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Sis isradimas yra susijes su () ir (Il) formulés junginiais, ju farmaciskai tinkamomis druskomis arba ju
provaisto formomis, kurios yra tinkamos naudoti kaip ZIV proteazés inhibitoriai, su farmacinémis
kompozicijomis ir diagnostiniais rinkiniais, j kuriuos jeina Sie junginiai, jy panaudojimu virusinés infekcijos
gydymui arba kaip standarty bei reagentu bandymams.
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ISRADIMO SRITIS

Sis iradimas i8 esmés yra susijes su 1-(3-aminoindazol-5-il)-3-
fenilmetil-cikliniais karbamidais, kurie yra tinkami Kkaip ZIV proteazés
inhibitoriai, su farmacinémis kompozicijomis ir diagnostiniais rinkiniais, |
Kuriuos jeina Sie karbamidai, ir su ju panaudojimo bddais virusiniy infekcijy

gydymui arba kaip standarty bei reagentu tyrimams.
ISRADIMO KILME

Du skirtingi retrovirusai - Zmogaus imunodeficito virusas (ZIV) 1 tipo
(ZIV-1) arba 2 tipo (ZIV-2) - buvo etiologidkai susieti su imunosupresine liga -
jgytuoju imunodeficito sindromu (AIDS). ZIV seropozityvis individai i$ pradziy
neturi ligos pozymiu, taciau jiems iSsivysto su AIDS susijes kompleksas
(ARC), po kurio seka AIDS. Ligos paveiktiems individams labai smarkiai
slopinamas imunitetas, ir tai nulemia iSsekima, o galiausiai ir fataliSkas
savalaikes infekcijas.

AIDS liga yra ZIV-1 arba ZIV-2 viruso galutinis rezultatas, atsirandantis
po viruso sudétingo gyvenimo ciklo. Viruso gyvenimo ciklas prasideda
prisijungus virusui prie zmogaus-Seimininko T-4 limfocitinés imuninés lastelés
per glikoproteino, esancio ant yiruso apsauginio apvalkalo pavirSiaus, rysj su
CD4 glikoproteinu ant Iimfocifb lastelés. Kai prisijungimas jvyksta, virusas
nusimeta éavo glikoproteininj apvalkalg, jsiskverbia | Seimininko Igstelés
membrang ir atidengia jos RNR. Viruso fermentas - atvirkstiné transkriptaze -
nukreipia RNR transkripcijos procesg | viengrande DNR. Virusineé RNR
degraduojama ir sukuriama antroji DNR grandiné. Si dvigrande DNR
integruojama | Zmogaus lastelés genus, ir Sie genai naudojami lasteles

reprodukcijai.
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Siuo atveju Zmogaus lastelé vykdo reprodukcijos procesa,
panaudodama savo RNR polimeraze integruotos DNR transkribavimui |
virusine RNR. Virusiné RNR transliuojama | prekursoriaus gag-pol sulieta
poliproteing. Tada §j poliproteing skaldo ZIV proteazés fermentas, ir gaunami
subrende virusiniai baltymai. Taigi, ZIV proteazé yra atsakinga uz reguliavima
kaskados skaldymu, kurie atveda | virusinés daleles subrendimg | virusa,
kuris turi pilng infekcijos geba.

Tipikas Zmogaus imuninés sistemos atsakas, naikinantis jsiskverbusj
virusa, yra apsunkinamas, nes didzioji dalis viruso gyvenimo ciklo praeina
latentinéje bdsenoje imuninés lastelés viduje. Be to, viruso atvirkstine
transkriptazé - fermentas, naudojamas naujos virusines daleles sudarymui, -
néra labai specifiné ir sukelia transkripcijos klaidas, kurios duoda pastoviai
besikeigiandius glikoproteinus ant viruso apsauginio apvalkalo pavirSiaus.
Sio specifiSkumo stoka sumaZina imuninés sistemos efektyvuma, kadangi
antikdnai, specifiSkai gaminami prie$ vieng glikoproteina, gali bdti nenaudingi
pried kitg glikoproteing, ir taip sumazéja antikiiny, galin€iu kovoti su virusu,
skaicius. Virusas toliau reprodukuojamas, o imuninés sistemos atsakas vis
silpnéja. Pagaliau ZIV visiS8kai uZvaldo organizmo imuninge sistema,
suteikdamas galimybe jsigaléti savalaikéms infekcijoms, ir nenaudojant
prieSvirusiniy agentu, imunomoduliatoriy arba ir vienu ir Kitu, gali jvykti mirtis.

Viruso gyvenimo cikle yra maziausiai trys kritiniai taskai, kurie buvo
identifikuoti kaip galimi prieSvirusiniy vaisty taikiniai: (1) pradinis viruso
prisijungimas prie T-4 limfocito arba mak'rofago vietos, (2) virusinés RNR
transkripcija | virusine DNR (atvirkstine transkriptaze, AT) ir (3) naujos
virusines dalelés susirinkimas reprodukcijos metu (pvz., ZIV asparto ragéties
proteazé arba ZIV proteazé).

Retrovirusy genomai koduoja proteaze, kuri yra atsakinga uZ vieno
arba daugiau poliproteiny pirmtaku, tokiu kaip po/ ir gag geny produktai,
proteolitinj brendima. Zr. Wellink, Arch. Virol. 98, 1 (1988). Retrovirusinés
proteazés daZniausiai subrandina gag pirmtaka | pagrindinius baltymus, ir
taip pat subrandina po/ pirmtakg | atvirkstine transkriptaze ir retrovirusing

proteaze.
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Infekuojanéio viruso susiformavimui reikalingas tikslus pirmtako
poliproteiny subrandinimas retrovirusinés proteazés pagalba. Buvo parodyta,
kad in vitro mutagenezé, kurioje produkuojamas turintis proteazes trikuma
virusas, duoda nesubrendusiy pagrindiniy formy produkcija, kurios néra
infekciskos. Zr. Crawford et al., J. Virol. 53, 899 (1985); Katoh et al., Virology
145, 280 (1985). Todél retrovirusinés proteazés inhibicija yra patrauklus
taikinys priesvirusinei terapijai. Zr. Mitsuya, Nature 325, 775 (1987).

Galimybe inhibuocti virusine proteaze sukuria bldg blokuoti viruso
replikacija, taigi ir virusiniy ligy, tokiy kaip AIDS gydymo buda, kuris gali turéti
maziau pasaliniu poveikiu, bati efektyvesnis ir maziau rezistentiSkas vaistams,
lyginant su dabartiniais gydymo bldais. Dél to Siuo metu prekyboje yra trys
ZIV proteazeés inhibitoriai - Roche sakvinaviras, Abbott'o ritonaviras ir Merck'o
tyrimai, pvz. Vertex VX-478, Agouron’o nelfinaviro, Japan Energy KNI-272 ir
Ciba-Geigy CGP 61755.

Remiantis duomenimis apie Siuo metu prekyboje esandius ir klinikoje
tiiamus proteaziy inhibitorius, buvo istirta daug jvairiy junginiu, galindiu bati
ZIV proteazes inhibitoriais. Viena struktlra - cikliniai karbamidai - atkreipé
ypatingg démesj. Pavyzdziui, PCT paraiskoje Nr. W(094/19329 Lam ir kt.

daugiausia apraso ciklinius karbamidus, kuriy formulé:
22 0
R R23

R“MW

HO OH

ir tokiy karbamidy gavimo budus. Nors §io iSradimo junginiai patenka j Lam ir
Kt. apradyma, jie néra konkretiz'uoti. |

Net ir turint gana sékmingus dabartinius proteazeés inhibitorius, buvo
rasta, kad ZIV pacientai gali pasidaryti rezistentiSki atskiram proteazés
inhibitoriui. Taigi, tolimesnei kovai su ZIV infekcija yra pageidautina sukurti

papildomus proteazes inhibitorius.

ISRADIMO SANTRAUKA
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Taigi, vienas Sio iSradimo tikslas yra pateikti naujus proteazés
inhibitorius.

Kitas Sio iSradimo tikslas yra pateikti farmacines kompozicijas,
pasizymincCias proteazés inhibavimo aktyvumu, Kkuriose yra farmaciskai
tinkamas nesiklis ir bent vieno i$ Sio iSradimo junginiy arba jo farmaciskai
tinkamos druskos, arba jo provaisto formos terapisSkai efektyvus kiekis.

Dar kitas Sio iSradimo tikslas yra pateikti Sio iSradimo junginius arba ju
farmacis$kai tinkamas druskas, arba ju provaisty formas, skirtas ZIV
infekcijos gydymui.

Dar kitas Sio iSradimo tikslas yra pateikti naujg derinj i$ (a) vieno i$ $io
iSradimo junginiy ir (b) vieno arba daugiau junginiy, pasirinkty i$ grupeés,
susidedancios i§ ZIV atvirkstines transkriptazés inhibitoriy ir ZIV proteazés
inhibitoriy, skirta ZIV infekcijos gydymui.

Dar kitas $io iSradimo tikslas yra pateikti ZIV inhibavimo kano skys€io
meginyje bldg, kuris apima kiino skyscio méginio apdorojima $io i$radimo
junginio efektyviu kiekiu.

Dar kitas Sio iSradimo tikslas yra pateikti rinkinj arba talpa, kurioje yra
bent vieno i$ $io iSradimo junginiy toks kiekis, kuris yra efektyvus naudoti
Kaip standartas arba reagentas teste arba bandyme potencialaus vaisto,
galingio inhibuoti ZIV proteaze, ZIV augima arba ir vieng ir kita, nustatymui.

Siuos ir kitus tikslus, kurie paaiskés i$ toliau duodamo smulkaus

apradymo, iSradéjai pasiekeé atrade, kad | in [l formuliy:

PR
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junginiai, ju farmaciskai tinkamos druskos arba ju provaisto formos yra

efektyvls proteazés inhibitoriai.
SMULKUS ISRADIMO APRASYMAS

Taigi, pirmajame idradimo jgyvendinimo variante pateikiamas naujas |

arba Il formulés:

junginys, jo farmaciskai tinkama druska arba jo provaisto forma.

Tinkamiausiame S§io iSradimo jgyvendinimo variante pateikiamas
naujas | formulés junginys.

Kitame tinkamiausiame Sio iSradimo gyvendinimo variante
pateikiamas naujas |l formulés junginys.

Antrajame S$io iSradimo jgyvendinimo variante pateikiama nauja
farmaciné kompozicija, susidedanti i§ farmacidkai tinkamo neSiklio ir
terapiskai efektyvaus kiekio | arba Il formulés junginio, jo farmaciskai
tinkamos druskos, arba jo provaisto formos.

Kitame tinkamiausiame jgyvendinimo variante junginys yra | formules
junginys.

Kitame tinkamiausiame jgyvendinimo variante junginys yra Il formules
junginys.

TreCiajame $io iSradimo jgyvendinimo variante pateikiamas | arba Il
formulés junginys arba jo farmaciSkai tinkamos druskos, arba jo provaisto

formos, skirtas ZIV infekcijos gydymui.
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Kitame tinkamiausiame jgyvendinimo variante junginys yra | formulés
junginys.

Kitame tinkamiausiame jgyvendinimo variante junginys yra Il formulés
junginys.

Ketvirtajame §io iSradimo jgyvendinimo variante pateikiamas naujas
derinys is:

(a) | arba Il formulés junginio; ir

(b) bent vieno junginio, pasirinkto i§ grupés, susidedangios i§ ZIV
atvirkstinés transkriptazés inhibitoriy ir ZIV proteazés inhibitoriu,
skirtas ZIV infekcijos gydymui.

Kitame tinkamiausiame jgyvendinimo variante junginys yra | formulés
junginys.

Kitame tinkamiausiame jgyvendinimo variante junginys yra |l formulés
junginys.

Kitame  tinkamiausiame  jgyvendinimo  variante  atvirkstinés
transkriptazes inhibitorius yra nukleozidinis atvirkstinés transkriptazés
inhibitorius.

Dar labiau tinkamame jgyvendinimo variante nukleozidinis atvirkstines
transkriptazes inhibitorius yra pasirinktas i AZT, 3TC, ddl, ddC ir d4T, o
proteazes inhibitorius yra pasirinktas i$ sakvinaviro, ritonaviro, indinaviro, VX-
478, nelfinaviro, KNI-272, CGP-61755 ir U-103017.

Kitame dar labiau tinkamame jgyvendinimo variante nukleozidinis
atvirkstinés transkriptazés inhibitorius yra pasirinktas i§ AZT ir 3TC, o
proteazes inhibitorius yra pasirinktas i$ sakvinaviro, ritonaviro ir indinaviro.

Dar labiau tinkamame j@yvendinimo variante nukleozidinis atvirkstinés
transkriptazes inhibitorius yra AZT.

Kitame dar labiau tinkamame jgyvendinimo variante proteazes
inhibitorius yra indinaviras.

Penktajame Sio iSradimo jgyvendinimo variante pateikiamas farmacinis
rinkinys, tinkamas gydyti ZIV infekcijai, kuris susideda i$ terapiskai efektyvaus

kiekio:
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(a) | arba Il formulés junginio; ir

(b) bent vieno junginio, pasirinkto i$ grupes, susidedancios is yd\Y
atvirkstinés transkriptazés inhibitoriu ir ZIV proteazés inhibitoriy,
esandiu vienoje arba keliose steriliose talpose.

Kitame tinkamiausiame jgyvendinimo variante junginys yra | formulés
junginys.

Kitame tinkamiausiame jgyvendinimo variante junginys yra Il formules
junginys.

Sestajame 3io i$radimo jgyvendinimo variante pateikiamas naujas AN
eancio kino skys¢io méginyje, inhibavimo bddas, kuris apima kdno skyscio
meéginio apdorojimg | arba Il formules junginio efektyviu kiekiu.

Septintajame Sio iSradimo jgyvendinimo variante pateikiamas naujas
rinkinys arba talpa, kurioje yra | arba Il formulés junginio toks kiekis, kuris yra
efektyvus naudoti kaip standartas arba kaip reagentas teste arba bandyme,
nustatant potencialaus vaisto sugebéjima inhibuoti ZIV proteaze, ZIV augima

arba ir viena, ir Kita.
APIBREZIMAI

Toliau duodami Cia naudojami terminai ir iSsireiSkimai turi nurodytas
reikSmes. Reikia turéti omenyje, kad Sio iSradimo junginiai turi asimetriskai
pakeistg anglies atomg ir jie gali bati iSskirti kaip optiSkai aktyvis arba kaip
raceminés formos. Specialistams sinoma kaip pagaminti optiSkai aktyvias
formas, pavyzdziui, perskiriant racemines formas arba sintezes i$ optiskai
aktyviy pradiniy medziagy budu. Jeigu konkreti stereochemija arba izomero
forma nenurodyta, turimos omenyje visos chiralings, diastereomerings,
raceminés formos ir visos geometriniy izomery formaos.

Cia naudojamas terminas “ZIV atvirkétinés transkriptazés inhibitorius”
reidkia ir nukleozidinius, ir nenukleozidinius ZIV atvirkstinés transkriptazes
(AT) inhibitorius. Nukleozidiniy AT inhibitoriy pavyzdziais yra (bet jais
neapsiribojama) AZT, ddC, ddl d4T ir 3TC. Nenukleozidiniy AT inhibitoriy
pavyzdziais yra (bet jais neapsiribojama) viviradinas (Pharmacia and Upjohn
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U901525), TIBO dariniai, BI-RG-587, nevirapinas, L-697.661, LY 73497 ir Ro
18,893 (Roche).

Cia naudojamas terminas “ZIV proteazés inhibitorius” reiskia junginius,
kurie inhibuoja ZIV proteaze. Ju pavyzdZiais yra (bet jais neapsiribojama)
sakvinaviras (Roche, Ro31-8959), ritonaviras (Abbott, ABT-538), indinaviras
(Merck, MK-639), VX-478 (Vertex/Glaxo Wellcome), nelfinaviras (Agouron,
AG-1343), KNI-272 (Japan Energy), CGP-61755 (Ciba-Geigy) ir U-103017
(Pharmacia and Upjohn). Papildomais pavyzdziais yra ciklines proteazes
inhibitoriai, aprasyti WO 93/07128, WO 94/19329, WO 94/22840 ir PCT
paraiSkoje Nr. US96/03426.

Cia naudojamas terminas “farmaciskai tinkamos druskos" reiskia
isradime apraSytu junginiy darinius, kai pagrindinis junginys yra
modifikuojamas, pagaminant jo druskas su rigstimis arba su bazemis.
Farmaciskai tinkamuy drusky pavyzdziais yra (bet jais neapsiribojama) baziniy
liekanu, tokiu kaip aminogrupe, mineraliniy arba organiniy ragsciy druskos;
ragstiniy liekanu, tokiy kaip karboksirligsties grupé, Sarminiy metaly arba
organinés druskos; ir pan. FarmaciSkai tinkamos druskos apima jprastas
netoksiSkas druskas arba gautas pagrindinio junginio ketvirtines amonio
druskas, pavyzdziui, i§ netoksiSku neorganiniy arba organiniu rtgsciu.
Pavyzdziui, tokios jprastos netoksiSkos druskos yra druskos, gautos i$
neorganiniy ragsciu, kaip antai vandenilio chlorido, vandenitio bromido,
sulfato, sulfamo, fosfato, nitrato ir pan.; ir druskos, pagamintos i$ organiniy
ragsciu, kaip antai acto, propiono, gintaro',' glikolio, stearino, pieno, obuoliy,
vyno, citrinos, askorbo, pamo, maleino, hidroksimaleino, fenilacto, glutamo,
benzenkarboksirtgsties, salicilo, sulfanilo, 2-acetoksibenzenkarboksirtgsties,
fumaro, toluensulfonrigsties,” metansulfonrlgsties, etandisulfonrigsties,
oksalo, izetiono ir pan. rigsciy.

Sio i%radimo junginiy farmaciskai tinkamos druskos gali bdti
susintetintos i§ pagrindinio junginio, kuriame yra baziné arba rlgstiné
liekana, jprastais cheminiais bldais. Paprastai tokios druskos gali bati
pagaminamos veikiant Siy junginiy laisvos ragsties arba bazés formas

atitinkamos bazés arba rugSties stechiometriniu kiekiu vandenyje arba
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organiniame tirpiklyje, arba jy abieju misinyje; paprastai tinamiausios yra
nevandeninés terpés, kaip antai eteris, etilacetatas, etanolis, izopropanolis
arba acetonitrilas. Tinkamy drusky sarasas yra randamas Remington’s
Pharmaceutical Sciences, 17th ed., Mack Publishing Company, Easton, PA,
1985, p.1418, kuris &ia duodamas kaip literatiros $altinis.

Cia naudojama frazé “farmacidkai tinkami” reidkia tokius junginius,
medziagas, kompozicijas ir/arba dozuotas formas, kurios pagal medicinin]
sprendima yra tinkamos naudoti salytyje su Zmoniu arba gyviny audiniais ir
nerodo perdéto toksi$kumo, suerzinimo, neduoda alerginio atsako arba
kitokiu problemy bei komplikacijy, ir atitinka priimting naudos/rizikos santyki.

Laikoma, kad “provaistai” apima bet kokius kovalentiSkai prijungtus
nesiklius, kurie atpalaiduoja $io iSradimo veiklyji pagrindinj | arba I, arba
kitos formulés vaista, arba junginius /in vivo, Kkai toks provaistas yra
duodamas Zinduoliui. Sio iSradimo junginio, pavyzdziui, (1) formulés junginio,
provaistai yra pagaminami modifikuojant junginyje esancias funkcines grupes
taip, kad tokios modifikacijos yra suskaldomos arba jprastomis
manipuliacijomis, arba in vivo iKi pagrindinio junginio. Provaistais yra Sio
iSradimo junginiai, kuriuose hidroksilo arba aminogrupé yra prijungta prie
kokios nors grupes taip, kad kai tokj provaistg gauna zinduolis, jis suskyla,
atitinkamai suéidarant laisvai hidroksilo arba aminogrupei. Provaisty
pavyzdZiais yra (bet jais neapsiribojama) | arba i formules  junginiy
alkoholiniy ir amino funkciniy grupiy acetato, formiato arba benzoato dariniai;
| arba Il formulés junginiy alkoholiniy ‘funkciniu‘ grupiy fosfato esteriai,
dimetilglicino esteriai, aminoalkilbenzilo esteriai, aminoalkilo esteriai ir
karboksialkilo esteriai; ir pan. Papildomais pavyzdziais yra junginiai, kuriuose
sujungiamos | arba |l formulés junginiy dvi hidroksilo grupes, susidarant
epoksidui; -OCH,SCH,0-; -OC(=0)0-; -OCH,0-; -0OC(=S)0-;
OC(=0)C(=0)0-; -OC(CH3)0-; -OC((CH2)aNH2) (CH3)O-;
OC(OCHj3){CH2CH2CH3)O-; arba -OS(=0)0-.

Laikoma, kad “stabilus junginys” ir “stabili struktdra” reiskia junginj,

Kuris yra pakankamai atsparus, kad islaikyty iSskyrima i$ reakcijos miSinio iki
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tinkamo grynumo laipsnio ir pagaminima efektyvaus terapinio agento
kompozicijos. Sis idradimas apima tik stabilius junginius.

Terminas “pakeistas” reiskia, kad vienas arba daugiau vandeniliy prie
iSsireigkime, kuriame naudojamas “pakeistas”, nurodyto atomo yra pakeisti
kokiomis nors i§ nurodyty grupiy rinkinio su salyga, kad nevirSijamas
nurodyto atomo normalus valentingumas ir kad toks pakeitimas duoda
stabilu junginj. Jeigu pakaitas yra ketogrupe (t.y. =0), tada prie to atomo yra
pakeisti 2 vandeniliai.

“Terapi$kai efektyvus kiekis” reiSkia tokj Sio iSradimo junginio kiekj
arba junginiy derinio kiek], kuris apibréZiamas kaip efektyviai inhibuojantis
subjekto ZIV infekcijg arba gydantis ZIV infekcijos simptomus. Pageidautina,
kai junginiy derinys bty sinergetinis derinys. Sinergetinis efektas, kaip
aprasyta, pavyzdziui, Chou and Talalay, Adv. Enzyme Regul. 22:27-55 (1984),
yra tada, kai junginio poveikis ($iuo atveju ZIV replikacijos inhibicija),
vartojant jj derinyje, yra didesnis, nei junginiy adityvinis efektas, vartojant juos
kaip atskirus agentus. Paprastai sinergetinis efektas aiskiausiai
pademonstruojamas, imant mazesnes nei optimalios junginiu koncentracijas.
Sinergetinis efektas gali pasireiksti derinio maZesniu citotoksiSkumu,
padidintu priedvirusiniu poveikiu arba kokiu nors kitu naudingu poveikiu,
lyginant su atskirais komponentais.

Kitos iSradimo ypatybés paaidkes S tolimesnio pavyzdiniy
jgyvendinimo varianty apraSymo, Kurie dUodami igradimo iliustracijai ir jo

neapriboja.
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PAVYZDZIAI

Pavyzdziuose naudojami tokie sutrumpinimai: “°C" - Celsijaus
laipsniai, “d” - dubletas, “dd” - dvigubas dubletas, “ekv” - ekvivalentas arba
ekvivalentai, “g" - gramas arba gramai, “mg” - miligramas arba miligramai,
“ml” - mililitras arba mililitrai, “H" - vandenilis arba vandeniliai, “val.” - valanda
arba valandos, “m" - multipletas, "M" - moline koncentracija, “min."” - minuté
arba minutés, “MHz" - megahercas, “MS" - masiy spektroskopija, “BMR" -
branduoliy magnetinio rezonanso spektroskopija, “t” - tripletas ir “PSC" -

plonasluoksné chromatografija.

1 PAVYZDYS
(4R,5S,6S,7R)-Heksahidro-1-[5-(3-aminoindazol)metil]-5,6-dihidroksi-4,7-
bis[fenilmetil]-3-fenilmetil-2H-1,3-diazapin-2-ono (I) gavimas

MeOTf, DCE

@)
HN/U\NH
/’S_)\ Jinnimas su VS__) """ g
2 griztamu $aldytuwu X
Ph O><b Ph Ph d 5 Ph
1

Junginys 1 gali bti pagamintas Zinomais bldais. PavyzdZziui, junginio
1 gavimas yra parodytas Rossano et al (Tetr. Lett. 1995, 36(28), 4967, 4968),
kuris duodamas kaip literatlros Saltinis, 1 schemoje. Papildomas junginio 1
gavimo bidas parodytas US patento Nr. 5530,124, kuris duodamas kaip
literatQros Saltinis, 6 pavyzdyje." ‘

A dalis: ] junginio 1 (10,0 g; 27,3 mmol) suspensijg 1.2-dichloretane
(100 ml) pridedama metiltriflato (3,4 ml, 30 mmol). Pavirinus su griZtamu
Saldytuvu per naktj, reakcijos misinys plaunamas sociu NaHCQO3;, sociu NaCl,
dZiovinamas (Na,SQ.) ir nugarinamas, liekant 12,5 g geltonos alyvos. Po

chromatografijos per kolonéle (sparCiosios chromatografijos SiO, 25 %
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EtOAc/heksanas) gaunama 7.86 g junginio 2, Kkuris yra gelsva alyva,
iSsikristalinanti stovint (75 % i$eiga). Lyd. temp. = 97-100 °C. MH* = 381,

Me\O

O
Ph o><b \Ph

B dalis: | izokarbamido 2 (4,43 g 11,7 mmol) ir 3-ciano-4-
fluorbenzilbromido (5,00 g; 23,3 mmol) 0 °C temperatdros tirpala DMF (50
mil) pridedama NaH (60 % mineralinéje alyvoje; 140 g: 350 mmol).
SusildZius iki kambario temperatdros ir pamai$ius per naktj, reakcijos misinys
supilamas | 25 % Et;O/EtOAc. Organine fazé plaunama vandeniu {(3x), sodiu
NaCl, dziovinama (Na;SQO,) ir nugarinama, liekant geltonai alyvai. Po
chromatografijos per kolonéle (spardiosios chromatografijos SiO, 25 %
EtOAc/heksanas) gaunama 5,55 g junginio 3, kuris yra bespalvé alyva (92 %
ieiga). MH™ = 514,

C dalis: (4R,55,6S,7R)-Heksahidro-1-[(3-ciano-4-fluorfenil)metil]-5,8-
O-izopropiliden-4,7-bis—(4-fenilmetil)—8-feni|metil—2H~1 3-diazapin-2-onas (4).

h/\)L
ﬁ

4
[zotiokarbamido 3 (2,78 g. 5,41 mmol) ir benzilo bromido (1,93 ml;
16,2 mmol) tirpalas acetonitrile (15 ml) virinamas su grjztamu Saldytuvu per

nakti. Reakcijos misinys nugarinamas ir chromatografuojamas per kolonéle
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(sparCiosios chromatografijos SiO2; 20 % EtOAc/heksanas); gaunama 3,02 g

4, kuris yra balta puty pavidalo medziaga (95 % i3eiga). MH* = 560.

D dalis: (4R,5S,6S,7R)-Heksahidro-1-[5-(3-aminoindazol)metil]-5,6-O-
izopropiliden-4,7-bis-(4-fenilmetil)-3-fenilmetil-2H-1,3-diazapin-2-onas (5).

0
Ph/\N/U\N

Nitrilo 4 (3,02 g; 5,13 mmol) tirpalas n-BuOH (30 ml) ir hidrazinhidratas
(6 ml) virinamas su griztamu Saldytuvu per nakti. Reakcijos misinys
supilamas | EtOAc ir plaunamas 10 % citrinos rligstimi (2x), sogiu NaCl, sodiu
NaHCO3, sociu NaCl, dziovinamas (Na,SOy), ir nugarinus lieka 3,09 g 5, kuris
yra balta puty pavidalo medziaga (100 % iSeiga). MH™ = 602.

E dalis: (4R,5S,6S,7R)-Heksahidro-1-[5-(3-aminocindazol)metil]-5,6-
dihidroksi-4,7-bis-(fenilmetil)-3-fenilmetil-2H-1,3-diazapin-2-onas (1.

Junginio 5 (3,09 g; 5,14 mmol) tirpalas 3 N HC! (10 ml) ir THF (40 mi)
maiSomas per naktj. Reakcijos misinys supilamas | EtOAc ir'plaunamas sociu
NaHCO;, sociu NaCl, dZiovinamas (Na;SO.,), ir nugarinus lieka oranziné
alyva. Po chromatografijos per kolonéle (sparciosios chromatografijos SiO,, 7
% MeOH/CH.Clz ir 0,8 % NH.OH) gaunama 2,15 g roZinés stiklo pavidalo
kietos medZiagos. Perkristalinus i§ 3:1 CH,Clo/Et,0, gaunama 1,7 g (1), kuris
yra Svelniai roZiniai kristalai; jie dziovinami giliame vakuume per naktj 85 °C

temperatiroje. Lyd. temp. 134-139 °C.
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2 PAVYZDYS
(4R,58,68,7R)-Heksahidro-1-[5-(3-aminoindazol)metil]-S,G-dihidroksi-4,7—
bis[(4-metilfenil)metil]-3-fenilmetil-2H-1,3-diazapin-2-ono (1) gavimas

A dalis: (2R,3S,4S 5R)-2,5-Bis(2,2-dimetilhidrazo)-1,6-bis(4-metilfenil)-
3,4-O-izopropilidenheksandiolis (10).

Pradinis hidrazonas gali bGti pagaminamas pagal Rossano et al (zr.3a
formule Tetr. Lett. 1995, 36(28),4967-70 4968 puslapyje), kuris duodamas
kaip literattros Saltinis.

| p-ksilena (57 ml; 464 mmol) 15 °C temperatlroje per 5 min.

sulaSinamas antr.-butillitis (95 ml; 123 mmol: 1,3 M cikloheksane). Tirpalas
atSaldomas iki -15 °C ir sulaSinamas THF (30 ml). PamaiSius 1 val.,
sulaSinamas hidrazono (10,2 g; 42 mmol) tirpalas THF (30 ml). Reakcijos
misinys pamaisomas 20 min. ir susildomas iki 0 °C. Sis tirpalas atsargiai
suskaldomas vandeniu ir ekstrahuojamés EtOAc. SumaiSyti organiniai
sluoksniai ekstrahuojami 1N HCI, ir sumaiSytos vandeninés frakcijos stipriai
pasSarminamos 50 % vandeniniu NaOH. Gautas misinys ekstrahuojamas
EtOAc, plaunamas sociu NaCl ir dZiovinamas (MgSQ.). Sumazintame slégyje
nugarinus tirpiklj, gaunamas b.is-hidrazinas 10, kuris yra alyva (19,25 g; 99
%)
"H BMR (CDCl3) 8 7,08 (s, 8H), 4,09 (s, 2H), 3,02 (t, J = 7,1 Hz, 2H), 2,67 (m,
4H), 2,31 (s, 6H), 2,17 (s, 12H), 1,43 (s, 6H); IR (KBr) v 2980, 1680, 1510,
1240 cm™; MSGMS (ESI) m/z: 455 (M+H*, 6 %), 228 (M+2H*, 100 %),
DSGMS i$skaidiuota pagal CarH4sN4O, (M+HT™) 455,3386; rasta 455,3393.
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B dalis: (2R.3S,4S,5R)-2,5-Diamino-1,6-bis(4-metilfenil)-3,4-O-

izopropilidenheksandiolis (11).

| bis-hidrazino 10 (18,64 g; 41 mmol) tirpalg metanclyje (150 ml)
pridedama Renéjaus nikelio (20 g, 50 % suspensija). | 8ig suspensija
prileidziama vandenilio (1724 kPa) ir Sildoma 100 °C temperatroje 16 val.
Suspensija at$aldoma, nufiltruojama per celitg, ir sumazintame slégyje
nugarinamas  tirpiklis. Po  chromatografijos  (silikagelis, 10 %
metanolis/CH,Clz) gaunamas diaminas 11, kuris yra alyva (12,49 g; 83 %): 'H
BMR (CDCl3) 6 7,08 (ab, Jd = 8,1 Hz, Av = 15,2 Hz, 8H), 4,01 (s, 2H), 2,94 (m,
2H), 2,77 (ABX A dalis, Jag = 13,4 Hz, Jax = 4,6 Hz, 2H), 2,51 (ABX B dalis,
Jas = 13,4 Hz, Jsx = 9,7 Hz, 2H), 2,32 (s, 6H), 1,45 (s, 6H): IR (KBr) v 2980,
2920, 1510 cm™; MSGMS (ESI) m/z; 369 (M+H™*, 16 %), 185 (M+2H"*, 100
%); DSGMS isskaiCiuota pagal CaHaNO: (M+HY) 3692542 rasta
369,2534.

C dalis: (4R,58.68.7R)—Heksah'rdro-S,6-O-izopropiliden-4,7-bis[(4-

metilfenil)metil]-2H-1,3-diazapin-2-onas (12).
O

Me
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| diamino 11 (12,48 g; 33,9 mmol) tirpalg 1,1,2,2-tetrachloretane (130
ml) pridedama 1,1’-karbonildiimidazolo (5,67 g. 35 mmol). Po 10 min. S§is
tirpalas per 45 min. sulasSinamas j 1,1,2,2-tetrachloretang (600 mi) virinant su
griztamu Saldytuvu. Tirpalas atSaldomas, plaunamas vandeniu, sociu NaCl ir
dziovinamas (MgSQ.). SumazZintame slégyje nugarinamas tirpiklis, liekana
chromatografuojama (silikagelis, 33 % etilacetatas/heksanas), po to
perkristalinama (etilacetatas/heksanas), ir gaunamas ciklinis karbamidas 12,
kuris yra balta kieta medziaga (6,18 g; 46 %): lyd. temp. 228-230 °C; 'H BMR
(CDCl3) 8 7,12 (pl.s, 8H), 4,93 (d, J = 6,2 Hz, 2H), 4,25 (s, 2H), 3,50 (m, 2H),
3,01 (apytikris d, J = 13,2 Hz, 2H), 2,78 (apytikris t, J = 11,8 Hz, 2H), 2,33 (s,
6H), 1,54 (s, 6H); IR (KBr) v 3260, 2930, 1670, 1090 cm™'; MSGMS (ESI) m/z:
395 (M+H*, 100 %); DSGMS i3skaiGiuota pagal CaHaN:Os (M+HY)
395,2335; rasta 395,2333.

D dalis: (4R.5S,6S,7R)-Heksahidro-5,6-O-izopropiliden-4,7-bis[(4-
metilfenil)metil]-1-feniimetil-2H-1,3-diazapin-2-onas (13).
0

>< Me
13 .

| ciklinio karbamido 12 (3,0 g; 7.6 mmol) ir benzilo bromido (1,59 g.
9,3 mmol) tirpalg THF (300 ml) O °C temperatroje per 30 min. sulainamas

kalio t-butoksidas (8,4 ml; 8,4 mmol, 1,0 M THF). Tirpalui leidziama susilti iki

Kambario temperatdros ir maiSoma par nakt. Reakcijos misinys
praskiedziamas soCiu NaCl ir ekstrahuojamas EtOAc. SumaiSyti organiniai
sluoksniai plaunami sociu NaCl ir dZiovinami (MgSQ.). Sumazintame slégyje
nugarinus  tirpiklj, liekana chromatografuojama (silikagelis, 25 %
etilacetatas/heksanas), ir gaunamas ciklinis karbamidas 13, kuris yra stiklo
pavidalo medziaga (2,57 g; 70 %): 'H BMR (CDCl3) § 7,28 (m, 3H), 7,15 (m,
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10H), 5,12 (d, J = 14,6 Hz, 1H), 4,88 (d, J = 6,6 Hz, 1H), 423 (m, 1H), 3,75
(m, 2H), 3,47 (m, 1H), 3,01 (m, 3H), 2,86 (d, J = 14,6 Hz, 1H), 2,66 (m, 1H),
2,37 (s, 3H), 2,34 (s, 3H), 1,45 (s, 3H), 1,40 (s, 3H); IR (KBr) v 2930, 1650,
1240, 1090 cm’; MSGMS (ESl) m/z: 485 (M+H*, 100 %); DSGMS
i$skaidiuota pagal CaiHazN2O3 (M+H™) 485,2804; rasta 485,2789.

E dalis: (4R,5S,6S,7R)-Heksahidro-1-[(3-ciano-4-fluorfenii)metil}-5,6-0O-
izopropiliden-4,7-bis[(4-metilfenil)metil]-3-fenilmetil-2H-1,3-diazapin-2-onas

(14).

14

| ciklinio karbamido 13 (2,30 g; 4,75 mmol) ir 3-ciano-4-fluorbenzilo
bromido (1,07 g, 5.0 mmol) tirpalg THF (200 ml) 0 °C temperatlroje
pridedama kalio t-butoksido (4,8 ml; 4,8 mmol, 1,0 M THF). Tirpalui leidziama
sudilti iki kambario temperatdros ir maiSoma par naktj. Reakcijos misinys
praskiedziamas sociu NaCl ir ekstrahuojamas EtOAc. SumaiSyti organiniai
sluoksniai plaunami soiu NaCl ir dziovinami (MgSQO.). Sumazintame slégyje
nugarinus  tirpiklj, liekana chromatografuojama (silikagelis, 25 %
etilacetatas/heksanas), ir gaunamas ciklinis karbamidas 14, kuris yra stiklo
pavidalo medziaga (2,43 g; 82 %): 'H BMR (CDCl3) § 7,33 (m, 5H), 7,13 (d, J
= 7.7 Hz, 4H), 6,95 (m, 7H), 4,89 (d, J = 14,3 Hz, 1H), 4,46 (d, J = 14,3 Hz.
1H), 3,97 (m. 1H), 3,78 (m, 3H), 3,65 (d, J = 14,3 Hz, 1H), 3,07 (d, J = 14,3
Hz, 1H), 2,83 (m, 4H), 2,36 (s, 3H), 2,34 (s, 3H), 1,44 (s, 3H), 1,38 (s, 3H); IR
(KBr) v 2980, 2930, 2240, 1630, 1230, cm™": CIMS (NHJ) m/z: 635 (M+NH.*,
100 %); DSGMS idskaidiuota pagal CasHaN:OsF (M+H™) 618,3132; rasta
618,311S.
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F dalis: (4R,5S,6S,7R)-Heksahidro-1-[5-(3-aminoindazol)metil]-5,6-O-
izopropiliden-4,7-bis[(4-metilfenil)metil]-3-fenilmetil-2H-1,3-diazapin-2-onas
(15).

NH

I=Z /g
pd
N

15

| ciklinio karbamido 14 (2,40 g; 3,89 mmoal) tirpalg n-butanolyje (40 ml)
pridedama hidrazino monohidrato (19,8 g; 395 mmol), ir gautas tirpalas
virinamas su grjztamu Saldytuvu per nakti. MiSinys praskiedziamas vandeniu
ir ekstrahuojamas EtOAc. Sumaidyti organiniai sluoksniai plaunami sodiu
NaCl ir dZiovinami (MgSQs). Tirpiklis nugarinamas sumazintame slégyje ir
liekana chromatografuocjama (silikagelis, 10 % metanolis/metileno chioridas);
gaunamas aminoindazolas 15, kuris yra balta kieta medZiaga (2,34 g; 95 %):
lyd. temp. 120-124 °C; 'H BMR (CDCls) § 7,25 (m, 12H), 6,97 (t, J = 7,7 Hz,
4H). 4,98 (dd, J = 14,3, 2,0 Hz, 2H), 3,80 (s, 2H), 3,76 (m, 2H), 3,27 (d, J =
14,3 Hz, 1H), 3,09 (d, J = 14,3 Hz, 1H), 2,86 (m, 4H), 2,35 (s, 6H), 1,32 (s,
6H), IR (KBr) v 3310, 2930, 1630, 1430, 1230 cm'"; CIMS (NH.) m/z: 630
(M+H*, 100 %); DSGMS i$skaidiuota pagal CagHasNsOs (M+H+) 630,3444;
rasta 630,3428.

G dalis: (4R,5S,6S,7R)-Heksahidro-1-[5-(3-aminoindazol)metil]-5,6-
dihidroksi-4,7-bis[(4-metilfenil)rhetil]-3-feni|metil-2H-1 3-diazapin-2-onas (ll).

Ciklinis karbamidas 15 (1,90 g; 3,02 mmol) istirpinamas 10 % konc.
HCI metanolyje (40 ml). Po 2 val. pridedama sotaus vandeninio Na,CQs, ir
suspensija ekstrahuojama EtOAc. Sumaisyti organiniai sluoksniai plaunami
soCiu NaCl ir dziovinami (MgSQ.). SumaZintame slégyje nugarinamas

tirpiklis, liekana chromatografuojama (silikagelis, 10 % metanolis/metileno
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chloridas) ir gaunamas norimas junginys, kuris yra balta kieta medziaga (1,71
g, 96 %): lyd. temp. 142-146 °C; 'H BMR (CDsOD) & 7.37 (s, 1H), 7,28 (m,
3H), 7,22 (s, 2H), 7,15 (m, 6H), 6,94 (m, 4H), 4,77 (d, J = 14,3 Hz, 1H), 4,72
(d, J = 14,3 Hz, 1H), 3,59 (m, 2H), 3,51 (pl.s, 2H), 3,11 (d, J = 14,3 Hz, 1H),
2,93 (m, 5H), 2,31 (pl.s, 6H); IR (KBr) v 3330, 2920, 1610, 1470, 1230 cm’’;
CIMS (NHa) m/z: 590 (M+H*, 100 %); DSGMS isskaigiuota pagal CasHaoNsOs
(M+H™) 590,3131; rasta 590,3132; Anal. (CasHasNsO3) C, H, N.

PANAUDOJIMO GALIMYBES

| ir Il formuliy junginiai pasizymi ZIV proteaze inhibuojanciu aktyvumu ir
todél yra tinkami kaip priedvirusiniai agentai ZIV infekcijos ir su ja susijusiy
ligy gydymui. | ir Il formuliy junginiai pasizymi ZIV proteaze inhibuojangiu
aktyvumu ir yra veiksmingi kaip ZIV augimo inhibitoriai. Sio iSradimo junginiy
sugebejimas inhibuoti virusy augima arba infektyvuma yra pademonstruotas
standartiniame virusu augimo arba infektyvumo teste, pavyzdziui, naudojant
Zemiau aprasyta testa.

Sio iradimo 1 ir Il formuliy junginiai taip pat tinka ZIV inhibavimui ex
vivo méginyje. kuriame yra ZIV arba kuris turéjo salytj su ZIV. Taigi $io
idradimo junginiai gali bdti naudojami ZIV inhibavimui organizmo skys&io
meéginyje (pavyzdziui, serumo arba séklos meéginyije), kuriame yra ZIV, kuris
jtariamas turintis ZIV arba Kuris turéjo salytj su ZIV.

Siame isradime pateikiami junginiai- taip pat yra tinkami naudoti kaip
standartiniai arba etaloniniai junginiai testuose arba tyrimuose, nustatant
kokio nors agento sugebéjima inhibuoti viruso klono replikacijg ir/arba ZIV
proteaze, pavyzdziui, vaisty -paie$kos programose. Taigi S$io iSradimo
junginiai gali bati naudojami kaip kontrolinis arba etaloninis junginys tokiuose
bandymuose ir kaip kokybés kontrolés standartas. Sio iSradimo junginiai gali
blti pateikiami komerciniuose rinkiniuse arba talpose, skirtose panaudoti

kaip toks standartas arba etaloninis junginys.
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Kadangi Sio isradimo junginiai pasizymi specifiSkumu ZIV proteazei,

Sio iSradimo junginiai taip pat gali bdti tinkami kaip diagnostiniai reagentai
diagnostiniuose testuose ZIV proteazei aptikti. Taigi, $ios proteazés aktyvumo
inhibavimas teste (tokiame kaip aprasyta Siame iSradime) Sio iSradimo
junginiu parodys, kad yra ZIV proteazés ir ZIV viruso.

Cia naudojami sutrumpinimai “ug” reiSkia mikrogramg, “mg" -
miligrama, “g” - grama, “wl” - mikrolitra, “ml" - mililitrg, “I” - litrg, “nM" -
nanomoling, “uM” - mikromoling, "'mM" - milimoling, “M” - moling
koncentracijas, o “nm"” - nanometrg. “Sigma” reiSkia St. Louis, MO Sigma-

Aldrich korporacija.
ZIV BRNR TYRIMAS

DNR plazmidés ir in vitro RNR transkriptai:

pDAB 72 plazmide, turinti ir gag, ir pol BH10 (bp 113-1816) sekas,
Klonuota | PTZ 19R, buvo pagaminta pagal Erickson-Viitanen et al. AIDS
Research and Human Retroviruses 1989, 5, 577. Pried generuojant j in vitro

RNR transkriptus i plazmidé buvo linearizuota Bam HI, naudojant Riboprobe
Gemini sistemos |l rinkinj (Promega) su T7 RNR polimeraze. Sintezuota RNR
buvo gryninama veikiant RNAzés neturinCia DNAze (Promega), ekstrahuojant
fenoliu-chloroformu ir nusodinant etanoliu. RNR transkriptai buvo istirpinami
vandenyje ir laikomi -70 °C temperatdroje. RNR koncentracija nustatoma i§

Ao,

Méginiai:

Po sintezés Applied Bioéystems (Foster City, CA) DNR sintezatoriumi,
prijungiant bioting prie oligonukleotido 5 galo, panaudojant Cocuzza, Tet.
Lett. 1989, 30, 6287 biotin-fosforamiditinj reagentg, biotinilinti tiriamieji
meginiai buvo gryninami didelio slégio skys¢iu chromatografijos (HPLC)
metodu. gag biotinilintas tiriamasis meginys (5-biotin-
CTAGCTCCCTGCTTGCCCATACTA 3') buvo komplementarus HXB2 889-912

nukleotidams, o pol biotinilintas tiriamasis meginys  (5'-biotin-
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CCCTATCATTTTTGGTTTCCAT 3') buvo komplementarus HXB2 2374-2395
nukleotidams. Su 3armine fosfataze konjuguoti oligonukleotidai, naudojami
kaip kontrolinis meginys, buvo pagaminti panaudojant Syngene (San Diego,
CA). pol kontrolinis méginys (5 CTGTCTTACTTTGATAAAACCTC 3') buvo
komplementarus HXB2 2403-2425 nukleotidams. gag kontrolinis meginys (5'
CCCAGTATTTGTCTACAGCCTTCT 3’) buvo komplementarus HXB2 950-973
nukleotidams. Visos nukleotidy padeétys yra tokios kaip Genbank Genetic
Sequence Data Bank'e, kas buvo nustatyta panaudojant Genetics Computer
Group Sequence Analysis programinj paketg (Devereau Nucleic Acids
Research 1984, 712, 387). Kontroliniai méginiai buvo pagaminti kaip 0,5 uM
ruoSiniai 2 x SSC (0,3 M NaCl, 0,03 M natrio citrato), 0,05 M Tris pH 8,8, 1
mg/ml BSA. Biotinilinti tiriamieji meéginiai buvo pagaminti kaip 100 uM

ruosiniai vandenyje.

Streptavidinu padengtos plok3telés:

Streptavidinu padengtos ploksteles buvo gautos i§ Du Pont

Biotechnology Systems (Boston, MA).

Lastelés ir virusy ruosiniai:

MT-2 ir MT-4 lgsteles buvo laikomos RPM! 1640, | Kurig pridéta 5 %
fetalinio verSiuko serumo (FCS) MT-2 Igsteliy atveju arba 10 % FCS MT-4
lgsteliy atveju, 2 mM L-glutamino ir 50 ug/m! gentamicino (visi reagentai i3
Gibco). ZIV-1 RF buvo dauginamas MT-4 Igstelese toje pacioje terpéje.
Virusy ruoSiniai buvo pagaminti, praéjus mazdaug 10 dieny po MT-4 lasteliy
Umios infekcijos, ir laikomi kaip alikvotos -70 °C temperatdroje. ZIV-1 (RF)
ruoSiniy infekcijos titrai buv.c'v 1-3x10” PFU (ploksteles  suformuojanciu

vienetu‘)/ml/. kurie buvo iSmatuoti, panaudojant ploksteliy testg su MT-2

lastelemis (Zr. toliau). Kiekviena panaudota infekcijai viruso ruosinio alikvuota,
buvo atSildoma tik vieng karta.

Priedvirusinio efektyvumo jvertinimui lastelés, kurios bus infekuojamos,
buvo perkultivuotos vieng dieng prie$ infekcijg. Infekcijos dieng Igstelés buvo
resuspenduoctos imant 5x10° Igsteliy/ml RPMI, 5 % FCS tdrinés infekcijos
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atveju arba imant 2x10° Iasteliu/ml Dulbecco modifikuotoje Eagles terpéje su
5 % FCS mikrotitro ploksteléms infekuoti. Pridedama viruso ir kultivuojama 3

dienas 37 °C temperatdroje.

ZIV BNR tyrimas:
Lasteliy lizatai arba iSgryninta RNR 3M arba 5M GED buvo sumaisyta

su 5M GED ir tiriamuoju meéginiu, gaunant 3M galuting guanidinio

izotiocianato koncentracijg ir 30 nM galutineg biotino oligonukiectido
koncentracijg. Hibridizacija buvo vykdoma uZdarose U pavidalo dugng
turin€iose 96 duobudiy audiniy kultdry plokstelése (Nunc arba Costar) 16-20
val. 37 °C temperatiroje. RNR hibridizacijos reakciju misiniai buvo praskiesti
3 Kkartus dejonizuotu vandeniu iki 1M galutinés guanidinio izotiocianato
kKoncentracijos ir paimtos alikvotos (150 ul) supilstytos | streptavidinu
padengtas mikrotitro ploksteliy duobutes. Tiriamojo meéginio ir tiriamojo
meginio-BNR hibrido susiriSimui su imobilizuotu streptavidinu buvo leidziama
vykti 2 val. kambario temperatlroje, po to plokstelés buvo plaunamos 6
kartus DuPont ELISA ploksteliy plovimo buferiu (fosfatinis buferis su NaCl
(PBS), 0,05 % Tween 20). Antroji Kontrolinio meginio hibridizacija su
imobilizuotu tiriamojo meginio ir hibridizuotos tiriamosios RNR kompleksu
~ buvo vykdoma perplautoje, straptavidinu padengtoje duobutéje, pridedant
120 pl hibridizacijos miSinio, kuriame yra 4xSSC, 0,66 % Triton'o X 100, 6,66
% dejonizuoto formamido, 1 mg/ml BSA ir 5 nM Kontrolinio méginio. Po 1 val.
hibridizacijos 37 °C temperatlroje plokstelés vél plaunamos 6 Kkartus.
Imobilizuotos Sarminés fosfatazes aktyvumas buvo nustatomas pridedant 100
ul 0,2 mM 4-meti!umbeliferilfosfato (MUBP. JBL Scientific) 6 buferyje (2,5 M
dietanolaminas, pH 8,9 (JBL Scientific), 10 mM MgCl,, 5 mM cinko acetato
dihidratas ir 5 mM N-hidroksietiletilendiamintriacto rlgstis). Plokstelés buvo
inkubuojamos 37 °C temperatlroje. Fluorescencija matuojama esant 450 nm
bangos ilgiui mikroploksteliy fluorimetru (Dynateck), Zadinant 365 nm bangos

ilgio Sviesa.



23
LT 4676 B

Mikroplokételiu testu paremtas junginio jvertinimas bandyme su ZIV-1

infekuotomis MT-2 lastelémis
Tiriamieji junginiai buvo iStirpinti DMSO ir praskiesta kultivavimo terpe

iki dvigubai didesnés uZ testuojamag koncentracijos (maksimali DMSO
koncentracija yra 2 %). Po to junginio trigubi serijiniai praskiedimai
kultivavimo terpéje atliekami tiesiogiai mikrotitro plokstelése (Nunc) su U
pavidalo dugnais. Praskiedus junginj, pridedama MT-2 Igsteliy (50 pl), kad
galutiné koncentracija bty 5x10° Iagsteliu/mi (1x10° lasteliu/duobutéje).
Lastelés inkubuojamos su junginiais 30 minuciu 37 °C temperatlroje CO;
inkubatoriuje. Priedvirusinio poveikio jvertinimui | Kultivavimo duobutes,
kuriose yra lastelés ir atitinkamai praskiesti tiriamieji junginiai, pridedama
atitinkamai praskiesto ZIV-1 (RF) viruso ruodinio (50 upl). Galutinis tdris
kiekvienoje duobutéje yra 200 ul. AStuonios duobutés kiekvienoje ploksteléje
buvo neuzkrediamos, vietoj viruso pridedant 50 ul terpes, o astuonios
duobutés buvo uzkreCiamos nepridedant priedvirusinio junginio. Junginio
toksiSkumo  jvertinimui  buvo  Kkultivuojamos  lygiagreCios  plokstelés
neuzkrestos virusu.

Po 38 dienu kultivavimo 37 °C temperatlroje drégnoje kameroje,
esandioje CO, inkubatoriaus viduje, i§ ZIV uzkréstu ploksteliy isimamas
midinys, paliekant po 25 ul terpés duobutéje. | kiekvienoje duobutéje
esancias Igsteles ir likusig terpg pridedama 37 ul 5M GED turincio biotinilinto
tiiamojo méginio, kad bty 3M GED ir 30 nm tiriamojo méginio galutinés
koncentracijos. Tiriamojo meginio hibridiazcija su ZIV RNR Igsteliu lizate buvo
vykdoma toje pacioje mikroploksteles duobutéje, naudojamoje viruso
Kultivavimui, uZsandarinant plokstele ploksteliy sandarikliu (Costar) ir
inkubuojant 16-20 val. 37 °C témperatoros inkubatoriuje. Po to | kiekvieng
duobute pridedama distiliuoto vandens, praskiedziant hibridizacijos reakcijos
misinj tris Kartus, ir Sio praskiesto misinio 150 ul jpitama | streptavidinu
padengta mikrotitro plokstele. ZIV RNR kiekis nustatomas auk3Ciau apradytu
metodu. Norint nustatyti virusinés RNR Kieki, gautg infekcijos metu, kiekvienai

mikrotitro plokStelei nustatoma standartiné kreive, gaunama pridedant
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Zinomus pDAB 72 in vitro RNR transkripto kiekius | duobutes, kuriose yra
lizuotos neinfekuotos Igsteles.

Norint standartizuoti viruso inokulianta, naudojama jvertinant junginio
priesvirusinj aktyvuma, buvo pasirinkti viruso praskiedimai, kurie duoda ICg
(junginio koncentracija, kurios reikia, kad ZIV RNR kiekis sumazéty 90 %)
reiksme 0,2 pg/ml dideoksicitidino (ddC). 1Cg reikdmeés kitiems
priedvirusiniams junginiams, kurie yra daugiau arba maziau veiksmingi uz
ddC, buvo gaunamos naudojant keletg ZIV-1 (RF) ruosiniy pagal S$ia
metodika. Si viruso koncentracija atitiko = 3x10° PFU (idmatuota pagal
ploksteliy testg su MT-2 Igstelemis) tiriamajai duobutei ir paprastai dave apie
75 % virusinés RNR maksimalaus Kiekio, gaunamo esant bet kokiam
virusiniam inokuliatui. ZIV RNR testui ICgo reik$més buvo nustatomos i$ gryno
signalo (infekuoty Igsteliy méginiy signalas minus neinfekuoty méginiy
signalas) procentinio sumazéjimo RNR teste, palyginus su grynu infekuoty
nepaveikty lgsteliy signalu toje pacioje kultivavimo ploksteléje (8 duobuciy
vidurkis). Apie atskiry infekciju ir RNR testy realizavimo reikSminguma buvo
sprendziama remiantis trimis kriterijais. Buvo reikalaujama, kad virusiné
infekcija duotu RNR testo signalg lygu arba didesnj nei signalas, gaunamas
imant 2 ng pDAB 72 in vitro RNR transkripto. ddC lgo rikSme, nustatyta
Kiekvienama bandyme turi bdti tarp 0,1 ir 0,3 ug/mi. Pagaliau virusinés RNR,
produkuotos esant efektyviam proteazés inhibitoriui, Kiekis ties plato turi bati
mazesnis nei 10 % kiekio, gaunamo neinhibuotos infekcijoé atveju. Junginys
buvo laikomas aktyviu, jei buvo nustatyta, kad jo ICg yra mazesne uz 1 uM.

PrieSvirusinio veiksmingumo testuose visos manipuliacijos mikrotitro
plokstelese, pridejus i$ pradZiy 2x didesnes junginio tirpalo koncentracijas |
atskirg duobuciu eilute, buvo vyvkdomos naudojant Perkin Elmer/Cetus

ProPette.

DOZES IR VAISTINES FORMOS

Sio isradimo priedvirusiniai junginiai gali bdti vartojami virusiniu

infekciju gydymui bet kokiais bldais, kurie duoda veikliojo agento kontaktg



25 LT 4676 B

su agento veikimo vieta, t.y. virusine proteaze, Zinduolio organizme. Jie gali
bdti vartojami bet kokiais jprastais vaistams vartoti tinkamais budais arba kaip
individualls terapiniai agentai, arba terapiniy agenty derinyje. Jie gali bdti
vartojami vieni, bet geriausia juos vartoti su farmaciniu nesikliu, pasirenkamu
remiantis pasirinktu vartojimu bddu ir jprasta farmacine paktika.

Aisku, kad vartojamos dozés turi priklausyti nuo Zinomuy faktoriy, tokiu
kaip konkretaus agento farmakodinaminés charakteristikos ir jo vartojimo
bldas, recipiento amzius, sveikatos stovis ir svoris, simptomy prigimtis ir
laipsnis; konkurentinio gydymo rGsSis; gydymo daznis ir norimas efektas.
Galima laukti, kad veikliojo ingrediento dienos dozé bus nuo mazdaug 0,001
iki mazdaug 1000 mg kilogramui kGno maseés, tinkamiausioms dozéms esant
0,1-30 mg/kg ribose.

Vartojimui tinkamy kompoziciju dozuotose formose yra nuo mazdaug
1 mg iki maZdaug 100 mg veikliojo ingrediento dozuotame vienete. Siose
vaistinése kompozicijose veikliojo ingrediento Kkiekis paprastai sudaro
mazdaug 0,5-95 % bendros kompozicijos masés. Veiklusis ingredientas gali
bati vartojamas peroraliniu bldu kiety dozuoty formy, kaip antai kapsuliy,
tablediy ir milteliu, pavidalu arba skysty dozuoty formy, kaip antai eleksyru,
sirupy ir suspensijy, pavidalu. Jis taip pat gali bati vartojamas ir parenteriniu
budu steriliu skystu dozuoty formy pavidalu.

Zelatinos kapsulése yra veikiusis ingredientas ir milteliy pavidalo
nesikliai, kaip antai laktoze, krakmolas, celiuliozés dariniai, magnio stearatas,
stearino ragstis ir pan. Panasds skiedikliai gali bdti naudojami gaminant
presuotas tabletes. Ir tabletes, ir kapsulés gali buti pagaminamos kaip
prolonguoto veikimo produktgi, suteikiantys galimybe iSsiskirti veikliajai
medZiagai valandy bégyje. Presuotos tabletés gali bti padengiamos
cukrumi arba plévele, norint paslépti nemalonu skoni ir apsaugoti tablete nuo
atmosferos poveikio, arba padengiamos enteriniu apvalkalu, norint gauti
selektyvy suirimg virdkinimo trakte. Peroralinio vartojimo skystose dozuotose
formose, norint padidinti ju priimtinumg pacientui, gali bGti spalvg ir skonj

suteikianciy medziagu.
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Parenteriniy tirpaly atveju tinkamais neSikliais paprastai yra vanduo,
tinkamas aliejus, fiziologinis druskos tirpalas, vandenineé dekstroze (gliukozé)
ir giminingy cukry tirpalai, bei glikoliai, kaip antai propileno glikolis arba
polietilenglikoliai. Parenterinio vartojimo tirpaluose paprastai yra vandenyje
tirpi veikliojo ingrediento druska, tinkami stabilizavimo agentai ir, jeigu reikia,
buferio medziagos. Tinkamais stabilizavimo agentais yra antioksidantai, kaip
antai ragstusis natrio sulfitas, natrio sulfitas arba askorbo ragstis, vieni arba ju
deriniai. Taip pat naudojama citrinas rugstis ir jos druskos bei natrio EDTA.
Be to, parenteriniuose tirpaluose gali biti apsaugos medziagos, kaip antai
benzalkonio chloridas, metil- arba propil-parabenas ir chlorbutanolis. Tinkami
farmaciniai nesikliai yra apradyti Remington’s Pharmaceutical Sciences,
supra, kuris yra standartinis Sios srities literatlros $altinis.

Toliau parodytos tinkamos vartoti Sio iSradimo junginiu farmacinés

dozuotos formos:

Kapsulés
Daug vienetiniy kapsuliy gali bdti pagaminama uZpildant standartines

dvipuses kietos Zelatinos kapsules, | kievieng juy jpilant 100 mg veikliojo
ingrediento milteliy, 150 mg laktozés, 50 mg celiuliozés ir 6 mg magnio

stearato.

Minkstos Zelatinos kapsulés

Gali blti pagaminamas veikliojo ingrediento miSinys maistiniame
aliejuje, kaip antai sojos pupeliy aliejuje, medvilnés séklu aliejuje arba alyvu
aliejuje, ir suleidZziamas teigiamo postUmio siurbliu | Zelating, pagaminant
minkstas Zelatinos kapsules, kuriose yra 100 mg veikliojo ingrediento. Po to

tokios kapéulés turi bati plaunamos ir dziovinamos.

Tabletés
Daug tableCiy gai bati pagaminama pagal jprastas metodikas taip, kad
dozuotame vienete baty 100 mg veikliojo ingrediento, 0,2 mg koloidinio silicio

dioksido, 5 mg magnio stearato, 275 mg mikrokristalinés celiuliozes, 11 mg
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krakmolo ir 98,8 mg laktozés. Priimtinumo padidinimui arba norint suteikti

uzdelsta absorbcijg tabletés gali bati atitinkamai padengiamos.

Suspensijos
Vandeninés peroralinio vartojimo suspensijos gali bti pagaminamas

taip, kad ju 5 ml taryje bty 25 mg smulkiai susmulkinto veikliojo ingrediento,
200 mg natrio karbometilceliuliozés, 5 mg natrio benzoato, 1,0 g sorbitolio

tirpalo (U.S.P) ir 0,025 g vanilino.

Tirpalas injekcijoms
Injekcijoms tinkama parenteriné kompozicija gali bti pagaminama

maisant 1,5 mases % veikliojo ingrediento 10 tlrio % propileno glikolyje ir

vandenyje. Sis tirpalas sterilizuojamas pagal jprastas metodikas.
(a) ir (o) KOMPONENTU DERINYS

Kiekvienas Sio iSradimo agentas nepriklausomai gali bti bet kokioje
dozuotoje formoje, tokioje Kaip apraSyta aukscCiau, ir taip pat gali bati
vartojamas jvairiais bldais kaip apraSyta auksciau. Tolimesniame apraSyme
laikoma, kad komponentas (b) atitinka vieng arba daugiau auksciau aprasyty
agenty. Taigi, jeigu komponentai (a) ir (b) turi bdti traktuojami kaip tas pats
Komponentas arba nepriklausomai vienas nuo Kkito, kiekvienas (b)
komponento agentas taip pat gali buti traktuojamas kaip tas pats arba
nepriklausomai vienas nuo kito.

Sio idradimo (a) ir (b) komponentai gali bati sudedami kartu viename
dozuotame vienete (t.y. sudéti .vienoje kapsuléje, tabletéje, miltelyje, skystyje
ir t.t.) kaip produktas-derinys. Jeigu (a) ir (b) komponentai néra sumaisyti
kartu viename dozuotame vienete, (a) komponentas gali buti vartojamas tuo
paciu metu kaip ir (b) komponentas arba bet kokia tvarka; pavyzdziui, $io
iSradimo (a) komponentas gali bdti vartojamas pirmas, o po to vartojamas (b)
komponentas, arba jie gali bdti vartojami atvirkSCia tvarka. Jeigu (b)

komponente yra daugiau nei vienas agentas, pvz. vienas AT inhibitorius ir



o8 LT 4676 B

vienas proteazés inhibitorius, Sie agentai gali bGti vartojami kartu arba bet
kokia tvarka. Jeigu vartojama ne vienu metu, geriausia (a) ir (b) komponentus
vartoti maziau nei vienos valandos bégyje vieng nuo kito. Tinkamiausias (a) ir
(b) komponenty vartojimo bldas yra peroralinis. Cia naudojami terminai
“peroralinis agentas”, “peroralinis inhibitorius”, “peroralinis junginys” arba
pan. reiSkia junginius, kurie gali bati vartojami peroraliniu badu. Nors
pageidautina, kad (a) ir (b) komponentai bty vartojami tuo padiu bddu (t.y.,
pavyzdziui, abu peroraliniu bldu) arba dozuota forma, jeigu norima, jie gali
bOti vartojami skirtingais bldais (t.y. vienas produkto-derinio komponentas
gali blti vartojamas peroraliniu bddu, o antrasis komponentas gali bdti
vartojamas intraveniniu bddu) arba dozuotomis formomis.

Patyrusiam gydytojui-praktikui bus aisku, kad dozés tokioje Sio
isradimo kombinuotoje terapijoje gali kisti priklausomai nuo jvairiy faktoriu,
tokiy kaip konkretaus agento farmakodinaminés charakteristikos ir jo
vartojimo bldas bei forma, recipiento amzius, sveikatos stovis ir svoris,
simptomuy prigimtis ir laipsnis, konkurentinio gydymo risis, gydymo daznis ir
norimas efektas, kaip apradyta auksCiau.Tinkamas Sio idradimo (a) ir (b)
komponenty dozes nesunkiai nustatys patyres gydytojas-praktikas remiantis
Siuo apraSymu. Pagal bendrus nurodymus tipidka kiekvieno komponento
dienos doze gali biti mazdaug 100 mg - 1,5 g. Jegu (b) komponentas yra
daugiau nei vienas junginys, tada tipika kiekvieno (b) komponento agento
dienos dozé gali bdti mazdaug 100 mg - '1'.5 g. Pagal bendrus nurodymus,
jeigu (a) komponento ir (b) komponento junginiai yra vartojami derinyje,
kKiekvieno komponento dozés gali bdti sumaZintos maZdaug 70-80 %,
lyginant su jprasta komponento doze, kai jis vartojamas vienas Kaip atskiras
agentas ZIV infekcijai gydyt.

Sio iradimo produktai-deriniai gali bati pagaminami taip, kad nors
veiklieji ingredientai yra sukomponuoti viename dozuotame vienete, fizinis
kontaktas tarp veikliujy ingedienty yra minimizuotas. Norint minimizuoti
kontakta, pavyzdziui, kai produktas yra vartojamas peroraliniu bddu, vienas
veiklusis ingredientas gali bti padengiamas enteriniu apvalkalu. Padengus

vieng iS veikliujy ingredienty enteriniu apvalkalu, galima ne tik minimizuoti
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kontaktg tarp derinio veikliujy ingredientu, bet taip pat ir kontroliuoti vieno i$
8iy komponenty iSsiskyrimg virskinimo trakte taip, kad vienas i§ Siy
komponenty neiSsiskirs skrandyje, bet iSsiskirs zarnyne.

Kitame $io iSradimo jgyvendinimo variante, kuriame yra pageidautinas
peroralinis vartojimas, pateikiamas produktas-derinys, kurio vienas veiklusis
ingredientas yra padengtas prolonguotyg iSsiskyrima suteikiancia medziaga,
uztikrinancia prolonguotg iSsiskyrimg per visg virdkinimo trakta, ir taip pat
tarnaujancia fizinio kontakto tarp derinio veikliuju ingredientuy minimizavimui.
Be to, prolonguoto iSsiskyrimo komponentas gali bUti padengtas dar ir
enteriniu apvalkalu, kad 3io komponento iSsiskyrimas bty tik Zarnyne. Dar
viena strategija galéetu apimti produkto-derinio vaistine formg, kurioje vienas
komponentas yra padengtas prolonguoto iSsiskyrimo medziaga ir/arba
enterinio i3siskyrimo polimeru, o antrasis komponentas yra taip pat
padengtas polimeru, tokiu kaip mazo klampumo hidroksipropilmetilceliulioze
arba kita Sioje srityje Zinoma atitinkama medziaga, norint dar geriau atskirti
veikliuosius komponentus. Padengimas polimerais sukuria papildoma barjerg
sgveikai su kitu komponentu. Kiekvienoje vaistinéje formoje, kurigje
apsaugoma nuo kontakto tarp (a) ir (b) komponenty dél padengimo arba dél
kokios nors kitos medzZiagos, taip pat galima apsaugoti ir nuo (b)
komponento atskiry agenty kontakto.

Sio isradimo produkty-deriniy dozuotos formos, kuriose vienas
veiklusis ingredientas yra padengtas enteriniu apvalkalu, gali bt tablediu
formos, kuriose enteriniu apvalkalu padengtasis komponentas ir kitas
veiklusis ingredientas yra sumaisyti ir po to supresuoti j tablete, arba kuriose
enteriniu apvalkalu padengtasjs komponentas yra supresuotas viename
tabletés sluoksnyje, o antrasis veiklusis ihgredientas yra supresuotas kitame
sluoksnyje. Esant reikalui, norint dar labiau atskirti Siuos abu sluoksnius, gali
buti vienas arba daugiau placebo sluoksniy taip, kad tarp veikliyju
ingredienty sluoksniy yra placebo sluoksnis. Be to, Sio iSradimo dozuotos
formos gali bati kapsulés, kuriose vienas veiklusis ingredientas yra
supresuotas | tablete arba daugelio mikrotableciy, dalely, granuliy arba

apsaugoty daleliy formoje, kurios yra padengtos enteriniu apvalkalu. Tokios
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enteriniu apvalkalu padengtos mikrotabletés, daleles, granules arba
apsaugotos dalelés yra sudedamos | kapsule arba jpresucjamos | kapsulg
granuliuojant antrajj veiklyjj ingredienta.

Remiantis Siuo aprasymu Sie ir kiti kontakto tarp produkto-derinio
komponenty, kai vartojama atskiroje dozuotoje formoje arba vartojama
atskiry formy pavidalu, bet tuo padiu metu arba tuo padiu bldu Kkartu,
minimizavimo bldai yra nesunkiai suprantami Sios srities specialistams.

Sis isradimas taip pat apima ZIV infekcijai gydyti tinkan&ius
farmacinius rinkinius, kuriuose yra farmacinés kompozicijos, turinCios (a)
komponento junginio ir vieno arba daugiau (b) komponento junginiy,
terapiskai efektyvus kiekis vienoje arba keliose steriliose talpose. Sios talpos
gali bati sterilizuojamos panaudojant jprasta, specialistams gerai zinomg
sterilizavimo metodikg. Komponentas (a) ir komponentas (b) gali bdti toje
pacioje sterilioje talpoje arba atskirose steriliose talpose. Sterilios medzZiagu
talpos gali blti atskiros talpos arba, jeigu pageidaujama, viena arba daugiau
talpy, susidedanciy i$ keliy skyriy. Komponentas (a) ir komponentas (b) gali
bati atskiri arba fiziSkai sujungti | vieng dozuotg formg arba vieneta, kaip
apradyta aukSciau. | tokius rinkinius, jeigu pageidaujama, gali jeiti dar ir
vienas arba daugiau jvairiy jprasty farmaciniy rinkiniy komponenty, tokiy
Kaip, pavyzdZiui, vienas arba daugiau farmacisSkai tinkamy nesikliu,
papildomu indu komponentams sumaisyti ir tt, kas yra nesunkiai
suprantama $ios srities specialistams. | rinkinj taip pat gali jeiti instrukcijos
(arba Kaip jdeétiniai lapeliai, arba kaip etiketés), nurodancios vartojamy
komponentu Kiekius, kaip vartoti vaistg ir/arba nurodymus kaip sumaisyti
komponentus. A

Savaime suprantama, kad auk3&iau duoty patarimy pagrindu yra
galimos |jvairios 3Sio iSradimo modifikacijos. Todél turi bGti suprantama, kad
toliau duodamos apibrézties ribose Sis iSradimas gali bati jgyvendinamas ir

Kitaip nei Cia konkreciai aprasyta.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Junginys, kurio formule | arba Il:

jo farmaciskai tinkama druska arba jo provaisto forma.

2. Junginys pagal 1 punktg, besiskiriantis tuo, kad jo formulé
yral.

3. Junginys pagal 1 punktg, besiskiriantis tuo, kad jo formulé
yra ll.

4, Farmaciné kompozicija, besiskirianti tuo, kad | ja ieina
farmaciskai tinkamas nesiklis ir junginio pagal 1 punkta arba jo farmaciskai
tinkamos druskos, arba jo provaisto formos terapiskai efektyvus kiekis.

5. Kompozicija pagal 4 punktg, besiskirianti tuo, kad joje yra |
formulés junginys.

6. Kompozicija pagal 4 punkta, besiskirianti tuo, kad joje yrall
formules junginys.

7. Junginys, kurio formule | arba Il

NH,
Q
NH
1, \
Ph/\N/U\ /\[I< N

N N\ N

"l,\ N/

Ph P H

HO OH Ph

| 0 CH,

arba jo farmaciskai tinkama druska, arba jo provaisto forma, skirta panaudoti

ZIV infekcijos gydymui.
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8. Junginys pagal 7 punktg, besiskiriantis tuo, kad junginio
formulé yra l.

9. Junginys pagal 7 punkta, besiskiriantis tuo, kad junginio
formule yra Il

10. Derinys i$ junginio, kurio formule | arba il

Ph™ N

CH,

arba jo farmacidkai tinkamos druskos, arba jo provaisto formos ir bent vieno
junginio, pasirinkto i$ grupés, susidedandios i$ ZIV atvirkstinés transkriptazeés
inhibitoriaus ir ZIV proteazés inhibitoriaus, skirtas panaudoti ZIV infekcijos
gydymui.

11. Derinys pagal 10 punktg, besiskiriantis tuo, kad junginio
formulé yra |.

12. Derinys pagal 10 punktg, besiskiriantis tuo, kad junginio
formule yra il.

13. Derinys pagal 10 punktg, besiskiriantis tuo, kad
atvirkstinés  transkriptazés inhibitorius.- yra nukleozidinis atvirkstines
transkriptazés inhibitorius.

14. Derinys pagal 13 punktg, besiskiriantis tuo, kad
nukleozidinj atvirkstinés transkriptazés inhibitoriy pasirenka i AZT, 3TC, ddl,
ddC ir d4T, o proteazés ihﬁibitoriq pasirenka i§ sakvinaviro, ritonaviro,
indinaviro, VX-478, nelfinaviro, KNI-272, CGF-61755 ir U-103017.

15. Derinys pagal 14 punkta, besiskiriantis tuo, kad
nukleozidinj atvirkstinés transkriptazés inhibitoriu pasirenka is AZT ir 3TC, o
proteazeés inhibitoriy pasirenka i$ sakvinaviro, ritonaviro ir indinaviro.

16. Derinys pagal 15 punktg, besiskiriantis tuo, kad

nukleozidinis atvirkstines transkriptazes inhibitorius yra AZT.
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17. Derinys pagal 15 punkta, besiskiriantis tuo, kad proteazes
inhibitorius yra indinaviras.

18. Farmacinis rinkinys, tinkantis ZIV infekcijai gydyti, besiski
-riantis tuo, kad jis susideda i$ terapiskai efektyvaus kiekio:

(a) junginio pagal 1 punktg ir

(b) bent vieno junginio, pasirinkto i grupés, susidedandios i§ ZIV
atvirkstinés transkriptazeés inhibitoriaus ir ZIV proteazés inhibitoriaus,
esanciy vienoje arba daugiau steriliy talpy.

19. Rinkinys pagal 18 punktg, besiskiriantis tuo, kad (a)
komponentas yra | formulés junginys.

20. Rinkinys pagal 18 punktg, besiskiriantis tuo, kad (a)

Komponentas yra Il formules junginys.
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