosupresivni terapii, terapii
protiinfekénimi prostfedky, poranénim, popélenim, piitomnosti imunosupresivni molekuly,
gastrointestinéinim podrazdénim nebo zanétem ‘nebo (5) jakoukoli kombinaci vyse

uvedenych.

42.  Pouziti podle naroku 40 nebo 41, kde 1é¢ivo se podava subjektu s pouzitim

intermitentntho davkovaciho protokolu a subjektem je savec.

43, Pouziti podle naroku 40 nebo 41, kde stav imunosuprese nebo nezadouci

imunitni odpovéd’ je spojena s malignitou nebo prekancerdznim stavem.

44.  Pouziti podle naroku 43, kde malignitou nebo prekancer6znim stavem je

nador vajeSniku, nador prsu, nador prostaty, benigni hyperplasie prostaty, gliom, lymfom,
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leukemie, nador tlustého stfeva, sarkom, nemalobunéény nador plic, bronchogenni
karcinom, rakovina rendlnich buné€k, karcinom renalnich bun€k, melanom, pankreaticky
nebo gastricky adenokarcinom, lidska cervikalni intraepitelidlni neoplasie spojena
s papilomavirem, karcinom délozniho Cipku, hepatom, lymfom kutinnich T bun&k nebo
rakovina nebo prekancerézni stav vznikajici v krku, jicnu, Zaludku, stfevé, koneéniku,

vajecniku, plicich, prsu nebo centralnim nervovém systému.

45.  Pouziti podle naroku 40 nebo 41, kde stav imunosuprese nebo neZadouci
imunitni odpovéd’ je spojena svirovou infekci, intracelularni bakterialni infekci,

extracelularni bakterialni infekci, fungalni infekci nebo kvasinkovou infekci.

46.  Pouziti podle naroku 45, kde virova infekce, intracelularni bakteridlni
infekce, extracelularni bakteridlni infekce, fungélni infekce nebo kvasinkova infekce je
infekce vyvoland skupinou, druhem nebo rodem vybranym ze skupiny zahrnujici
retrovirus, flavivirus, papilomavirus, HIV-1, HIV-2, HHV-6, HHV-8, virus- hepatitidy B,
virus hepatitidy C, HSV-1, HSV-2, CMV, Escherichia, Legionella pneumoniae, Listeria,
Mycoplasma, Neisseria, Pseudomonas, Rickettsia, Salmonella, Shigella, Streptococcus,
Staphylococcus,  Yersinia,  Trichomonas, Chlamydia, = Pneumocystis, Candida,

Cryptococcus, Aspergillus, Cryptosporidium, T oxoplasma a Pneumocystis.

47.  Pouziti podle naroku 40 nebo 41, kde stav imunosuprese nebo nezidouci

imunitni odpoved’ je spojena se zanétem.

48. Pouziti podle naroku 47, kde zanétem je alergicka bronchopulmonalni
aspergiloza u pacientd s cystickou fibrézou, atopické astma, alergické respirani
onemocnéni, alergicka rhinitida, atopickd dermatitida, subepitelidlni fibroza pfi
hyperreaktivité dychacich cest, chronicka sinusitida, sezonni alergicka. rhinitida, Crohnova

nemoc, ulcerativni kolitida, syndrom zanétlivého stfeva nebo fibrozni alveolitida.

49.  Pouziti podle naroku 40 nebo 41, kde stav imunosuprese nebo nezadouci

imunitni odpoved’ je spojena s autoimunitnim onemocnénim.
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50.  Pouziti podle naroku 49, kde autoimunitnim onemocnénim je systémovy
lupus erythematosus, osteopordza, skleroza multiplex, myasthenia gravis, Graveova

choroba, revmatoidni artritida nebo osteoartritida.

51.  PouZiti hemihydritu 16a-brom-3B-hydroxy-5a-androstan-17-onu  pro
pfipravu lé¢iva k modulaci vrozené imunity subjektu nebo podpofe Thl imunitnich

odpovédi subjektu..

52.  Poutziti podle naroku 46, kde subjekt trpi stavem suprese vrozené imunity

nebo potlacené Thl imunitni odpovédi.

53.  Pouziti hemihydratu  16o-brom-3B-hydroxy-5a-androstan-17-onu  pro
piipravu lé¢iva ke zvySeni poctu neutrofili, dendritickych bunék, monocytd, makrofagi
nebo NK bunék v krvi subjektu.

54.  Pouziti podle naroku 53, kde subjekt trpi stavem suprese vrozené imunity

nebo potlacené Thl imunitni odpovédi.

55.  Pouziti podle naroku 54, kde stav éuprese vrozené imunity nebo potlaené
Thl imunitni odpovédi je spojen s virovou infekci, intracelularni bakteri4lni infekei,
extracelularni bakterialni infekci, fungélni infekci, kvasinkovou infekci, extracelularni
paraz1tarm infekci, mtracelularm parazitarni mfek01 infekci. protozoalmrm para21ty, infekci
v1cebunecnym1 parazity, autoimunitnim onemocnénim, nadorem prekancer6znim stavem,
chemoterapii, radiaCni terapii, imunosupresivni terapii, terapii protiinfek&nimi prostedky,
poranénim, popalenim, pfitomnosti imunosupresivni molekuly nebo jakoukoli kombinaci

vySe uvedenych.

56.  Pouzti podle naroku 55, kde subjekt trpi nebo podléha stavu suprese
vrozené imunity nebo potlaceni Thl imunitni odpovédi, ktery souvisi s chemoterapii,

radiaCni terapii, imunosupresivni terapii nebo terapii protiinfekénim prostiedkem..

57.  Pouzti podle naroku 56, kde stav suprese vrozené imunity nebo potlacené

Thl imunitni odpovédi souvisi schemoterapii, radia¢ni terapii nebo imunosupresivni

seaace
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terapii, kde tato terapie je popiipadé vybrana ze skupiny zahrnujici 1éCbu adriamycinem,
1é¢bu cisplatinou, 1é¢bu mitomycinem C, 1é€bu amfotericinem B, y-radiaCni terapii, 1é¢bu
analogy nukleosidi pfi virdlni infekci nebo rakoving, 1éEbu cyklosporiny a lécbu

kortikosteroidy.

58.  Pouziti podle naroku 53, 54 nebo S5, kde dendritické buriky jsou Lin" HLA-
DR' CD123" dendritické buiiky nebo Lin" HLA-DR" CD11c¢" dendritické buiiky.

59.  Pouziti slou€eniny vzorce 1 pro piipravu léiva k 1éCeni subjektu trpiciho
nebo nachylného ke stavu imunosuprese nebo nezadouci imunitni odpovédi, z nichz
kterykoli nebo oba jsou spojeny s (1) patogenni infekci vybranou ze skupiny, kterou tvofi
virova infekce, intracelularni bakteridlni infekce, extracelularni bakterialni infekce,
fungélni infekce, kvasinkova infekce, extracelularni parazitarni infekce, intracelularni
parazitarni infekce, infekce protozoalnimi parazity nebo infekce vicebunéénymi parazity,
(2) autoimunitnim onemocnénim, (3) malignitou nebo prekanceréznim stavem, (4)
chemoterapii, radiaéni terapii, imunosupresivni terapii, terapii protiinfek¢nimi prostredky,
poranénim, popalenim, piitomnosti imunosupresivni molekuly, gastrointestinalnim
podrazdénim nebo zanétem nebo (5) jakoukoli kombinaci vySe uvedenych, kde vzorec 1

ma strukturu

)

kde substituenty R, R>, R>, R* R’, R® a R'® jsou nezavisle atom vodiku, -OR™},
-SRPENR™),, -0-Si-(R"®)s, -CN, -NO,, ester, thioester, fosfoester, fosfothioester,
fosfonoester, fosfiniester, sulfitester, sulfatester, amid, aminokyselina, peptid, ether,
thioether, acylova skupina, thioacylova skupina, karbonat, karbamat, thioacetal, halogen,
ptipadné substituovani alkylova skupina, pfipadné substituovana alkenylova skupina,

pfipadné substituovana alkynylova skupina, pfipadné substituovana arylova Cast, pfipadné
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substituovana heteroarylova Cast, pfipadné substituovany monosacharid, ptipadné
substituovany oligosacharid, nukleosid, nukleotid, oligonukleotid, polymer nebo

jeden, dva nebo vice substituentd R!, R?, R® R R’ , R, R® R RI7 3 R® jsou =0
nebo =S a atom vodiku, ktery je pfipojen na stejny atom uhliku neni pfitomen, nebo

substituenty R* a R* spoletné vytvareji strukturu vzorce 2

@)

kde substituent R” je -CHR'’-| -CHR'-CHR"’-, -CHR!*-CHR'°-CHR"’-, -CHR"’-
O-CHR"-, -CHR'-S-CHR"-, -CHR"*-NR™*.CHR"’-, -O-, -O-CHR"-, -S-, -S-CHR"’-,
-NR*®- nebo -NRP*-CHR;

substituenty R® a R’ jsou nezavisle —-CHR"’-, -CHR'-CHR'-, -O-, -O-CHR"-, -S-,
-S-CHR'-, -NR™- nebo -NR™-CHR'- nebo substituenty R® nebo R’ jsou nezavisle
nepfitomny za vzniku 5-ti ¢lenného kruhu;

substituent R" je nezavisle Cy.¢ alkylova skupina;

substituent R'® je nezévisle —CHa-, -O-, -S- nebo -NH-;

D je heterocyklicka skupina nebo 4-, 5-, 6- nebo 7-&lenny kruh, ktery obsahuje
nasycené atomy uhliku, kde 1, 2 nebo 3 atomy uhliku 4-, 5-, 6- nébo 7-Clenného kruhu jsou
ptipadng nezavisle substituovény -0-, -S- nebo -NR®- nebo kde 1, 2 nebo 3 atomy vodiku
heterocyklické skupiny, nebo kde 1 nebo 2 atomy vodiku 4-, 5-, 6- nebo 7-&lenného kruhu
jsou substituovany -ORFX, -SRF¥, NR™),, -0-Si-(RP);, -CN, -NO,, esterem, thioesterem,
fosfoesterem, fosfothioesterem, fosfonoesterem, fosfiniesterem, sulfitesterem,
sulfatesterem, amidem, aminokyselinou, peptidem, etherem, thioetherem, acylovou
skupinou, thioacylovou skupinou, karbonitem, karbaméatem, thioacetalem, halogenem,
pfipadn€ substituovanou alkylovou skupinou, pfipadné substituovanou alkenyiovou
skupinou, pfipadné substituovanou alkynylovou skupinou, pfipadné substituovanou
arylovou &asti, pfipadné substituovanou heteroarylovou &asti, pfipadné substituovanym
monosacharidem, pfipadn€ substituovanym oligosacharidem, nukleosidem, nukleotidem,

oligonukleotidem, polymerem nebo
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jeden nebo vice atomi uhliku v kruhu je substituovany =0 nebo =S skupinou,
nebo D obsahuje dva 5-ti Elenné nebo 6-ti Elenné kruhy, kde kruhy jsou
kondenzovany nebo jsou spojeny 1 nebo 2 vazbami, a
piiCemZ 1éCivo se subjektu podava s pouZitim intermitentniho davkovaciho protokolu,
ktery zahrnuje
(a) podéavani jedné nebo vice sloudenin vzorce 1 subjektu alespoii jednou denng po
dobu alespori 2 dni;
(b) nepodavani jedné nebo vice slou€enin vzorce 1 subjektu po dobu alespoii 1 dne;
(c) podéavani jedné nebo vice slou¢enin vzorce 1 subjektu alespoti jednou denné po
dobu alespori 2 dni a
(d) popfipadé opakovani stupfiti (a), (b) a (c) alespofi jednou nebo obmény stupiiti (a),
(b) a (c) alespoii jednou.

60.  Pouziti podle naroku 59, kde se u subjektu zvysuji Lin' HLA-DR* CD123"
dendritické butiky, Lin® HLA-DR" CDI11c¢" dendritické buiky, CD8'CD16'CD38"
lymfokinem aktivované zabije¢ské buiky, CD8'CD16°CD38" lymfokinem aktivované
zabfjeéské buiiky, CD8'CD16" pfirozené zabijetské butiky, CDS8*CDI16* pfirozené
zabije¢ské buiky, CD8CD16" butiky zprostiedkujici bun&tng zprostfedkovanou
cytotoxicitu zavislou na protilatce, CD$'CDIi6" butiky zprostfedkujici bun&&ng
zprostfedkovanou cytotoxicitu z4vislou na protilatce u subjektu, CD45RA" T- buriky nebo
CD45'R0" T- buiiky. |

61.  Pouziti podle naroku 59 nebo 60, kde sloueninou vzorce 1 je sloucenina ze

skupiny 1 aZ slou€enina ze skupiny 42-25-10-6.

62.  Pouzti podle naroku 61, kde sloueninou vzorce 1 je 16o-brom-3p-
hydroxy-5a-androstan-17-on, 160-brom-3f,7B-dihydroxy-5a-androstan-17-on, 16a-brom-
3B,7B,17B-trihydroxy-5a-androsten, 16o-brom-3,78,17a-dihydroxy-So-androsten, 160t
brom-3p,7a-dihydroxy-5a-androstan-17-on, 160.-brom-3,7a;,17B-trihydroxy-5-androsten,
16a-brom-3,70,17a-trihydroxy-5-androsten,  16a-brom-3,7B-dihydroxy-5o-androstan,
160t-brom-3B,7p-dihydroxy-5-androsten,  160-brom-3p,78,17b-trihydroxy-5a-androstan,
16B-brom-3p,17B-dihydroxy-5a-androstan, 16B-brom-3f,17B-dihydroxy-5-androsten,
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16B-brom-3f,7,17B-trihydroxy-5a-androstan,  16B-brom-3B-hydroxy-5a-androstan-17-
on, 16B-brom-3p-hydroxy-5a-androsten-17-on, 16B-brom-38,7p-dihydroxy-5a-androstan-
17-on, 16B-brom-3p,7B-dihydroxy-Sa-androsten-17-on, 3f,7a-dihydroxyepiandrosteron,
3B,7B-dihydroxyepiandrosteron, 3B-hydroxy-7-oxoepiandrosteron, 3f,78,17f-trihydroxy-
S-androsten,  3f,7c,17B-trihydroxy-5-androsten,  3f,7B,17a-trihydroxy-5-androsten,
38,17B-dihydroxy-5-androsten, 3f,17a-dihydroxy-5-androsten, 16a-fluorandrost-5-en-17-
on, 16a-chlorandrost-5-en-17-on, 16o-bromandrost-5-en-17-on, 16o-fluor-5a-androstan-
17-on,  16a-chlor-5a-androstan-17-on, 16o-fluor-5B-androstan-17-on, 16o-chlor-58-

androstan-17-on, 160-brom-5B-androstan-17-on nebo 16o-brom-5a-androstan-17-on.

63.  Pouzti slouCeniny vzorce 1 pro piipravu 1é€iva k 1éCeni subjektu trpiciho
nebo nachylného ke stavu imunosuprese nebo neZadouci imunitni odpovédi za ulelem
zvySeni vrozené imunity, specifické imunity nebo obou u subjektu, kde lécivo se podava

subjektu s pouzitim intermitentniho davkovaciho protokolu a vzorec 1 ma strukturu

®

kde substituenty R, R%, R, R*, R’, RS a R' jsou nezavisle atom vodiku, -OR™®,
-SR¥, -N(R™),, -O-Si-(Rl3)3, -CN, -NO,, ester, thioester, fosfoester, fosfothioester,
fosfonoester, fosfiniester, sulfitester, sulfatester, amid, aminokyselina, peptid, -ether,
thioether, acylova skupina, thioacylova skupina, karbonat, karbamat, thioacetal, halogen,
pfipadn€ substituovana alkylova skupiﬁa, piipadn€ substituovana alkenylova skupina,
piipadné€ substituovana alkynylova skupina, pfipadné substituované arylova Cast, pfipadné
substituovand heteroarylova ¢Cast, pfipadné substituovany monosacharid, pifipadné
substituovany oligosacharid, nukleosid, nukleotid, oligonukleotid, polymer nebo

jeden, dva nebo vice substituentd R', R2, R®, R* R’ RS, R RP R!7aR¥® jsou =0
nebo =S a atom vodiku, ktery je pfipojen na stejny atom uhliku neni pfitomen, nebo

substituenty R’ a R4 spole&ng vytvéteji strukturu vzorce 2

ewnee
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)

substituent R’ je -CHR'®-) -CHR!°-CHR"-, -CHR!’-CHR'*-CHR!’-, -CHR"’-O-
CHR'"-, -CHR'’-S-CHR"-, -CHR'*NR™-CHR"-, -O-, -O-CHR'-, -S-, -S-CHR'’-,
-NRF®- nebo -NRPR-CHR';

substituenty R®a R’ jsou nezavisle -CHR'’-, -CHR'°-CHR'’-, -O-, -O-CHR'-, -S-,
-S-CHR'’-, -NR™- nebo -NR™®-CHR!’- nebo substituenty R® nebo R’ jsou nezavisle
nepfitomny za vzniku 5-ti ¢lenného kruhu;

substituent R" je nezavisle Cy.¢ alkylova skupina;

substituent R' je nez4visle -CHa-, -O-, -S- nebo —NH-;

D je heterocyklicka skupina nebo 4-, 5-, 6- nebo 7-Elenny kruh, ktery obsahuje
nasycené atomy uhliku, kde 1, 2 nebo 3 atomy uhliku 4-, 5-, 6- nebo 7-¢lenného kruhu jsou
pfipadné nezavisle substituovany -O-, -.S- nebo -NRF®- nebo kde 1, 2 nebo 3 atomy vodiku
heterocyklické skupiny, nebo kde 1 nebo 2 atomy vodiku 4-, 5-, 6- nebo 7-&lenného kruhu
jsou substituovany -ORX, -SRF®, NER™),, -0-Si-(R™)s, -CN, -NO,, esterem, thioesterem,
fosfoesterem,  fosfothioesterem,  fosfonoesterem,  fosfiniesterem,  sulfitesterem,
sulfatesterem, amidem, aminokyselinou, peptidem, etherem, thioetherem, acylovou
skupinou, thioacylovou skupinou, katbonétem, karbamatem, thioacetalem, ha_logenem,
piipadn€ substituovanou alkylovou skupinou, pfipadné substituovanou alkenylovou
skupinou, pfipadn€ substituovanou alkynylovou skupinou, piipadné substituovanou
arylovou ¢asti, pfipadn€ substituovanou heteroarylovou Easti, pfipadné substituovanym
monosacharidem, pfipadné substituovanym oligosacharidem, nukleosidem, nukleotidem,
oligonukleotidem, polymerem nebo

jeden nebo vice atomt uhliku v kruhu je substituovany =O nebo =S skupinou, -
nebo D obsahuje dva 5-ti ¢lenné nebo 6-ti ¢lenné kruhy, kde kruhy jsou kondenzovany

nebo jsou spojeny 1 nebo 2 vazbami,

64. Sloudenina obecného vzorce 1
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o

kde

substituenty R', R% R®, RY, R®, R® a R" jsou nezavisle atom vodiku, -OR™®, -SR*},
-N(RPR)z, -O-Si-(R13)3, -CN, -NO,, ester, thioester, fosfoester, fosfothioester, fosfonoester,
fosfiniester, sulfitester, sulfatester, amid, aminokyselina, peptid, ether, thioether, acylova
skupina, thioacylova skupina, karbonat, karbamat, thioacetal, halogen, piipadng
substituovana alkylova skupina, piipadné substituovani alkenylova skupina, piipadng
substituovana alkynylova skupina, pfipadné substituovana arylova &ast, piipadné
substituovana heteroarylovad ¢&ast, pfipadné substituovany monosacharid, pfipadng
substituovany oligosacharid, nukleosid, nukleotid, oligonukleotid, polymer nebo

jeden, dva nebo vice substituentd R', R?, R>, R*, R°, R® a R"® jsou nezavisle =0
nebo =S a atom vodiku, ktery je pfipojen na stejny atom uhliku, neni pfitomen, nebo

substituenty R® a R* spoletné afeji strukturu vzorce 2
y P ] _

R? @)

substituent R’ je ~CHR'-, -CHR'*-CHR"’-, -CHR'*-CHR"°-CHR"’-, -CHR'’-O-
CHR'-, -CHR"-S-CHR'-, -CHR'®NR™.CHR!- -O-, -O-CHR-, -S-, -S-CHR'.
-NR"®- nebo -NR™®.CHR!?;

substituenty R® a R’ jsou nezavisle -CHR'-, -CHR'>-CHR!’-, -O-, -O-CHR"’-, -S-,
~ -S-CHR'’-, -NR™- nebo -NR'X-CHR'- nebo substituenty R® nebo R® jsou nezavisle
nepfitomny za vzniku 5-ti ¢lenného kruhu;

substituent R" je nezavisle C\.¢ alkylovéa skupina;
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D je heterocyklickad skupina nebo 4-, 5-, 6- nebo 7-Clenny kruh, ktery obsahuje
nasycene atomy uhliku, kde 1, 2 nebo 3 atomy uhliku 4-, 5-, 6- nebo 7-¢lenného kruhu jsou
piipadné nezavisle substituovany -O-, -S- nebo -NR™®- nebo kde 1, 2 nebo 3 atomy vodiku
heterocyklické skupiny, nebo kde 1 nebo 2 atomy vodiku 4-, 5-, 6- nebo 7-&lenného kruhu
jsou substituovany -OR'®, -SR™¥, -N(R™®),, -0-Si-(R")3, -CN, -NO,, esterem, thioesterem,
fosfoesterem, ~ fosfothioesterem,  fosfonoesterem,  fosfiniesterem,  sulfitesterem,
sulfatesterem, amidem, aminokyselinou, peptidem, etherem, thioetherem, acylovou
skupinou, thioacylovou skupinou, karbonatem, karbamatem, thioacetalem, halogenem,
pfipadné substituovanou alkylovou skupinou, pfipadné substituovanou alkenylovou
skupinou, pfipadné substituovanou alkynylovou skupinou, pfipadné substituovanou
arylovou Casti, pfipadn€ substituovanou heteroarylovou &asti, pfipadné substituovanym
monosacharidem, pfipadné substituovanym oligosacharidem, nukleosidem, nukleotidem,
oligonukleotidem, polymerem nebo

jeden nebo vice atomt uhliku kruhu je substituovany =0 nebo =S skupinou,

nebo D obsahuje dva 5-ti Clenné nebo 6-ti Clenné kruhy, kde kruhy jsou
kondenzovany nebo jsou spojeny 1 nebo 2 vazbami,

kde jeden, dva nebo tii substituenty R, R® a R’ jsou —O_, -S-, -NH-, -O-CHR’-,
-S-CHR'"’- nebo -NR*™®-CHR’-.

65. Slougenina podle naroku 64, kde jeden nebo substituenty R’ a RS jsou nezavisle
-H, -CH;, -CH,OR™, -CH,SR™®, -CH,0-C(0)-Cy.10 alkyl, -CH,S-C(O)Cy.10 alkyl, -CHp-
C(0)-Ci0 alkenyl, -CH,S-C(0)-Ci.;0 alkenyl, -CH,0O-C(0)-Co4 alkyl-heterocyklus,
-CH,S-C(0)-Cy4 .alkyl-heterocyklus,- -CH,0-C(0)Co.4 alkyl-fenyl, -CH2S;C(O)C0-4 alkyl-
fenyl, kde kazda Ci.,o alkylova, heterocyklickd nebo fenylova skupina je popfipadé

substituovana jednim nebo vice substituenty.

66. Sloucenina podle naroku 65, kde jednim nebo vice substituenty jsou jeden, dva,
tfi nebo vice substituentd, nezavisle vybranych ze skupiny zahrnujici ~O-, =0, -OR™® -S-

=S, -SR™, -NH-, -N(R™®),,, kde kazdy R™® je nezavisle ~H nebo chrénici skupina.

b

67. Slou¢enina podle naroku 66, kde R! a R* jsou nezavisle -OH, -O-alkyl, -O-
C(0)-alkyl, =0, -SH, -S-alkyl, -S-C(0)-alkyl nebo =S a R* a R? jsou nezavisle -H, -OH,
-O-alkyl, -O-C(0)-alkyl, =0, -SH, -S-alkyl, -S-C(0)-alkyl nebo =S.

LI B 3

+s358339
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68. Sloucenina podle niroku 65, kde dva ze substituentd R’, R® a R® jsou nezavisle
—0O-, -S- nebo -NH-.

69. Sloudenina vzorce 2
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nebo

RZ
kde .

substituenty R', R?, R%, R%, R®, R® a R"® jsou nezavisle atom vodiku, -OR?®, -SRP R
N(R™),, -O-Si-(R13)3, -CN, -NO,, ester, thioester, fosfoester, fosfothioester, fosfonoester,
fosfiniester, sulfitester, sulfatester, amid, aminokyselina, peptid, ether, thioether, acylova
skupina, thioacylova skupina, karbonat, karbamat, thioacetal, halogen, pfipadné
substituovana alkylova skupina, pfipadné substituovana alkenylova skupina, pfipadné
substituovana alkynylova skupina, pfipadn substituovani arylovad &ast, piipadng
substituovana heteroarylova &ast, pfipadné substituovany monosacharid, pfipadné
substituovany oligosacharid, nukleosid, nukleotid, oligonukleotid, polymer nebo

jeden, dva nebo vice substituentd R', R% R3, R* R’ ,R¢ a RY jsou nezavisle =0

nebo =S a atom vodiku, ktery je pfipojen na stejny atom uhliku, neni pfitomen, nebo
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substituent R” je ~CHR'’-, -CHR'’-CHR'’-, -CHR'*-CHR">-CHR"’-, -CHR"’-0-
CHR"-, -CHR"-S-CHR'-, -CHR-NR™®.CHR'*, -O-, -O-CHR"-, -S-, -S-CHR.,
-NR™- nebo -NR™X-CHR ",

substituenty R® a R® jsou nezavisle —CHR"-, -CHR"*-CHR"’-, -0-, -O-CHR"-, -§-,
-S-CHR"-, -NR™®- nebo -NRPR-CHR'- nebo substituenty R® nebo R’ jsou nezivisle
nepiitomny za vzniku 5-ti ¢lenného kruhu;

substituent R'S je nezavisle -CH;-, -O-, -S- nebo -NH-;
substituenty R", R'7 a R'® jsou nezavisle atom vodiku, -ORTX, -SR™® NER™),,
-0-Si-(R"®);, -CN, -NO,, ester, thioester, fosfoester, fosfothioester, fosfonoester,
fosfiniester, sulfitester, sulfatester, amid, aminokyselina, peptid, ether, thioether, acylova
skupina, thioacylovd skupina, karbonat, karbamat, thioacetal, halogen, pfipadné
substituovana alkylova skupina, pfipadn& substituovana alkenylova skupina, pfipadné
substituovana alkynylova skupina, piipadn€ substituovana arylova &ast, piipadns
substituovana heteroarylova &ast, piipadnd substituovany monosacharid, pfipadng
substituovany oligosacharid, nukleosid, nukleotid, oligonukleotid, polymer nebo

jeden nebo vice substituentd R, R 3 R!® je nezévisle =0 nebo =S a atom vodiku,
ktery je pfipojen na stejny atom uhliku, neni pfitomen nebo

substituent R'® je dusik nebo CH,

kde jeden, dva nebo tfi ze substituentd R R aR’ jsou nezé?isle —O-, -S-, -NH-,
-0-CHR -, -S-CHR"- nebo -NH-CHR -, nebo

kde jeden, dva nebo tfi ze substituentd R’, R® a R’ jsou nezavisle -O-CHR'’-, kde
kazdé R' je nezavisle —OH, -F, -Cl, -Br, -I nebo ester.

70.  Produkt, ziskany zplisobem kontaktovani slougeniny podle naroku 64 a
jednoho nebo vice excipiencii vhodnych pro humanni farmaceutické pouziti nebo pro

veterinarni pouZiti.

71. Produkt podle naroku 70 kde produkt je ve form& jednotkové davkové

formulace, kter4 zahrnuje asi 5 mg aZ asi 1000 mg jedné slouCeniny vzorce 1.
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