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Anotace:

Nové protivirové smési obsahujf (2R,cis)-4-amino-1-
{2-hydroxymethyl-1,3-oxathiolan-5-yl)- 1H-pyrimidin-
-2-on, 3TC, nebo jeho farmaceuticky ptijatelny deri-
vat a 3'-azido-3'-deoxythymidin, AZT, nebo jeho
farmaceuticky ptijatelny derivat, pfi¢em2 hmotnostni
pomér 3TC k AZT je 250 : 1 az 1 : 250. Farmaceutic-
ky prostfedek s protivirovym utinkem obsahuje
(2R, cis)-4-amino-1-{2-hydroxymethyl-1,3-oxa-
thiolan-5-yl)-1H-pyrimidin-2-on, 3TC nebo jeho
farmaceuticky pfijatelny derivat a 3’-azido-3'-de-
oxythymidin, AZT, nebo jeho farmaceuticky pfijatel-
ny derivat spolu s farmaceutickym nosiem.
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Protivirové smési a farmaceuticky prostfedek

Oblast techni

Vynalez se tyka protivirovych smési s obsahem nukleosidovych analogi, kromé této latky smési
obsahuji dalsi protivirové latky, s vyhodou latky, které jsou u¢inné proti viru HIV. Soucast feSeni
tvoii také farmaceuticky prostredek.

Dosavadni stav techniky

Virus lidské imunodeficience HIV zptisobuje fadu klinickych stavii v&etné ziskaného syndromu
deficience imunitniho systému AIDS a chronické neurologické poruchy. Nukleosidy jako AZT,
ddC a ddI zptisobuji inhibici replikace HIV in vitro a maji protivirovy u€inek na enzym reverzni
transkriptazy, pro nizZ je virus kédem po metabolismu v buiikdch za vzniku 5'—trifosfatovych
derivati.

AZT sniZzuje nemocnost a umrtnost u nemocnych s AIDS. Infekce bunék HIV viak ma za
nasledek integraci genomu viru do chromozomu hostitele a je tedy zapotiebi pokracovat v 1é&eni
pomoci AZT po dlouhou dobu. Disledkem dlouhodobého 1éeni AZT je vsak toxicita této latky
pro kostni dfefi a vznik variant viru HIV-1, které jsou odolné proti AZT. Podobné také néktefi
nemocni pfi 1é¢eni ddC maji potize, souvisejici stimto lécenim, napiiklad trpi periferni
neuropatii a rovnéz pfi podavani ddl vznikaji nezddouci uginky, jako pankreatitida a periferni
neuropatie.

Pouziti smé&si u€innych latek mize vyvolat ekvivalentni protivirovy uéinek pfi sniZeni toxicity
nebo zvySeni u€innosti né€které ucinné latky v pfipad€, Ze mezi latkami, pouZitymi ve smési,
dochazi k synergnimu u€inku. NiZz§i celkové davky aCinnych latek patrné také snizi vyskyt
variant HIV, odolnych proti témto latkdm. Byla uzita fada riznych metod ke zkoumani a¢inki
smési rtznych slouCenin. VSechny postupy maji svd omezeni, nékteré metody jsou také
provadény na jinych systémech, nez pro které jsou uréeny. AZT ma synergni protivirovy u&inek
in vitro ve smési s latkami, které brzdi replikaci HIV-1 v jiné fazi neZ pti reverzni transkripci,
jde napiiklad o rekombinantni rozpustny CD4 castanospermin a rekombinantni interferon alfa. Je
v3ak nutno také uvést, ze pfi kombinacich riznych latek mize dojit ke zvySeni cytotoxicity. AZT
a rekombinantni interferon alfa maji zvySeny cytotoxicky u€inek na matetské butiky neporusené
lidské kostni dfené.

Byla zkouména také moznost kombinace AZT s dalSimi nukleosidy. Pti pouziti ddC dojde ke
sniZeni cytotoxicity vysokych davek AZT pro kostni dfefi bez ovlivnéni protivirového a€inku. PFi
pouziti ddI a AZT dochézi ke zvySeni selektivity synergnim protivirovym u¢inkem, toxicita pro
mateiské buriky lidské kostni dfené se vsak s¢itd.

Bylo popsano, Ze slou¢enina vzorce I
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oznadovana také BCH-189 nebo NGPB-21 ma protivirovy u¢inek zejména proti virim lidské
imunodeficience HIV, které jsou ptitinou syndromu AIDS, jak bylo popsano v publikaci 5th
Anti—Aids Conference, Montreal, Kanada, 5. az 9. ¢ervna 1989, Abstracts T.C.O.1 a M.C.P.63
a také v evropském patentovém spisu &. 382 562. Slou€enina vzorce I je racemickou smési dvou
enantiomert se vzorcem I-1 a I-2

NH, NH,
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1-2) (I-1)

PiestoZe enanciomery slouceniny vzorce I maji proti HIV stejny Géinek, jeden z enanciomeri,
a to (—-)-enanciomer ma podstatné niz$i toxicitu nez (+)—-enanciomer.

(-)-enanciomer ma chemicky nazev (-)cis—4—amino—1—2-hydroxymethyl-1,3—oxathiolan—5yl)-
(1H)-pyrimidin—2-on. Pokud jde o stereochemii, jde o slou¢eninu vzorce I-1 s nazvem (2R,cis)-
4—amino—1—2-hydroxymethyl-1,3—oxathiolan—5—y)-(1 Hy-pyrimidin—2—on. Slou¢enina je zna-
ma jako 3TC.

Bylo prokazano, Ze sloucenina vzorce I a zvlasté jeji (—)-enanciomer ma neolekavané vyhody
v pfipadé€ pouZiti se zndmymi inhibitory replikace HIV. Zvlast€ slou€enina obecného vzorce I ma
synergni protivirovy G¢inek a/nebo dochdzi ke sniZeni cytotoxicity pfi pouZiti v kombinaci se
znamymi inhibitory replikace HIV.

Podstata vynalezu

Podstatu vynalezu tedy tvofi protivirové smési, které obsahuji (2R,cis)}<4—amino—1-(2-
hydroxymethyl-1,3—oxathiolan—5—yl)-1H—pyrimidin—2-on, 3TC, nebo jeho farmaceuticky pfija-
telny derivat a 3'—azido—3'-deoxythymidin, AZT, nebo jeho farmaceuticky pfijatelny derivat,
pticemz hmotnostni pomér 3TC k AZT je 250 : 1 az 1 : 250.

Soucast podstaty vynalezu tvoii také farmaceuticky prostfedek s protivirovym ucinkem, ktery
obsahuje  (2R,cis)}4—amino—1—(2-hydroxymethyl-1,3—oxathiolan-5-yl)-1H-pyrimidin—2-on,
3TC, nebo jeho farmaceuticky pfijatelny derivat a 3'—azido—3’~deoxythymidin, AZT, nebo jeho
farmaceuticky pfijatelny derivat spolu s farmaceutickym nosi¢em.
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Sloudenina vzorce I se s vyhodou uzije ve formé svého (-)enantiomeru 3TC.

V piipadé, Ze se sloucenina vzorce I uvadi jako (—)—enantiomer, je v podstaté prostd odpovida-
jiciho (+)-enanciomeru, to znamena, Ze obsahuje nejvyse 5 % hmotnostnich (+)-enanciomeru,
s vyhodou nejvyse 2 a zvlasté nejvyse 1 % hmotnostni tohoto druhého enanciomeru.

Pod pojmem ,,farmaceuticky pfijatelny derivat“ se rozumi jakakoliv farmaceuticky pfijatelna sil,
ester nebo sil tohoto esteru, kterd po podani pfijemci je schopna pfimo nebo nepfimo uvolnit
pivodni latku nebo jeji metabolit nebo zbytek s protivirovym u€inkem.

Je ziejmé, Ze slouceninu vzorce I je mozno modifikovat za vzniku jejich farmaceuticky
pfijatelnych derivatl, a to na funkénich skupinach zakladni struktury i na hydroxymethylové
skupiné oxathiolanového kruhu. Modifikace téchto funk&nich skupin rovnéz spadaji do rozsahu
vynalezu. Av3ak zvlastni vyznam maji farmaceuticky pfijatelné derivaty, ziskané modifikaci 2~
hydroxymethylové skupiny oxathiolanového kruhu.

Vyhodnymi estery slouceniny vzorce I jsou také ty slouleniny, v nichZz je atom vodiku 2—
hydroxymethylové skupiny nahraZen acylovou funkci obecného vzorce R — C —, kde skupina

O

R esterti, kterd je odliSna od karbonylové skupiny, se voli ze skupiny atom vodiku, alkyl
s pifimym nebo rozvétvenym fetézcem, jako methyl, ethyl, n—propyl, terc.butyl, n-butyl, dale
alkoxyalkyl, jako methoxymethyl, aralkyl, jako benzyl, aryloxyalkyl, jako fenoxymethyl, nebo
aryl, jako fenyl, popfipad¢ substituovany atomem halogenu, alkylovou skupinou nebo alkoxy-
skupinou vzdy o 1 az 4 atomech uhliku, ddle mizZe jit o sulfonatové estery, a to alkylsulfonyl
nebo aralkylsulfonyl, napfiklad methansulfonyl, o estery s aminokyselinami, jako L—valyl nebo
L—-isoleucyl a mono—, di— nebo trifosfatové estery.

Ve svrchu popsanych esterech, neni-li uvedeno jinak, obsahuji alkylové skupiny 1 az 16 atomd
uhliku, svyhodou 1 az 4 atomy uhliku. Arylovou skupinou v téchto esterech je s vyhodou
fenylova skupina.

Vhodnymi estery jsou zejména alkylestery o 1 az 16 atomech uhliku v alkylové &asti,
nesubstituované benzylestery nebo benzylestery, substituované alespoii jednim atomem halo-
genu, to znamena bromu, chloru, fluoru nebo jodu, alkylovou skupinou nebo alkoxyskupinou
vzdy o 1 az 6 atomech uhliku, nitroskupinou nebo trifluormethylovou skupinou.

Farmaceuticky pfijatelné soli slou¢eniny vzorce I jsou soli, odvozené od farmaceuticky
piijatelnych anorganickych a organickych kyselin a zasad. Pfikladem vhodnych kyselin mohou
byt kyseliny chlorovodikova, bromovodikova, sirova, dusién4, chloristd, fumarova, maleinova,
fosfore¢na, glykolova, mlé¢na, jantarova, p—toluensulfonova, vinna, octova, citronovd, methan-
sulfonovd, mravenéi, benzoova, malonova, naftalen-2—sulfonovd a benzensulfonova. Jiné
kyseliny, jako kyselina $tavelova nejsou farmaceuticky pfijatelné, aviak soli téchto kyselin
mohou byt pouzitelné jako meziprodukty pro vyrobu slou€enin podle vynalezu a jejich adi¢nich
soli s kyselinami, pfijatelnych z farmaceutického hlediska.

Soli, odvozené od vhodnych bazi zahrnuji soli s alkalickymi kovy, napfiklad sodikem, s kovy
alkalickych zemin, jako hot¢ikem, amonné soli a soli typu NR,", v nichZ R znamen4 alkylovou
skupinu o 1 aZ 4 atomech uhliku.

Slou€enina vzorce I ma synergni u€inek s druhou slozkou, pouZitou v kombinaci a/nebo je
schopna odstranit cytotoxické ucinky této druhé slozky.
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Vyhodné G&inky sloudeniny vzorce I a druhé protivirové latky je mozno pozorovat ve velmi
$irokém rozmezi pomérii, naptiklad 1 : 250 az 250 : 1, s vyhodou 1: 50 az 50 : 1 a zv1aSt€ 1: 10
az 10 : 1. Je vhodné pouzit kazdou ze slouenin v kombinaci v mnozstvi, v némz ma protivirovou
uéinnost v pfipadé, Ze je uzita jako takova.

Je moZno odekavat, Ze uvedené kombinace budou obecné pouzitelné v pfipad€ virovych infekci
nebo v piipadé nadord, spojenych s piisobenim vird u lidi. Inhibice infektivity viru nebo nédoro-
vého ristu in vitro nebo in vivo spada rovnéz do rozsahu vynalezu.

Virovou infekci u savctl véetng &lovéka je tedy mozno 1é€it tak, Ze se souCasné podava proti-
virova latka vzorce I a inhibitor replikace HIV.

Je ziejmé, Zze sloudeninu vzorce I a druhou protivirovou latku je mozno podédvat soulasné,
nasledné nebo v kombinaci. V piipadg, Ze se sloudeniny podavaji jedna po druhé, nemél by
interval do podéani druhé z i&innych latek byt tak velky, aby doSlo ke ztrit€ synergniho u€inku
této kombinace. S vyhodou se viak obg latky podavaji soucasné.

Je ziejmé, e pokud se vyskytuje zminka o 1é&eni, tykd se tato zminka jak skuteného 1éCeni
infekce nebo jejich ptiznaki, tak profylaktického pouZiti.

Je také zfejmé, Ze mnoZstvi uvedené kombinace, které bude k lé€eni uZito, se bude ménit nejen
v zavislosti na zvolené sloudening, nybrz také v zavislosti zpiisobu podani, povaze lé¢eného
onemocnéni, véku a stavu nemocného, skutené davky uréi ofetfujici lékaf nebo veterinarni
lékaF. Obecné je mozno uvést, Zze vhodna davka se bude pohybovat v rozmezi 1 az 750 mg/kg,
naptiklad 10 az 75 mg/kg télesné hmotnosti za den, jde napfiklad o davku 3 az 120 mg/kg télesné
hmotnosti za den, s vyhodou 6 aZ 90 a zvlasté 15 az 60 mg/kg za den pro kazdou z G€innych
slozek kombinace.

PoZadovanou denni davku je moZno podat najednou nebo rozdélené ve vhodnych intervalech,
napfiklad ve dvou, tiech, Etyfech nebo vét§im poctu davek denné.

Uvedena kombinace se s vyhodou podava jako lékova forma, obsahujici naptiklad 10 az 1500,
s vyhodou 20 aZ 1000 a zvlasté 50 az 700 mg kazdé z u€innych slozek v jednotlivé davce.

V ideédlnich pfipadech by méla byt kombinace podavana tak, aby bylo dosazeno nejvyssi
koncentrace kazdé z G¢innych slozek 1 az 75, s vyhodou 2 az 50 a zvlasté 3 az 30 mM. Toho je
mozno dosahnout napfiklad nitroZilni injekci 0,1 az 5% roztoku u€innych sloZek, popfipadé
v roztoku chloridu sodného, nebo perordlnim podanim davky 1 az 100 mg kazdé z u€innych
slozek. Zadouci koncentrace v krvi je moZno udrZovat kontinualni infuzi tak, aby byla dod4vana
davka 0,01 az 5,0 mg/kg za hodinu nebo pferu$ovanou infuzi, obsahujici 0,4 az 15 mg/kg kazdé
ucinné slozky.

I kdyZ je k 1é¢ebnym G&elim moZno podavat G¢inné slozky kombinace ve form& chemickych
latek, je vyhodné je podavat ve formé farmaceutického prostiedku.

Podstatu vynélezu tedy déle tvofi farmaceuticky prostfedek, ktery jako svou G&innou slozku
obsahuje slou¢eninu vzorce I nebo jeji farmaceuticky pfijatelny derivét a inhibitor replikace HIV
spolu s jednim nebo vé&t§im poétem farmaceutickych nosi¢i a popfipad€ s dalSimi 1éCivymi
a/nebo profylaktickymi latkami. Nosi¢ musi byt ,,pfijatelny*, to znamené kompatibilni s ostatni-
mi sloZzkami a neskodny.

Farmaceutické prostfedky mohou byt uréeny pro perorélni, rektalni, nosni, mistni podani (v&etné
sliznici dutiny Gstni a pod jazykem), vaginilni nebo parenterdlni, napfiklad nitrosvalové,
podnoZni nebo nitroZilni podani nebo mohou mit formu, vhodnou pro podani inhalaci nebo
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insuflaci. Farmaceutické prostfedky mohou byt pfipraveny ve formé, rozdélené na jednotlivé
davky a je mozno je ptipravit jakymkoliv znamym zpiisobem. Pfi vech postupech se vzdy misi
iinna slozka s kapalnym nebo jemn& rozptylenym pevnym nosi¢em nebo ob&éma typy nosici
a pak se popfipadé vysledny produkt tvaruje.

Farmaceutické prostfedky, vhodné pro perordlni podani mohou mit tvar jednotek, napiiklad
kapsli, s4&kd nebo tablet, kaZzda z t&chto jednotek obsahuje pfedem stanovene mnozstvi G¢inné
slozky ve form& prasku, granulatu, roztoku, suspenze nebo emulze. Utinnou slozku je také
mozno zpracovat na jednotku, obsahujici v&t$i davku, na mazani nebo pastu. Tablety a kapsle pro
peroralni podani mohou obsahovat b&né pomocné latky, jako pojiva, plniva, kluzné latky,
desintegraéni &inidla nebo smacedla. Tablety je moZno povlékat zndmym zpisobem. Kapalné
prostfedky pro peroralni podani mohou mit napfiklad formu suspenze, roztoku nebo emulze ve
vodé nebo v oleji, sirupu nebo elixiru, nebo miiZe jit o suchy produkt, uréeny pro smiseni
s vodou nebo jinym vhodnym nosnym prostfedim té€sné pied pouZzitim. Kapalné prostfedky
mohou obsahovat b&zné prisady, naptiklad &inidla, napomahajici vzniku suspenze, emulgatory,
nevodn4 nosna prostiedi, napiiklad poZivatelné oleje nebo také konzervacni latky.

Sloudeniny je mozno zpracovat také na formy, vhodné pro parenterlni podéni, napfiklad na
injekéni formy, jako jednorazové injekce vétSi davky nebo kontinudlni infuze a je moZno je
ukladat po jednotlivych davkich do ampuli, pfedem naplnénych injekénich stiikaCek, infuzi
s malym objemem nebo lahvigek, které obsahuji vétsi pofet davek a konzerva¢ni inidlo.
Farmaceuticky prostfedek miZe mit formu suspenze, roztoku nebo emulze v olejovém nebo
vodném prostiedi a muZe obsahovat pomocna ¢inidla, jako ¢inidla pro vznik suspenze,
stabilizatory a/nebo disperga&ni &inidla. Uginna latka miZe byt dodavana také ve formé prasku,
ziskaného izolaci sterilni pevné latky za aseptickych podminek nebo lyofilizaci z roztoku, tato
forma je urlena pro smiseni s vhodnym nosnym prostfedim, napiiklad sterilni bezpyrogenni
vodou tésné pred pouZzitim.

Pro mistni podani na pokozku je moZno zpracovat smés podle vyndlezu na mazéni, krémy,
emulze nebo naplasti pro vstiebani kizi. Mazani a krémy mohou mit vodny nebo olejovy zéklad
a mohou obsahovat latky k zahusténi a/nebo pro tvorbu gelu. Emulze mohou byt na vodném nebo
olejovém zéklad€ a budou obvykle obsahovat jeden nebo vétsi pocet emulgatort, stabilizatord,
dispergacnich &inidel, &inidel pro vznik suspenze, nebo pro zahusténi, nebo také barviva.

Prostiedky, vhodné pro mistni podani stni sliznici jsou napfiklad tablety kosoltvereiného tvaru,
obsahujici u&innou slozku v ochucené zakladni hmotg, kterou je obvykle sachar6za a akaciova
nebo tragakanthovy guma, pastilky, obsahujici u¢innou slozku v inertni zakladni hmoté, jako je
Zelatina a glycerol nebo sachardza a akaciovd guma a ustni vody, které icinnou sloZku obsahuji
ve vhodném kapalném nosici.

Farmaceutické prostfedky, uréené pro rektalni podani pfi pouZiti pevného nosice jsou s vyhodou
&ipky, obsahujici jednotlivou davku aéinné latky. Vhodnymi nosici jsou kakaové maslo a dalsi
b&#né uzivané materialy. Cipky se vyrabgji smisenim G&inné slozky se zm&k&enym nebo roztave-
nym nosiem nebo nosiéi s naslednym zchlazenim a tvarovanim ve formach.

Prostredky, vhodné pro podéani do pochvy mohou mit formu pesarti, tampont, krémi, gelu, past,
pén nebo spreji, obsahujicich kromé& u¢inné slozky také pfislusné typy nosici.

Pro podani do nosu je moZno slou€eniny v kombinaci uZit jako kapalné spreje nebo dispergo-
vatelné prasky nebo také ve forme kapek.

Kapky je mozno ptipravit pfi pouZiti vodné nebo nevodné béaze, poptipadé pfi pouziti jednoho
nebo vétsiho po&tu dispergalnich &inidel, solubilizaCnich latek nebo €inidel pro vznik suspenze.
Kapalné spreje se obvykle podavaji pfi pouZiti baleni pod tlakem.
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Pro podani inhalaci je kombinace slougenin obvykle uloZzena do insufladniho zafizeni, rozpraso-
vade nebo tlakového baleni nebo je mozno uZit jinych béznych prostfedkl pro tvorbu aerosolu.
Tlakova baleni mohou obsahovat vhodny hnaci plyn, napfiklad dichlordifluormethan, trichlor-
fluormethan, dichlortetrafluorethan, oxid uhli¢ity nebo jiny vhodny plyn. V pfipadé¢ aerosolu pod
tlakem je mozno ur¢it davku zafazenim odmémého ventilu.

Pfi podani inhalaci nebo insuflaci je moZno kombinaci sloucenin pouZzit také v praskové formé,
je napfiklad moZno praskovou kombinaci sloucenin smisit s inertnim praskovym nosi¢em, jako
je lakt6za nebo $krob. Praskovy prostfedek muZe byt dodavan ve formé, rozdélené na jednotlivé
davky, jako jsou napiiklad Zelatinové kapsle nebo blistry, z nichz je mozno podavat prasek
pomoci inhalaéniho nebo insuflaéniho pfistroje.

V pfipadé potieby je mozno piipravit i prostiedky s pomalym uvolnénim u€inné slozky.

Farmaceutické prostfedky podle vyndlezu mohou obsahovat jesteé dalsi ucinné slozky, naptiklad
antimikrobialni latky nebo konzervaéni prostiedky.

Sloudeninu vzorce I je mozno pfipravit zptisobem podle evropského patentového spisu &.
382 562.

Jednotlivé enanciomery je moZno z raceméatu ziskat rozdélenim jakymkoliv zpisobem, zndimym
pro déleni racemati na odpovidajici enanciomery, zejména je mozno tyto latky ziskat ze
znamého racematu chirdlni vysokotlakou kapalinovou chromatografii HPLC, enzymaticky
zprostiedkovanym enancioselektivnim katabolismem piisobenim vhodného enzymu, naptiklad
cytidindeaminazy nebo selektivni enzymatickou degradaci vhodného derivatu pti pouziti 5'—
nukleotidu. Zpiisoby vyroby 3TC byly popsany v PCT patentové piihladce &. W0O91/17159.

Praktické provedeni vynalezu bude osvétleno nasledujicimi pfiklady, které viak nemaji slouzit
k omezeni rozsahu vynalezu.

Pfiklady provedeni vynélezu

Meziprodukt 1
S5—~methoxy-1,3—oxathiolan—-2-methanolbenzoat

Roztok 1,6 g chloridu zine¢natého v 15 ml horkého methanolu se za michani pfida k roztoku
34,2 g dimethylacetalu merkaptoacetaldehydu a 48,3 g benzoyloxyacetaldehydu v 1300 ml
toluenu a smés se pak 50 minut zahfiva pod dusikem na teplotu varu pod zpétnym chladi¢em.
Zchlazena smés se odpafi, zfedi malym mnozZstvim toluenu a zfiltruje pfes infuzoriovou hlinku.
Spojené filtraty a toluen se promyji dvakrat nasycenym vodnym roztokem hydrogenuhli¢itanu
sodného a pak nasycenym vodnym roztokem chloridu sodného, vysusi se siranem hoife¢natym
a odpafi na olej, ktery se chromatografuje na sloupci s obsahem 2 kg oxidu kfemicitého (Merck
9385), jako eluéni ¢inidlo se uzije chloroform, ¢imZ se ziska 45,1 g vysledného produktu ve
formé oleje jako smés anomerti v poméru pfiblizné 1 : 1.

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

IR—spektrum ,max (CHBr;) 1717,6 cm™.
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Meziprodukt 2
(£)—cis—1-2-benzoyloxymethyl-1,3—oxathiolan—5—yl)~(1H)-pyrimidin—2,4—dion

Smés 9,62 g jemné mletého uracilu, 50 ml hexamethyldisilazanu a 30 mg siranu amonného se
zahfiva pod dusikem na teplotu varu pod zpétnym chladidem aZ do ziskani &irého roztoku.
Roztok se zchladi a pak se odpafi na bezbarvy olej, ktery se rozpusti pod dusikem ve 100 ml
acetonitrilu. Roztok se pfidd k michanému, ledem chlazenému roztoku 19,43 g 5—~methoxy—1,3—
oxathiolan—2-methanolbenzoitu (meziprodukt 1) v 600 ml acetonitrilu a pak se ptida jests
14,7 ml trimethylsilyltrifluormethansulfonatu. Ledova lazeil se odstrani a roztok se zahiiva pod
dusikem 45 minut na teplotu varu pod zpétnym chladi¢em. Po zchlazeni a odpateni se odparek
Cisti chromatografii na sloupci s obsahem 1 kg oxidu kfemigitého (Merck 9385), jako elu&ni
¢inidlo se uzije smés chloroformu a methanolu 9 : 1. P¥isluiné frakce se zchladi a odpafti, ¢imz se
ziska surovy odparek. Tento odparek se podrobi frakéni krystalizaci z co nejmen3iho mnozstvi,
pfiblizn€ 1200 ml horkého methanolu, ¢imz se ziska 6,32 g vysledného produktu ve formé bilych
krystalki.

'"H-NMR (d-DMSO): 11,36 (1H, bs), 7,50 — 8,00 (6H, m), 6,20 (1H, 1), 5,46 (2H, m), 4,62 (2H,
m), 3,48 (1H, m), 3,25 (1H, m).

Meziprodukt 3
(¥){(cis)}-4—amino—1—(2-benzoyloxymethyl-1,3—oxathiolan—5-yl)(1H)-pyrimidin—2-on
Postup a)

Suspenze 20,705 g cytosinu a nékolika miligramii siranu amonného ve 110 ml hexamethyl-
disilazanu se micha a zahfiva pod dusikem 2,5 hodiny na teplotu varu pod zp&tnym chladi¢em.
Rozpoustédlo se odstrani odpafenim a pevny zbytek se rozpusti ve 350 ml bezvodého aceto-
nitrilu. Tento roztok se pfenese pomoci ohebné jehly do michaného, ledem chlazeného roztoku
43,57 g 5S—methoxy-1,3—oxathiolan—2—methanolbenzoatu (meziprodukt 1) v 650 ml acetonitrilu
pod dusikem. Pak se ptidd 33 ml trimethylsilyltrifluormethansulfonatu, roztok se necha
1,5 hodiny zteplat na teplotu mistnosti a pak se zahiiva pfes noc na teplotu varu pod zp&tnym
chladi¢em. Vysledna smés se odpafi, zfedi se 500 ml nasyceného vodného roztoku hydrogen-
uhli¢itanu sodného a pak se extrahuje 3 x 500 ml ethylacetatu. Extrakty se spoji, promyji se
2x250ml vody a 250 ml nasyceného vodného roztoku chloridu sodného, vysusi se siranem
hofenatym a odpafi na pénu, kterd se chromatografuje na 600 g oxidu kiemiditého (Merck
7734), jako elu¢ni ¢inidlo se uZije smés ethylacetatu a methanolu, ¢imZ se ziskd 31,59 g smési
anomert v poméru pfiblizn€ 1: 1. Smés se necha krystalizovat ze smési 45 ml vody a 9,0 ml
ethanolu, ¢imzZ se ziska 10,23 g pevné latky, ktera se nechéd pfekrystalovat ze 120 ml ethanolu
a 30 ml vody, ¢imz se ziska 9,26 g vysledného produktu ve formé bilé pevné latky.

*max (MeOH) 229,4 mm (E'* 610), 272,4 mm (E' ** 293).

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

7,0 ml oxychloridu fosfore&ného se po kapkach za michani pfidd k ledem chlazené suspenzi
11,65 g 1,2,4—triazolu ve 120 ml acetonitrilu a pak se pfi udrZovani vnitini teploty smési pod
15 °C po kapkach ptida 22,7 ml triethylaminu. Po 10 minutich se pomalu pfida jeSt& roztok
627¢g (+)—cis—1—(2-benzoyloxymethyl-1,3—oxathiolan—5—y1)~(1H)-pyrimidin—2,4—dionu
(meziprodukt 2) ve 330 ml acetonitrilu. Pak se smés micha jesté pfes noc pfi teploté mistnosti.
Smés se zchladi na ledové lazni a pak se pomalu pfida 30 ml triethylaminu a pak jeSté 21 ml
vody. Vysledny roztok se odpafi a odparek se déli mezi 400 ml nasyceného roztoku
hydrogenuhli¢itanu sodného a 3 x 200 ml chloroformu. Chloroformové extrakty se spoji, vysusi
siranem hofe&natym, zfiltruji a odpati, &imZ se ziska 9,7 g surového odparku. Tento odparek se
rozpusti ve 240 ml 1,4-dioxanu a pfida se 50 ml koncentrovaného vodného amoniaku (specificka
hmotnost 0,880). Po 1,5 hoding se roztok opafi a odparek se rozpusti v methanolu. Dojde
k vysraZeni pevné latky, kterd se odfiltruje. Mateény louh se &isti chromatografii na oxidu
kiemigitém, uZije se 600 g oxidu kfemicitého (Merck 9385). Prislusné frakce se spoji a odpaii,
¢imz se ziska 2,18 g produktu ve formé& &ervenohnédozluté pevné latky, produkt je totoZny
s produktem, ziskanym postupem za a).

Meziprodukt 4
(£)(cis)}4—amino—1—(2-hydroxymethyl-1,3—oxathiolan-5-yl}-(1H)-pyrimidin—2—on

Suspenze 8,19 g (cis)4-amino—1-(2-benzoyloxymethyl-1,3—oxathiolan-5—yl)-(1H)-pyrimi-
din—2-onu (meziprodukt 3) a 8,24 g pryskyfice Amberlite [IRA—400 (OH) se micha a zahtiva
1 1/4 hodiny na teplotu varu pod zpétnym chladi¢em. Pevny podil se odfiltruje a promyje se
methanolem. Filtraty se spoji a odpafi. Odparek se rozetfe s 80 ml ethylacetatu. Vysledna bila
pevna latka se odfiltruje, ¢imZ se ziska 5,09 g vysledného produktu.

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

Ptiklad 1
(-)cis—4—amino—1—-(2-hydroxymethyl-1,3—oxathiolan—5—yl)~(1H)-pyrimidin—2—on

i) Tti baiky sobjemem 50 ml s obsahem Zivného bujonu (Oxoid Ltd) se naoCkuji plnou
bakteriologickou kli¢kou Escherichia soli (ATCC 23848), odebranou z plotny Zivného agaru.
Baiiky se inkubuji pfes noc pti teploté 37 °C za protfepavani 250 ot/min a pak se kazda baitka
uzije k naockovani 4 litri prostiedi CDD, obsahujici 3 g/l kyseliny glutamové, 0,2 g/l siranu
hofe¢natého, 2,5 g/l siranu draselného, 2,3 g/l NaCl, 1,1g/1 NaHPO,2H;O, 0,6 g/l
NaH,P0,.2H,0 a 1,2 g/l cytidinu ve fermentoru s objemem 7 litri. Kultury byly péstovany pri
teploté 37 °C a 750 ot/min za provzdu3néni 4 litry za minutu. Po 24 hodinach byly buiiky
oddéleny odstiedénim p¥i 5000 g celkem 30 minut, &imZ bylo ziskano 72 g vihké hmoty. Tento
material byl znovu uveden do suspenze v 300 ml 20 mM tris~-HCl-pufru o pH 7,5 a buriky byly
rozrueny pusobenim ultrazvuku 4 x 45 sekund. Bunéénd drt’ byla odstranéna odstfedénim
30 minut pfi 30 000 g a bilkovina supernatantu byla vysraZzena pfidanim siranu amonného do
75% nasyceni. Pak byly sraZenina oddélena odstfedénim 30 minut pfi 30 000 g a usazenina byla
znovu uvedena do suspenze ve 25ml 100 mM pufru HEPES o pH 7,0 sobsahem siranu
amonného aZz do 75% nasyceni. Roztok enzymu byl pfipraven odstfedénim 30 minut pfi
12 000 ot/min. Supernatant byl odloZen a usazenina byla rozpusténa ve 100 mM tris—-HCL-pufru
o pH 7,0 na pivodni objem.
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ii) 115 mg meziproduktu 4 se rozpusti ve 100 ml vody a micha. Pak se pfida 0,5 ml roztoku
enzymu a smés se udrzuje na stilém pH kontinualnim pfidavanim 25 mM kyseliny chloro-
vodikové. Pfeména se sleduje chiralni HPLC, ktera prokazuje, Ze pfednostné dochazi v substratu
k deaminaci (+)-enanciomeru. Po 22 hodinich je (+)-enanciomer v substritu (doba retence
12,5 minut) zcela odstran&n a pH roztoku se upravi na 10,5 pfidanim koncentrovaného hydroxidu
sodného.

Ziskany roztok se necha projit sloupcem QAE Sephadexu srozmérem 30x 1,6 cm (AZ2S,
Pharmacia) v rovnovazném stavu pfi pH 11. Sloupec se promyje 200 ml vody a pak se vymyva
0,1 M kyselinou chlorovodikovou. Odebiraji se frakce po 40 ml a analyzuji se pomoci HPLC
v reverzni fazi. Frakce 5 aZ 13, obsahujici nezreagovany (—)-enanciomer se spoji a pH se upravi
na 7,5 kyselinou chlorovodikovou. Frakce 47, obsahujici deaminovany produkt se upravi na pH
7,5 zfedénym hydroxidem sodnym. Analyzou chirdlniho HPLC je moZno prokézat, Ze material je
smési, tvofenou z 90 % jednim enanciomerem s dobou retence 10,2 minut a obsahuje mensi
mnoZstvi druhého enanciomeru s dobou retence 8,5 minut.

iii) Predchozi stupeii za ii) se opakuje ve vét§im méfitku. 363 mg slouCeniny z pfikladu 1 ve
250 ml vody se inkubuje s 0,5 ml roztoku enzymu, pfipraveného stejnym zplsobem jako ve
stupni i). Dal3i podily 0,5 ml enzymu se pfidaji po 18 a 48 hodinach. Reak¢ni smés se micha
70 hodin a pak se necha dalsich 64 hodin stat. Analyza chiralni HPLC prokazuje, Ze doslo
k GpIné deaminaci (+)-enanciomeru v substratu, vysledny roztok byl upraven na pH 10,5 prida-
nim NaOH.

Ziskany roztok byl nanesen na tentyZ sloupec QAE a sloupec byl vymyvan stejné€ jako ve stupni
i). Frakce 2 aZ 6, obsahujici smés zbylého substratu a deaminovaného produktu byly spojeny.
Frakce 7 aZ 13, obsahujici zbyvajici substrat, (—)-enanciomer byly rovnéz spojeny a pH bylo
upraveno na 7,5. Frakce 25 aZ 26, obsahujici deaminovany produkt byly spojeny a neutrali-
zovany.

Frakce 2 az 6 byly znovu naneseny na tentyz sloupec QAE. Frakce 3 aZ 11 ztohoto druhého
sloupce obsahovaly nezreagovany substrat, (—}-enanciomer, frakce 70 obsahovala deaminovany
produkt.

iv) Rozdélené frakce ze stupné ii) a iii) byly spojeny a pH bylo upraveno na 7,5. Roztok byl
nanesen na sloupec s rozmérem 40 x 2,4 cm s naplni XAD-16 ve vodé. Sloupec byl promyt
vodou a jako eluéni ¢inidlo pak byla uZita smés acetonu a vody v objemovém poméru 1: 4.
Frakce s obsahem pozadovaného (-)-enanciomeru byly spojeny a lyofilizovany, ¢imz bylo
ziskano 190 mg bilého prasku.

Byly provedeny nasledujici postupy s pouzitim HPLC.

1. Analyticka HPLC v reverzni fazi

sloupec rozmeéry 150 x 4,6 mm
naplii Spherisorb ODS-2 (5 uM)
eluéni ¢inidlo 50 mM dihydrogenfosfore¢nanu
amonného + 5 % MeCN
rychlost pritoku 1,5 ml/min
detekce UV pii 270 nm
doba retence BCH-189 5,5 min

deaminovany BCH-189 8,1 min.
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2. Chirélni analytickda HPLC

sloupec rozméry 250 x 4,6 mm
néplii Cyclobond I Acetyl
elu¢ni ¢inidlo 0,2 % triethylamoniumacetat o pH 7,2
rychlost pritoku 1,0 ml/min
detekce UV pfi 270 nm
doba retence BCH-189 11,0 a 12,5 min

deaminovany BCH-18i 8,5 a 10,2 min.

Biologicka pfeména byla sledovana zaznamem ubyvani z materiélu z vrcholu pfi dobé€ retence
12,5 min a hromadéni produktu s dobou retence 10,2 min.

Ptiklad 2
Protivirovy G¢inek jednotlivé slouceniny a kombinace

Slouceniny byly nejprve sériové zfedény na mikrotitraénich plotnach s 96 vyhloubenimi, kazdé
dal$i fedéni bylo dvojnasobné vzhledem k pfedchozimu fedéni. Titrace byly pfipraveny
smisenim 25 ml kazdého fedéni sloudeniny jako takové nebo v kombinaci (na koneény objem
50 ml na novych mikrotitraénich plotnich s 96 vyhloubenimi). Podily bunék MT—4
(10 bun&k/ml) v risstovém prostfedi RPMI 1640 byly infikovany HIV-1, kmen RF, bylo uzito
2 x 107 infeké&nich davek/buiika. Virus byl absorbovan 90 minut p¥i teploté mistnosti a pak byly
buiiky promyty ristovym prostfedim RPMI 1640 k odstranéni neadsorbovaného viru a znovu
uvedeny do suspenze v riistovém prosttedi RPMI 1640 v mnozstvi 10%ml. 50 ml suspenze
infikovanych bun¢k bylo naofkovano do vyhloubeni obsahujicich uéinnou latku nebo pouze
Zivné prostiedi. 50 ml suspenze buné€k se simulovanou infekci bylo naoZkovano do vyhloubeni,
neobsahujicich i¢innou latku. Plotny byly inkubovéany 7 dnil pfi teploté 37 °C ve vzduchu s 5 %
oxidu uhli¢itého.

Po ukon€eni inkubace bylo ptidano do vsech vyhloubeni 10 ml 3—/4,5-dimethylthiazol-2—yl/~
2,5—difenyltetrazolimbromidu, MTT s obsahem 7,5 mg/ml této latky a plotny byly inkubovany
dal$ich 90 minut ptfi teplot¢ 37°C. Pak bylo pfidino 150 m! roztoku Tritonu X-100
v isopropanolu s koncentraci 10 % objemovych a buiiky byly znovu uvedeny do suspenze. Po
15 minutach pfi teploté mistnosti byly plotny analyzovany odeétenim na zafizeni Multiskan MC
(Flow Laboratories, Irvine, UK) pti 405 nm. Pfeména zlutého MTT na formazanovy derivat je
maximalni u neinfikovanych neoSetfenych bunék a nedochazi tim u neo3etfenych infikovanych
bunék.

Kfivky zévislosti i€inku na davce byly vytvofeny pro kazdou slou€eninu jako takové (hodnoty
ICso) a pro reciproéni titrace kazdé slouCeniny pfi pevné koncentraci druhé latky. Pak byly
provedeny isobologramy v3ech kombinaci slou€enin za ziskani hodnot ICs.

Na obr. 1 aZ 5 jsou uvedeny isobologramy pro 3 TC v kombinaci s AZT, ddC, ddI, Ro 31-8959
a R-82150 (TIBO). V ptipadé€, ze hodnota ICso pro kombinaci sloucenin lezi na ¢are, spojujici
hodnoty pro kazdou jednotlivou latku jako takovou, je u€inek obou latek aditivni. V pfipad¢, ze
je tato spojnice posunuta do leva, je G¢inek synergni.

Kfivky zavislosti odpovédi na davce pro 3TC v kombinaci AZT, ddC, ddl, Ro 31-8959 a R-
82150 (TIBO) jsou uvedeny na obr. 1 az 5.

-10-
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Pfi stanoveni protivirového u¢inku téchto kombinaci nebyly pozorovany Zadné toxické u€inky.

Priklad 3
Cytotoxicita slou¢enin jako takovych a v kombinaci.

Pfi provadéni téchto pokusi byla srovnavana cytotoxicita slou€enin 3TC, AZT a ddC jako
takovy a v kombinaci (pfi pomérech mg/ml 1:1, 1:5 a 5:1) pro neinfikované lymfocyty
z periferni krve a pro stabilizovanou bunéénou linii T-lymfocyty.

Cytotoxicita byla méfena pii pouziti zkousky na pfijem [’H]-thymidinu. Typické kiivky
zavislosti odpovédi na davce, ziskané pro kazdou jednotlivou slouéeninu nebo pro kombinaci
1 : 1 pfi pouziti bun€k PBL jsou zndzornény na obr. 6 a 7.

PATENTOVE NAROKY

1. Protivirové smé&si, vyznacujici se tim, Ze obsahuji (2R, cis}4—amino—1-(2—
hydroxymethyl-1,3—oxathiolan—5—yl)-1H-pyrimidin—2—on, 3TC, nebo jeho farmaceuticky pfija-
telny derivat a 3'—azido—3'-deoxythymidin, AZT, nebo jeho farmaceuticky pfijatelny derivat,
pfi¢emZ hmotnostni pomér 3TC k AZT je 250 : 1 az 1 : 250.

2. Protivirové smési podle naroku 1, vyznacdujici se tim, Ze obsahuji (2R,cis)}4—-
amino—1—(2-hydroxymethyl-1,3—oxathiolan-5—yl}-1H~pyrimidin—2—on, 3TC, a 3'-azido-3'—
deoxythymidin, AZT, nebo jeho farmaceuticky pfijatelny derivat.

3. Protivirové smési podle naroku 1 nebo 2, vyznac¢ujici se tim, Ze hmotnostni
pomeér 3TC k AZT je vrozmezi 1:10az 10 : 1.

4. Farmaceuticky prostfedek s protivirovym linkem, vyznaéujici se tim, Ze
obsahuje  (2R,cis)}4-amino—1—(2-hydroxymethyl-1,3~oxathiolan—5~yl)-1 H—pyrimidin—2—on,
3TC, nebo jeho farmaceuticky pfijatelny derivat a 3'-azido—3'—deoxythymidin, AZT, nebo jeho
farmaceuticky pfijatelny derivat spolu s farmaceutickym nosi¢em.

S. Farmaceuticky prostfedek podle naroku 4, vyznacdujici se tim, Ze je ve formé
pro peroralni podéni. '

4 vykresy

-11-
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