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(57) Kivonat

A talalmany (1/1) képletl vegylletre, sztereoizomerjére
és gyogyaszatilag elfogadhatd soikra vonatkozik. A ta-
lalméany targya tovabba a vegylletet és gyogyaszatilag

OH

A leiras terjedelme 26 oldal (ezen belill 5 lap dbra)

elfogadhatd vivéanyagot tartalmazd gydgyaszati ké-
szitmény, valamint a vegyllet alkalmazasa HIV-pro-
teaz gatlasara szolgald gydgyszer eléallitaséra.
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A taldlmany Uj kémiai vegyiiletekre vonatkozik, ame-
lyek hasznosak HIV-proteaz gatlasa tekintetében. A ta-
l&lmany tovabba ilyen vegyiiletek virusellenes szerként
valé alkalmazasara is vonatkozik.

A szerzett immunhianyos allapot (AIDS) viszonylag
nem tll régen felismert betegség vagy allapot. Az AIDS
a szervezet immunrendszerének fokozatos leromlasat,
valamint a kdzponti és periférias idegrendszer fokozé-
dé karosodasat okozza. Az 1980-as évek kezdetén tor-
tént felismerése Sta az AIDS gyorsan terjedt, és mara a
népesség viszonylag karlatozott részében jarvanyos
aranyokat ért el. Széles kori kutatdsok eredményeként
felismerték, hogy a betegségért a human T-limfotrop
retrovirus Ill (HTLV-III) a felelds, amit djabban a hu-
man immunhianyt eléidézé virusként vagy HIV-ként je-
I6ltek.

A HIV a retrovirusokként ismert virusok osztalyaba
tartozik. A retrovirus genomjat olyan RNS alkotja,
amely reverz atiras utjan DNS-sé konvertalddik. A ret-
rovirusnak ez a DNS-e stabilan beéplil a gazdasejtek
kromoszdmajaba, és — a gazdasejtek replikacids folya-
matai révén — Uj retrovirusrészecskéket termel, és a
fertdzést mas sejtekre is atviszi. A HIV kllonds affini-
tast mutat a human T-4 limfocitasejthez, amely életfon-
tossagl szerepet jatszik a test immunrendszerében. E
fehér vértestsejtek HIV-fertézése csokkenti ezt a sejt-
populaciot. Esetenként az immunrendszer mikddés-
képtelenné és kiilonbdzd betegségekkel, igy tdbbek
kdzétt a Kaposi-szarkdmaval és a nyirokrendszeri rak-
kal szemben hatastalanna valik.

Bar a HIV képzddésének és hatdsdnak pontos me-
chanizmusa még nem ismert, a virus azonositasa bizo-
nyos elérehaladashoz vezetett e betegség szabalyoza-
séban. lgy az azidotimidin (AZT) hatéanyagot hatésos-
nak talaltak a HIV retrovirusos genomja reverz atirasa-
nak gatlasa szempontjabél, ami az AIDS-fert6zittek-
nek — ha gyogyulast nem is — befolyasolasi lehetéséget
nydjt. A kutatds olyan hatéanyagok iranyaban folyik,
amelyek képesek gydgyitani vagy legalabb javitott
meértékben szabdlyozni a halalos HIV virust.

A retrovirusos replikaciot altalaban poliproteinek
poszttranszlacids képzése jellemzi. Ez virusok altal kd-
dolt HIV-proteazenzim Utjan megy végbe. Ennek soran
érett polipeptidek keletkeznek, amelyek ezt kdvetden
részt vesznek a fertéz8 virus képzédéseben és funk-
cionaldsaban. Ha ez a molekularis folyamat gatlast
szenved, a HIV normal termelédése megall. A HIV-pro-
teazt gatld anyagok ezert HIV-ellenes szerként hathat-
nak.

A HIV-protedz a HIV struktirprotein po/ gén erede-
ti transzlacidés termékek egyike. Ez a retrovirus-pro-
teaz mas struktlrpolipeptideket diszkrét helyeken saja-
tosan hasitva frissen aktivalt struktirproteineket szaba-
dit fel és tesz alkalmassa a virion replikaciéjahoz.
A HIV-proteaz alkalmas vegyliletek Utjan tdrtené gatla-
sa igy megakadalyozhatja fert6z6tt T-limfocitak provi-
rusos integraciojat a HIV-1 eletciklusanak korai szaka-
szaban, valamint gatolhatja a kes6i szakaszban a virus
proteolitikus folyamatait. Ezenkivil a proteazinhibitorok
elénye lehet a jelenleg elérhetd hatéanyagokhaz ke-
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pest kdnnyebb eldallithatésag, a virusban hosszabb
élettartam és kisebb toxikussag, amire a retrovirus-pro-
teazhoz mutatott sajatossagok kdvetkeztében nyilhat
mad.

Az EP-A-0 560 368 szamu bejelentés szubsztitualt
pipekolinsavszarmazékokra mint HIV-proteaz inhibito-
rokra vonatkozik. A vegyUletekrdl azt irjak, hogy gatol-
jak a HIV &ltal indukalt citopatogén hatdsokat human
sejtekben.

Az EP-A-0539 192 szamu bejelentés HIV-pro-
teaz-inhibitor tulajdonsagokkal rendelkez6 oligopeptid
analdgokra vanatkozik. Ismertetik ezek gydgyaszatilag
elfogadhaté soit és az ezeket tartalmazd gyogyaszati
készitményeket is.

Az EP-A-0 346 847 szamu bejelentés virusos ere-
det(l proteazokat gatlé aktivitassal rendelkezé amino-
savszarmazékokra vonatkozik. Ismertetik ezek gyo-
gyaszatilag elfogadhaté séit és az ezeket tartalmazo
gyogyaszati készitményeket is.

A talalmany ennek megfeleléen kémiai anyagok
olyan Uj osztalyat biztositja, amelyek gatolhatjak
és/vagy blokkolhatjak a HIV-proteaz aktivitdsat, megal-
lithatiak a HIV virus burjanzasat. A talalmany tovabba
e vegylileteket tartaimazé gydgyaszati készitmény, va-
lamint e vegylletek alkalmazasa HIV-protedzt gatld
anyagkeént.

A taldlmany az (1/1) képletl vegylletre és gydgya-
szatilag elfogadhatd soira vonatkozik, amelyek gatoljak
a human immunhianyos virus (HIV) 1. tipusa (HIV-1)
vagy 2. tipusa (HIV-2) dltal kddolt proteazt. Ezek a ve-
gylletek hasznosak HIV-fertézés kezelésében és a
szerzett immunhianyos allapot (AIDS) kezelésében.
A talalmany szerinti vegylletek, gyogyaszatilag elfo-
gadhatd séik és a gyogyaszati készitmények hasznl-
haték egyedil vagy egyéb virusellenes, immunmodula-
6 anyagokkal, antibiotikumokkal vagy vakcinakkal
egydtt.

A taldimany (1/1) képletl vegylletre és gyégyaszati-
lag elfogadhaté séira vonatkozik.

Egy elbnyds megvalésitasi mod a fenti vegyllet
(1/11) képletld sztereoizomerére és gydgyaszatilag elfo-
gadhatd séira vonatkozik.

Egy kildndsen elényds megvaldsitasi modban a
sztereoizomer séja lényegében tiszta.

Egy tovabbi elényds megvaldsitasi moédban a szte-
recizomer |ényegeben tiszta.

Egy masik megvaldsitasi mod szerint a talalmany
(1/11) kepletd vegyiiletre vonatkozik.

A taldlmany egy el6nyés megvaldsitasi madja
(1/IV) képletl sztereocizomerre vonatkozik.

Egy kildndsen elényds megvaldsitasi modban a
sztereoizomer lényegeben tiszta.

A taldimany egy tovabbi megvaldsitasi modja gyd-
gyaszati készitményre vonatkozik, amely a talalmany
szerinti vegylletet és gydgyaszatilag elfogadhaté vivé-
anyagot tartalmaz.

A talalmany egy masik megvaldsitasi modja a fenti
vegylletek barmelyikének alkalmazasara vonatkozik
HIV-proteaz gatlasara szolgalé gyogyszer eléallita-
sara.
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A talalmany U], a fentiekben definialt képlet(i vegyi-
leteket biztosit, amelyek hasznosak HIV-fertézés
és/vagy AIDS kezelésében.

A leirdsban a hémérsékletre vonatkozé adatok °C
egységben értenddk. A hasznalt anyagokra vonatkozd
mérési adatok tdmegegységben vannak adva a folya-
dékok kivételével, amelyek térfogategységben vannak
meghatarozva.

A talalmany szerinti vegyiiletekben legalabb két
aszimmetriacentrum van, amelyeket az (1/1) éltalanos
képletben csillag jeldl.

Ezen aszimmetriacentrumok kdvetkeztében a talal-
many szerinti vegylletek eléfordulhatnak a lehetséges
sztereoizomer alakok barmelyikében, és hasznalhatok
a sztereoizomerek elegyeiként, amelyek lehetnek opti-
kailag aktiv vagy racém elegyek, vagy hasznalhatok |é-
nyegileg tiszta sztereoizomerek alakjaban, igy leg-
alabb 95%-os tisztasagban. Valamennyi aszimmetri-
kus forma, egyedi szterecizomer és azok kombinacidi
is a talalmany kdrébe tartoznak.

Az egyes sztereoizomereket eldallithatjuk a fenti el-
jarasokkal megfeleld prekurzaraikbdl, a racém elegyek
rezolvalasaval vagy a diasztereomerek elvalasztasa
Utjan. A rezolvalast lefolytathatjuk rezolvalészer jelen-
[étében, kromatografias eljaras vagy ismételt kristalyo-
mert kombindcidja utjan. A rezolvalas részleteit a szak-
irodalom targyalja [Jacques és munkatérsai: Enantio-
mers, Racemates, and Resolutions, John Wiley &
Sons, 1981].

A taldlmany szerinti vegyliletek elénydsen [ényegé-
ben tisztdk, azaz 50%-ot meghaladé tisztasaguak.
A vegylletek el8nydsebben legaldbb 75%-0s, még eld-
ny&sebben legaldbb 90%-0s, még elénydsebben leg-
alabb 95%-o0s, kiildndsen elénydsen legalabb 97%-o0s
és legelénydsebben legaldbb 99%-os tisztasaguak.

A fentiek értelmeben a talalmany az (1/1) képleti
vegylletek gydgyaszatilag elfogadhaté sdéit is maga-
ban foglalja. A talalmany szerinti vegylletek tartalmaz-
hatnak kelléen savas, kelléen bazikus vagy mindkét
funkcids csoportot, €s ennek megfeleléen reagalhat-
nak szamas szervetlen vagy szerves bazissal, valamint
szervetlen vagy szerves savval gyogyaszatilag elfo-
gadhatd sé képzddése kdzben.

A gydgyaszatilag elfogadhaté sé kifejezésen az (1/1)
képlet( vegylletek olyan séit értjiik, amelyek él& szerve-
zetek szamara lényegileg nem toxikusak. Gydgyaszati-
lag elfogadhat6 sdkra példak a talalmany szerinti vegyU-
letek asvanyi vagy szerves savakkal vagy szervetlen ba-
zZisokkal lejatszddo reakcidja soran kepz&dé sok. A rea-
genseket savaddiciés sok esetén altalaban mindket
anyagra nézve megfelelé oldoszerben, igy dietil-éterben
vagy benzolban egyesitjik, mig bazisokkal kepzett ad-
diciés sék esetén vizet vagy alkoholokat hasznalunk.
A s6k 1 dra és 10 nap kdzétti id6tartam alatt altalaban
kicsapddnak az oldatbdl, és szlires vagy egyéb szoka-
sos eljdras Utjan izolalhatok. Az ilyen sok savaddicids és
bazisokkal kepzett addicids soként ismertek.

Savaddiciés sék képzesére alkalmazhaté savak le-
hetnek szervetlen savak, igy hidrogén-klorid, hidrogén-
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bromid, hidrogén-jodid, kénsav, foszforsav és hason-
16k, tovabba szerves savak, igy para-toluolszulfonsay,
metanszulfonsav, oxalsav, para-brém-fenil-szulfonsav,
szénsav, borostyank8sav, citromsav, benzoesav, ecet-
sav és hasonlok.

Gydgyaszatilag elfogadhaté sékra példak a szulfat,
piroszulfat, hidrogén-szulfat, szulfit, hidrogén-szulfit,
foszfat, monohidrogén-foszfat, dihidrogén-foszfat, me-
tafoszfat, pirofoszfat, klorid, bromid, jodid, acetat, pro-
pionat, dekanodt, kaprilat, akrilat, formiat, izobutirat,
kaproat, heptanoat, propiolat, oxalat, malonat, szukci-
nat, szuberat, szebacat, fumarat, maleat, butin-1,4-
dioat, hexin-1,6-dicat, benzoat, klér-benzoat, metil-
benzoat, dinitro-benzoat, hidroxi-benzoat, metoxi-ben-
zoat, ftalat, szulfonat, xilolszulfonat, fenil-acetat, fenil-
propionat, fenil-butirat, citrat, laktat, g-hidroxi-butirat,
glikolat, tartarat, metanszulfonat, propanszulfonat, naf-
talin-1-szulfonat, naftalin-2-szulfonat, fenil-glikolat és
hasonlék.

A gydgyaszatilag elfogadhatéd savaddicios sék ké-
zUl elénydsek az asvanyi savakkal, igy a hidrogén-klo-
riddal és hidrogén-bromiddal képzett, valamint szerves
savakkal, igy maleinsavval és metanszulfonsavval kép-
zett sok.

Bazisokkal képzett addicios sdék magukban foglal-
jak a szervetlen és szerves bazisokbol, igy az ammo-
nium- vagy alkalifém- vagy alkaliféldfém-hidroxidokbdl,
karbonatokbdl, hidrogén-karbonatokbdl és hasonlékbaol
szarmaztatott sokat. A taldlmany szerinti sék eldallita-
sa soran hasznos bazisok, igy tébbek kdzott a natrium-
hidroxid, kalium-hidroxid, ammadnium-hidroxid, kalium-
karbonat, natrium-karbonat, natrium-hidrogén-karbo-
nat, kalium-hidrogén-karbonat, kalcium-hidroxid és kal-
cium-karbonat. Kiilondsen elénydsek a kalium- és nat-
riumsék alakjaban lévé vegylletek.

Megjegyezziik, hogy a talalmany szerinti sk részet
képezd ellenionok anyagi természete nem kritikus
mindaddig, amig a s6 egésze gyogyaszatilag elfogad-
haté, és az ellenion a sd egészenek mindségét nem
befolyasolja hatranyosan.

A taldlmany szerinti vegylletek a kdvetkezdk:

az (1/1) kepletli 2-[2’-hidroxi-3'-(fenil-tio-metil)-4'-
aza-5-oxg-5'-(2"-metil-3"-hidroxi-fenil)-pentil]-dekahid-
roizokinolin-3-N-terc-butil-karboxamid,

az (1/1l) képleti 2-[2"-hidraxi-3'-(fenil-tio-metil)-4"-
aza-5'-0x0-5'-(2"’-metil-3"-hidroxi-fenil)-pentil]-
dekahidroizokinolin-3-N-terc-butil-karbaxamid-
metanszulfonsav-sé.

A fenti képletekkel leirt vegyiiletek mindegyikében
6t aszimmetriacentrum van, igy azok 32 egyedi szte-
recizomer csoportjabdl valaszthatd vegylleteket és két
vagy tobb szterecizomerbsl képzett tetszdleges ele-
gyet hataroznak meg.

E vegylletek elényds szterecizomerei a kbvetkezék:

a (1/1) képletd [3S-(3R*,4aR*,8aR*,2'S*,3'S*)]-2-
[2’-hidroxi-3’-(fenil-tio-metil)-4’-aza-5"-oxa-5-(2"-metil-
3”-hidroxi-fenil)-pentil]-dekahidroizakinolin-3-N-terc-
butil-karboxamid,

a (1/IV) képletli [3S-(3R*,4aR*,8aR*,2’'S*,3'S*)]-2-
[2’-hidroxi-3’-(fenil-tio-metil)-4’-aza-5"-oxa-5-(2”-metil-



1 HU 226 814 B1 2

3”-hidroxi-fenil)-pentil]-dekahidroizokinolin-3-N-terc-
butil-karboxamid-metanszulfonsav-sd, vagy a fentiek-
ben felsorolt legelénydsebb vegyiiletek gydgyaszatilag
elfogadhaté séi.

A talalmany szerinti altaldnos képletl vegylleteket
elallithatjuk az A altalanos reakciévazlatnak megfele-
|6en, ahol

D jelentése nitrogénatom,

G jelentése oxigénatom,

Q; jelentése t-butil-csoport,

Q, jelentése hidrogénatom,

B jelentése dekahidroizokinolin-gy(ird,

Q3 jelentése fenil-tio-csoport,

Qg jelentése hidrogénatom,

E jelentése szénatom,

Qy jelentése metilcsoport,

Qj5 jelentése hidroxilcsoport,

A jelentése benzolgytrd.

Az A reakcidvazlaton feltiintetett reakcid szokasos
kapcsolasi reakcid, amelyet altalanosan alkalmaznak
amidok vagy peptidek szintézise soran. A reakciot ugy
folytatjuk le, hogy megfelelden helyettesitett (I1) altala-
nos képletl amint aprotikus olddszerben vagy olddsze-
rek elegyében megfelelden helyettesitett (lIl) altalanos
képletl karbonsavval reagaltatjuk. A reakciét rendsze-
rint aktivator jelenlétében vagy aktivator nélkil, elényd-
sen aktivator jelenlétében folytatjuk le, ennek soran
kapcsoldszer is jelen van. E reakcié szamara jellegze-
tes aprotikus olddszerek a tetrahidrofuran és a dimetil-
formamid vagy ilyen olddszerek elegyei. A reakcié-hd-
mérséklet altalaban —30 °C és 25 °C kdzdtt van. Az
aminreagenst a karbonsavhoz viszonyitva altalaban
ekvimalaris mennyiségben hasznaljuk, ahol a kapcso-
I6szer is ekvimolaris mennyiségben vagy csekely feles-
legben van jelen. Jellegzetes kapcsoloszerek tébbek
kézott a karbodiimidek, igy a diciklohexil-karbodiimid
(DCC) és az N,N'-dietil-karbodiimid; az imidazolok, igy
karbonil-diimidazol; tovabba bisz(2-oxo-3-oxazalidinil)-
foszfinil-klorid (BOP-C1) vagy N-(etoxi-karbonil)-2-eto-
xi-1,2-dihidrokinolin (EEDQ). E reakciéhoz az elényds
kapcsolészer a DCC. Ezt a reakciot el6nydsen aktiva-
torral folytatjuk le; el6nyds aktivator a hidroxi-benzotria-
zal-hidrat (HOBT-H,0).

A reakcié befejezédése utan — kivant esetben — a
vegylletet elvalaszthatjuk a technika allasa szerint is-
mert eljarasokkal, igy a vegylletet kikristalyosithatjuk
és szlressel Gsszegydijthetjlik, vagy a reakcidelegyben
lévé olddszert eltavolithatjuk extrakcio, beparlas vagy
dekantalés dtjan. Kivant esetben a vegylletet tovabb
tisztithatjuk szokasos eljdrasokkal, igy kristalyositas ut-
jan vagy szilard hordozén, igy szilikagélen vagy timfél-
don lefolytatott kromatografids eljarassal.

A (Il) altalanos képlet(l kiindulasi vegylileteket a B
dltalanos reakciévazlaton feltlintetett eljarasokkal allit-
hatjuk elé. A B reakcidvazliatban szerepld altalanos
képletekben
VA jelentése aminc-védesoport;

B, D, G, Qq, Q,, Qg 65 Qg jelentése megegyezik az (1)
dltalanos képletnél megadott jelentésekkel; és
ZZ jelentése halogenatom.
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A B reakciévazlat szerinti eljarast Ggy valésitjuk
meg, hogy az 1-7. reakcidkat a megadott sorrendben
kivitelezz(ik. A reakcié befejezédése utan a kdztitermé-
ket — kivant esetben — ismert eljarasokkal izolalhatjuk,
igy a vegylletet kristdlyosithatjuk és szliréssel dssze-
gy(ijthetjiik, vagy a reakciéelegyben [évd oldészert ext-
rakcid, beparlds vagy dekantalas Gtjan eltavolithatjuk.
Kivant esetben a kdztiterméket tovabb tisztithatjuk szo-
kasos eljarasokkal, igy kristalyositas Utjan vagy szilard
hordozdn, igy szilkagélen vagy timfoldén lefolytatott
kromatografias eljarassal, mielétt a reakcidvazlat ko-
vetkezd |épését lefolytatjuk.

A B. 1 reakciét Ugy folytatjuk le, hogy egy védett
aminocsoportot tartalmazo, (IV) altaldnos képletl rea-
genst szokdsos korilmények kdzott a megfelelé ve-
gyes anhidriddé alakitunk. Tébbek kozott védett ami-
nocsoportot tartalmazé karbonsavat reagaltathatunk
1-8 szénatomos alkil-klor-hangyasav-észterrel, igy izo-
butil-klor-hangyasav-észterrel, eldnydsen savmegkotd
anyag jelenlétében. Elényds savmegkdté anyagok a
trialkil-aminok, még elénydsebben trietil-amint haszna-
lunk. A reakciot altalaban aprotikus olddszerben, igy
etil-acetatban folytatjuk le. Az oldészer megvalasztasa
nem kritikus mindaddig, amig az alkalmazott olddszer
a lefolytatott reakcid szempontjabdl inert, és a reagen-
sek a kivant reakcid lejatszédasahoz kellden szolubili-
zalt allapotban vannak. A kapott vegyes anhidridet el6-
nydsen tovabbi izoldlds vagy tisztitds nélkiil hasznaljuk
fel a B.2 reakcidban.

A B.2 reakciot két lépésben folytatjuk le. El6szor
diazo-metan eléallitasara éter tipusl oldészer, elényo-
sen dietil-éter rétegével baritott natrium-hidroxid-olda-
tot reagaltatunk N-metil-N-nitro-N-nitrozo-guanidin
nagy feleslegével. A natrium-hidroxidot elénydsen vi-
zes oldat alakjaban hasznaljuk, amelynek koncentra-
cidja 4-6 mol/l. A reakcié befejez6dését kdvetden a
szerves fazist szaritészer, igy vizmentes kalium-hidro-
xid felett szaritjuk. A megfelel8 a-diazo-karbonil eldalli-
tasara ezt az oldatot a fenti B. 1 reakcidban kapott ve-
gyes anhidriddel reagaltatjuk. A diazo-metan-reagenst
ebben a reakciéban el6nydsen izoldlas vagy tisztitas
nélkil hasznaljuk. A reakciot altalaban -50 °C és
—10 °C kozotti hdmeérsékleten, elényésen —20 °C-os
névleges hémersékleten folytatjuk le.

A B.3 reakcidban a-halogén-karbonil el8allitasara
a B.2 reakcidban eldéllitott a-diazo-karbonilt H-ZZ al-
talanos képletd savval — amely képletben ZZ jelentése
halogenatom — reagaltatjuk altalaban aprotikus oldo-
szerben, igy dietil-éterben. A megfelelé a-klér-karbo-
nil eléallitdsara hasznalt el6nyds sav a hidrogén-klo-
rid. A reakcidt altalaban —30 °C és 0 °C k6z6tti hGmér-
sekleten folytatjuk le. Az old6szer megvalasztasa nem
kritikus mindaddig, amig az alkalmazott oldészer a le-
jatsz6dé reakciéra nézve inert es a kivant reakcid le-
jatszédasahoz a reagensek kell6en szolubilizalt alla-
potban vannak. A reagensként haszndlt savat al-
talaban vizmentes gaz alakjaban kis részletekben
adagoljuk a reakcioé befejezddéséig. A reakcio lejat-
szbédasat vékonyreteg-kromatografias eljarassal ké-
vethetjik.
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A B.4 reakciéban a megfelel§ o-klor-hidroxi-vegyU-
let elBallitasara a B.3 reakcidban el8allitott vegydlet
karbonilcsoportjat a technika allasabél ismert szokasos
eljarasokkal redukaljuk. A B.3 reakciéban eldallitott ve-
gylletet tdbbek kdzdtt olddszerek elegyében redukald-
szerrel egyesithetjlik. Jellemzd redukalészerek tébbek
kézétt a natrium-[tetrahidrido-borat](1-), litium-[tetra-
hidrido-borat](1-), cink-[tetrahidrido-borat](1-), diizobu-
til-aluminium-hidrid és natrium-bisz{2-metoxi-etoxi)-
aluminium-hidrid. El8nyds redukalészer a natrium-[tet-
rahidrido-borat](1-). Jellegzetes olddszerelegyek tob-
bek kozott protikus és aprotikus elegyek, igy tetrahidro-
furan és viz elegye. Az olddszer megvélasztasa nem
kritikus mindaddig, amig az alkalmazott oldészer a le-
jatszadd reakciéra nézve inert és a kivant reakcié lejat-
szédasahoz a reagensek kellden szolubilizalt allapot-
ban vannak. A reakciot altalaban —10 °C-ot meghaladé
hémersékleten, elénydsen 0 °C névleges hdmérsékle-
ten folytatjuk le.

A B.5 reakcidban a megfeleld epoxid eldallitasara a
B.4 reakcidban eléallitott -klor-hidroxi-vegytletet erds
bazissal kezeljlik a technika allasabdl ismert szokasos
koriilmények kozétt. Az o-kldr-hidroxi-vegyiiletet tdb-
bek kdzott reagaltathatjuk alkohol tipusu oldészerben,
igy etanolban natrium-hidroxid/etanol eleggyel. A reak-
ciot jellemzéen 0 °C-tél az olddszer forrdspontjaig ter-
jed6 hémérsékleten folytatjuk le. A reakcio elényds ho-
mérséklete a szobahémérséklet.

A B.6 reakcidban a B.5 reakcid szerint el6allitott
epoxidot (V) dltaldnos képlet(i heterociklusos reagens-
sel reagaltatjuk jellemzdéen alkohol tipusu olddszerben
20 °C és 100 °C kdzétti hdmérsekleten. Az oldbszer
megvalasztdsa nem kritikus mindaddig, amig az alkal-
mazott olddszer a lejatszédé reakciora nézve inert és a
kivant reakcio lejatszodadsahoz a reagensek kelléen
szolubilizalt allapotban vannak. E reakciéhoz hasznalt
jellemzé olddszerek alkoholok, elénydsen izopropanal
vagy etanol. A reakciot elénydsen 80 °C névleges hé-
mérsékleten folytatjuk le.

A B.7 reakcié amino-véd&csoport szokasos lehasi-
tasi reakcidja a technika allasabdl ismert eljarasokat és
modszereket hasznalva a fenti A reakciévazlatban
hasznalt megfelelé amin eléallitasara. A kapott amint
reagaltathatjuk tisztitds nélkll, azonban el6nydsen el8-
zbleg tisztitjuk.

A B.6 reakcidlépés kiindulasi anyagakent hasznalt
(V) altalanos képletli vegylleteket ismert eljarésokkal
és madszerekkel allithatjuk eld. A heterociklusos rea-
genseket jellemz6 modon a megfeleld, védett amino-
csoportot tartalmazé aminosavakbdl allitottuk el sa-
vas aktivalast kovetéen alkil-aminnal lefolytatott keze-
|és dtjan. Ezt a reakciot altalaban savmegkoté anyag,
igy N-metil-morfolin jelenlétében folytatjuk le. Az ami-
no-védécsoportnak a kémiai gyakorlatban szokasos
amino-véddcsoport lehasitas Utjan torténd eltavolitasa
a kivant heterociklusos reagenseket eredmenyezi.

Az A reakcidvazlatban hasznalt (lll) altalanos kep-
letd karbonsavat — amennyiben kereskedelmi forga-
lomban nem szerezhetd be — ismert eljarasokkal eléal-
lithatjuk. K&zelebbrdl ezt a reagenst eldallithatjuk ke-
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reskedelmi forgalomban kaphaté karbociklusos vagy
heterociklusos vegyiiletek tovabbi helyettesitése
és/vagy oxidalasa utjan. igy a (VII) altalanos képleti
karbociklusos vagy heterociklusos vegytleteket ismert
eljadrasokkal oxidalhatjuk. A (VIly altalanos képletl ve-
gylletet sajatos esetekben reagaltathatjuk oxidalészer-
rel, igy szelén-dioxiddal vagy kalium-permanganattal
0 °C és 200 °C kdzotti hémérsékleten a reagensekre
nézve egyarant inert oldészerben, igy vizben vagy dife-
hil-éterben.

A (Ill) altalanos képlet(i vegyliletek tovabbi eléallita-
si eljarasa soran megfeleléen helyettesitett karboxile-
zett karbociklusos vagy heterociklusos csoportot kar-
boxi-védécsoporttal védiink, majd a karbociklusos vagy
heterociklusos csoportot ismert eljarasokkal tovabb he-
lyettesitjik. A karboxi-védécsoportot ezutan ismert el-
jarasokkal eltavolitva a kivant (lll) altalanos képletl
karbonsavreagenst kapjuk.

A karboxi-véddcsoport kifejezésen a leirdsban a
karboxicsaport olyan helyettesitdit értjiik, amelyeket al-
talaban a karboxicsoport blokkolasara vagy védelmére
hasznalnak, mikdzben a vegyiileten lévé egyéb funk-
cios csoportokat reagaltatnak. llyen karboxi-védécso-
portokra példa tobbek kdzott a metil-, p-nitro-benzil-,
p-metil-benzil-, p-metoxi-benzil-, 3,4-dimetoxi-benzil-,
2.,4-dimetoxi-benzil-, 2,4,6-trimetoxi-benzil-, 2,4,6-
trimetil-benzil-, pentametil-benzil-, 3,4-metilén-dioxi-
benzil-, benzhidril-, 4,4’-dimetoxi-benzhidril-, 2,2’,4,4'-
tetrametoxi-benzhidril-, terc-butil-, terc-amil-, tritil-,
4-metoxi-tritil-, 4,4’-dimetoxi-tritil-, 4,4’,4”-trimetoxi-tri-
til-, 2-fenil-prop-2-il-, trimetil-szilil-, terc-butil-dimetil-
szilil-, fenacil-, 2,2,2-triklér-etil-, b-[di(n-butil}-metil-
szilil]-etil-, p-toluolszulfonil-etil-, 4-nitro-benzil-szulfonil-
etil-, allil-, cinnamil- és 1-(trimetil-szilil-metil}-prop-1-en-
3-il-csoport. A karboxicsoport védelmére elénydsen
ugy jarunk el, hogy azt amidcsoportta alakitjuk, majd a
kivant karboxicsoport biztositdsara az amidcsoportot
hidrolizis utjan visszadllitjuk. llyen csoportokra tovabbi
példak talalhatok a szakirodalomban [E. Hasiam: Pro-
tective Groups in Organic Chemistry, 5. fejezet (szer-
kesztd: J. G. W. McOmie, Plenum Press, New York, N.
Y., 1973 és T. W. Greene: Pratective Groups in Orga-
nic Synthesis, 5. fejezet, John Wiley and Sons, New
York, N. Y., 1981].

A karboxicsoport vedelmére szolgalo elényés elja-
ras szerint a karboxicsoportot savval aktivaljuk, majd
amidot kepezlink. A karboxicsoportat aktivalt karboxi-
csaoportta alakitasara tobbek kdzott savhalogenidde,
acil-anhidriddé vagy acil-imidazolla alakithatjuk el6ny&-
sen savmegkdté anyag jelenlétében. Szokdsosan ke-
reskedelmi forgalomban beszerezhetf savkloridot
hasznalunk, ezaltal elkerllhetévé valik tovabbi savas
aktivalas szlikségessége. Elényds savmegkoté anya-
gok a trialkil-aminok, még el6nydsebben trietil-amint
hasznalunk. A reakciot szokasosan aprotikus oldoszer-
ben, igy tobbek kbzott dietil-éterben vagy metilén-
kloridban folytatjuk le. Az elényds olddszer a metilén-
klorid. Az oldoszer megvalasztasa nem kritikus mind-
addig, amig az alkalmazott olddszer a lejatsz6dd reak-
ciéra nézve inert és a kivant reakcié lejatszodasahoz a
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reagensek kelléen szolubilizalt &llapotban vannak. Az
aktivalt karboxicsoportot ezutan R''-NH, altalanos
képletl aminnal, igy anilinnal reagaltatjuk aprotikus ol-
dészerben, ennek soran (VIII) altaldnos képleti amidot
kapunk, amelyet ismert eljarasokkal tovabb helyettesit-
hetiink.

A (VIIl) altaldnos képletli amidreagenst tovabb he-
lyettesithetjiik a (b) altaldnos képletl csoport orto-hely-
zetli deprotonalasa utjan, ezaltal a megfelelé aniont
kapjuk, ezt kdvetéen szadmos reagenssel, igy alkil-
halogenidekkel vagy halogénezdszerekkel, igy brom-
mal lefolytatott reakcid kdvetkezhet. Az amidreagenst
altalaban kétszeresen deprotonaljuk, ehhez az amid-
reagenshez viszonyitva 2 ekvivalens mennyiségi erds
bazist, igy n-butil-litiumot vagy szek-butil-litiumot hasz-
nalunk adott esetben fémekkel koordinaciés vegytiletet
képezd szer, igy tetrametil-etilén-diamin (TMEDA) je-
lenlétében. A reakciét altalaban aprotikus oldészerben,
elénydsen éterben, igy tobbek kozott dietil-éterben
vagy tetrahidrofuranban folytatjuk le —78 °C és 25 °C
koz4tti hdmérsékleten.

A kivant, (lll) altalanos képletl helyettesitett kar-
bonsavreagens elddllitasara a kapott vegyiletet ez-
utan ismert eljarasokkal hidrolizalhatjuk. A hidrolizist
tobbek kozott lefolytathatjuk oly médon, hogy az amid-
reagenst erds asvanyi savval, szerves savval vagy as-
vanyi sav és szerves sav elegyével kezeljik 100 °C és
160 °C kdzdtti hdmérsékleten. Az ebben a reakcidban
altalanosan hasznalhatd savak tobbek kdzétt a hidro-
gén-bromid, ecetsav és hidrogén-klorid. A reakcio
meggyorsitasdra adott esetben hasznalhatunk lezart
csévet.

A (lll) altalanos képletli helyettesitett karbonsav-
reagens elballitasanak harmadik mddszere szerint
anilint diazotalunk, majd a kapott diazéniumsét befa-
gyasztjiuk. Az anilinreagens aminocsoportjat sajato-
san salétromossavval lefolytatott reakcio Gtjan alakit-
juk diazoniumsdva. Salétromossavat eléallithatunk in
situ oly médon, hogy natrium-nitritet erds sav, igy so-
sav vagy kénsav vizes oldataval kezellnk. Ezt a reak-
ci6t altalaban 5 °C-nél alacsonyabb h&meérsékleten
folytatjuk le. A kivant helyettesitett aromas rendszer
eldallitasara a diazéniumsét ezutén alkalmas rea-
genssel kezeljik. Erre a kezelésre alkalmas reagen-
sek tébbek kézott a viz, cianidok, halogenidek és a
kénsav vizes oldata. A kivant reakcié kedvezd befo-
lyasolasa érdekében a reakcidelegyet altalaban mele-
gitjlik.

A technika allasabdl szamos reakcié ismert, ame-
lyek a karbociklusos vagy heterociklusos gyr(ikén le-
folytatandé kivant helyettesitésekhez felhasznalhatok.
A szakirodalom szadmos aromas elektrofil és nukleofil
helyettesitd reakciét ismertet [March J.: Advanced Or-
ganic Chemistry, 3. kiadas, 11. és 13. fejezet, Wiley,
1985].

A (lll) altalanos képletl vegylleteket ezenkiviil elé-
allithatjuk megfeleléen helyettesitett karbociklusos
vagy heterociklusos vegyiletek karboxilezésével is.
A karboxilezést szamos reagenssel lefolytathatjuk.
A karbociklusos vagy heterociklusos reagenst tébbek
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kdzdtt reagaltathatjuk foszgénnel, oxalil-kloriddal, kar-
bamid-hidrokloriddal vagy N,N-dietil-karbamoil-klorid-
dal Friedel-Crafts-katalizatorok jelenlétében. E reak-
¢i6 valtozatai kdzé tartozik karbociklusos vagy hetero-
ciklusos reagens reagaltatasa alkil-tiol-klér-hangya-
sav-észterrel (RSCOCI) vagy karbamoil-kloriddal
(H,NCOCI) amid, illetve tiol-észter el8éllitdsdra. Az
amidot vagy tiol-észtert a kivant karboxicsoport eléalli-
tasara ezutan hidrolizalhatjuk (lasd a fenti irodalmi hi-
vatkozas 491. oldalan).

A Friedel-Crafts-katalizatorokra példak tobbek ké-
z0tt a Lewis-savak, igy az aluminium-bromid (AlBrs),
aluminium-klorid {AICl3), vas(lll)-klorid (FeCls), bor-tri-
klorid (BCl3) és bor-trifluorid (BF3), tovabba a szakiro-
dalom is szdmos alkalmas katalizatort ismertet [March
J.: Advanced Organic Chemistry, 3. kiadas, Wiley,
1985; Olah: Friedel-Crafts and Related Reactions, In-
terscience, New York, 1963-1965; és Olah: Frie-
del-Crafts Chemistry, Wiley, New York, 1973].

A kovetkezékben a taldlmanyt eléallitasi példakkal
és példakkal szemléltetjlik. Ezek a példak csupan a
szemléltetés céljat szolgaljak, ezért nem korlatozo jel-
legliek.

A magmagneses rezonanciaspektrum, elektroniit-
kdzéses tomegspektrum, térdeszorpcids tdmegspeki-
rum, gyors atomokkal végzett bombazas Gtjan mért té-
megspektrum, infravords spektrum, ultraibolya speki-
rum, nagynyomasu folyadékkromatografia és vékony-
réteg-kromatografia rdviditései a kovetkezék: NMR,
EIMS, MS(FD), MS(FAB}), IR, UV, HPLC és TLC. Meg-
jegyezzlk, hogy az IR-spekirumra vonatkozdan felso-
rolt abszorpcidés maximumok nem tartalmazzédk az
dsszes maximumot, hanem csak a jellegzetesebb érté-
keket.

Az NMR-spektrumokkal kapcsolatban a kdvetkezd
roviditéseket hasznaljuk: szingulett (s), duplett (d), ket-
t8s duplett (dd), triplett (t), kvartett (g), multiplett (m),
kettés multiplett (dm), széles szingulett (br.s), széles
duplett (br.d), széles triplett (br.t), szeles multiplett
(br.m). J a herz (Hz) egységben megadott kapcsolasi
egyltthatot jelzi. Egyéb utalas hidnyaban az NMR ada-
tok szabad bézis alakjaban lévé talalmany szerinti ve-
gyuletre vonatkoznak.

Az NMR-spektrum adatait Bruker Corp. 270 MHz
tipusi berendezésen vagy General Electric
QE-300 300 MHz tipusu berendezésen mértik. A ke-
miai eltolédas adatait 5 ertékekben fejeztiik ki (a
tetrametil-szilantél szamitva ppm egységben). Az
MS(FD) spektrumot Varian-MAT 731 Spektrometer ti-
pusu berendezéssel vettik fel karbon dendrit emittert
hasznalva. Az EIMS spektrumot CEC 21-110 tipusu
berendezéssel mértik (gyarté ceg: Consolidated Elect-
rodynamic Carporation). Az MS(FAB) spektrum meg-
hatarozasara VG ZAB-3 Spektrometer tipusu berende-
zést hasznaltunk. Az IR-spektrumot Perkin-Elmer
281 tipusu berendezéssel mértiik. Az UV spektrumot
Cary 118 tipusu berendezéssel hataroztuk meg. TLC
lefolytatasara E. Merck gyartmanyu szilikagéllemeze-
ket hasznaltunk. Az olvadaspontra megadott ertékek
korrekciot nem tartalmaznak.
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Referencia elééllitasi példa
A) 2R-N-(Benzil-oxi-karbonil)-amino-3-naft-2-il-tio-
propansav
1,28 ¢ (8,00 mmol) naftalin-2-tiol 30 ml tetrahidrofu-
ranban lévé oldatahoz nitrogénatmoszféra alatt lassan
1,77 g 60 tdmeg%-os natrium-hidridet adtunk. 15 perc
idétartamu keverés utan 20 ml tetrahidrofuranban lévé
N-(benzil-oxi-karbonil)-szerin-p-lakton oldatat adtuk las-
san az elegyhez. A reakciéelegyet 1 éra alatt hagytuk
szobahdmérsékletre lehdlni, majd csdkkentett nyoma-
saon betdmeényitve maradékot kaptunk. Ezt a maradékot
etil-acetatban oldottuk és egymast kovetéen 0,5 malil
tett sdoldattal mostuk. A kapott fazisokat elvalasztottuk,
és a szerves fazist vizmentes natrium-szulfat folott sza-
ritottuk, sz(irtiik, majd csékkentett nyomason betomeé-
nyitve maradékot kaptunk. Ezt a maradékot elaraszta-
sas kromatogréfias eljarassal tisztitva 2,08 g halvany-
sérga szin( szilard anyagot kaptunk (kitermelés: 68%).
"H-NMR (CDCls): § 3,42-3,61 (br.m, 2H), 5,53-5,76
(br.s, 1H), 4,85-5,08 (br.m, 2H), 5,54-5,76 (br.s,
1H), 7,06-7,97 (m, 12H).
[a]p —55,72° (¢ 1,0, MeOH).
IR (KBr): 3348, 3048, 1746, 1715, 1674, 1560, 1550,
1269, 1200, 1060 cm~".
MS (FD): m/e 381 (M*), 381 (100).
A CygH{gNO,S dsszegképletre vonatkozd elemanali-
zis:

C% H% N%
Szamitott: 66,12 5,02 3,67
Mért: 66,22 5,04 3,86

B) 3R-1-Diazo-2-0x0-3-N-(benzil-oxi-karbonil)-

amino-4-(naft-2-il-tio)-butan

A referencia el6allitasi példa A) lépése 15,38 ¢
(40,3 mmol) cim szerinti vegytiletének 230 ml etil-ace-
tatban lévé (—30 °C-ra h(itétt) hideg oldatahoz nitrogén-
atmoszféra alatt fecskendd segitségevel 5,62 ml
(40,3 mmol) trietil-amint adtunk lassan. A kapott oldat-
hoz fecskend&vel 7,84 ml (60,5 mmol) izobutil-klér-
szénsav-észtert adtunk. Egy kilén reakciéedényben
170 ml dietil-éter és 170 ml 5 mol/l koncentracidji nat-
rium-hidroxid-oldat kétfazisu elegyéhez évatosan 10 g
N-(metil)-N-(nitro)-N-(nitrozo)-guanidint adtunk ovato-
san intenziv gazfejl6dés kézben. A reakcid befejezéde-
se utan a szerves fazist a vizes fazisrdl natrium-hidro-
xidra dekantaltuk és megszaritottuk. A fenti diazo-me-
tan el6allitast és addiciét azonos mennyiségu dietil-éter
és natrium-hidroxid, valamint 30 g N-(metil)-N-(nitro)-N-
(nitrozo)-guanidin alkalmazasaval megismételtik. A ka-
pott diazo-metan-reagenst a fentiek szerint el&allitott
vegyes anhidridoldathoz adtuk, és a reakcidelegyet
hagytuk hidegen (30 °C hémersékleten) 20 percig rea-
galni. Amint a reakcié — vékonyréteg-kromatografias el-
jaras (TLC) szerint — befejezéd6tt, a diazo-metan feles-
legének eltavolitasara tizi polirozasl Pasteur-pipettan
keresztll nitrogént buborékoltattunk az oldaton at, majd
az oldatot csdkkentett nyomason betémeényitve mara-
dékot kaptunk. Ezt a maradékot (metilén-kloridban levd
10 terfogat% etil-acetat eluenssel lefalytatott) eldrasz-
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tasos kromatografias eljarassal tisztitva 13,62 g sarga

olajat kaptunk (kitermelés: 83%).

"H-NMR (CDCly): & 3,32-3,46 (m, 2H), 4,40-4,67 (m,
1H), 5,00-5,09 (m, 2H), 5,44 (s, 1H), 5,76 (d,
J=7,8 Hz, 1H), 7,25-7,86 (m, 12H).

C) 3R-1-Ki6r-2-ox0-3-N-(benzil-oxi-karbonil)-
amino-4-(naft-2-il-tio)-butan
A referencia eléallitasi példa B) lépése 13,62 ¢

(33,59 mmol) termékének 230 ml dietil-éterben készi-

tett hideg (—20 °C hémérséklet() oldatan révid (2 ma-

sodperc) ideig vizmentes sésavgazt fuvattunk keresz-
til, ami gazfejlddést eredményezett. Ezt az eljarast

megismeételtiik ligyelve arra, hogy feleslegben ne vi-

gylnk be sdsavat. A reakcié teljes lejatszodasa utan —

amit TLC atjan kdvettliink — az oldatot csdkkentett nyo-
mason betéményitve maradékot kaptunk. Ezt a mara-
dékot (metilén-kloridban lévs 10 térfogat% efil-acetat
eluenssel lefolytatott) elarasztasos kromatografias elja-
rassal tisztitva 12,05 g halvany cserszint szilard anya-

got kaptunk (kitermelés: 87%).

"H-NMR (CDClg): § 3,41 (dd, J=12,6 Hz, 1H), 3,53 (dd,
J=12,6 Hz, 1H), 4,18 (AB q, J=41,9 Hz, J=15,9 Hz,
2H), 4,77 (dd, J=9, 3 Hz, 1H), 5,04 (AB q, J=12 Hz,
J=10,4 Hz, 2H), 5,59 (d, J=7 Hz, 1H), 7,24-7,85 (m,
12H).

[a]p —80,00° (¢ 1,0, MeOH).

IR (CHCI3): 3426, 3031, 3012, 1717, 1502, 1340, 1230,
1228, 1045 cm™",

MS (FD): m/e 413 (M*), 413 (100).

A C5,H5NO3SCI Gsszegkepletre vonatkozo elemanali-
zis:

C% H% N%
Szamitott: 63,84 4,87 3,38
Mert: 64,12 4,95 3,54

D) [3R-(3R*,4S*)]-1-Klor-2-hidroxi-3-N-(benzil-oxi-
karbonil)-amino-4-(naft-2-il-tio)-butan
A referencia el8dllitasi példa C) lépése 530 mg

(1,28 mmol) termékének 10 ml tetrahidrofuranban és

1 ml vizben készitett hideg (0 °C hémérseklet(i) oldata-

hoz 73 mg (1,92 mmol) natrium-[tetrahidrido-bo-

rat)(1-)-ot adtunk. Amikor TLC a reakcié befejezédését
jelezte, 10 ml vizes telitett amménium-klorid-oldat és

500 pl 5 mol/l kancentraciéju sdsavoldat utjan az oldat

pH-jat 3-ra allitottuk be. A kapott oldatot metilén-

kloriddal kétszer extrahaltuk, az egyesitett szerves fa-
zisokat vizzel mostuk, vizmentes natrium-szulfat félott
szaritottuk, sz(rtlk, majd csékkentett nyomason betd-
menyitve maradékot kaptunk. Ezt a maradekot (me-
tilén-klorid elualdszerrel lefolytatott) radialis kroma-
tografias eljarassal tisztitva 212 mg cserszinii szilard

anyagot kaptunk (kitermelés 40%).

"H-NMR (CDCl3): 8§ 3,40 (s, 2H), 3,61-3,71 (m, 2H),
3,97-3,99 (m, 2H), 4,99 (s, 2H), 5,16 (br.s, 1H),
7,21-7,83 (komplex, 12H).

MS (FD): m/e 415 (M*), 415 (100).

[o]p —47,67° (c 0,86; MeOH).

IR (CHCI;): 3630, 3412, 3011, 1720, 1502, 1236,
1044 cm™1,
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A Cy,H,,NO;CIS 8sszegképletre vonatkozo elemana-

lizis:
C% H% N%
Szamitott: 63,53 5,33 3,37
Mért: 63,72 5,60 3,64

E) [T'R-(1'R¥,18%)]-1-[(1"-N-(Benzil-oxi-karbonil)-
amino-2'-(naft-2-il-tio)-etil]-oxirén
A referencia eléallitidsi példa D) I[épése 190 mg

(0,46 mmol) termékének 6 ml 1:2 térfogataranyd eta-

nol/etil-acetat elegyben 1évé oldatdhoz 31 mg

(0,55 mmol) kalium-hidroxid 1 ml etanolban |évé olda-

tat adtuk. Amikor TLC a reakci6 befejezddését jelezte,

a reakcidelegyet viz és metilén-klorid elegyébe 6ntot-

tiik. A kapott fazisokat elvalasztottuk, a szerves fazist

vizzel mostuk, vizmentes natrium-szulfat folott szaritot-
tuk, sz(irtlik, majd csdkkentett nyomason betdményitve
maradékot kaptunk. Ezt a maradékot (metilén-
kloridban lévd 10 térfogat% etil-acetat elualdszerrel le-
folytatott) radialis kromatografias eljarassal tisztitva

172 mg halvany cserszinl szilard anyagot kaptunk (ki-

termelés: 99%).

"H-NMR (CDCls): 8 2,76 (br.s, 2H), 3,01 (br.s, 1H),
3,31 (d, J=5 Hz, 2H), 3,77 (br.s, 1H), 5,05 (s, 2H),
5,22 (d, J=6 Hz, 1H), 7,25-7,85 (komplex, 12H).

[a]p —125,42° (¢ 0,59; MeOH).

MS (FD): m/e 379 (M*), 379 (100).

IR (CHCI3): 3640, 3022, 2976, 1720, 1502, 1235,
1045 cm™".

A CyyHyiNO4S Osszegképletre vonatkozd elemanali-
zis:

C% H% N%
Szamitott: 69,63 5,58 3,69
Mért: 69,41 5,53 3,64

F) [28-(2R*,2’'R*,3'S*)]-1-[2"-Hidroxi-3"-(N-benzil-
oxi-karbonil)-amino-4 -(naft-2-il-tio)-butil]-piperidin-
2-N-(terc-butil]-karboxamid
A referencia el6éllitasi példa E) lépése 0,51 ¢
(1,34 mmol) termékének és a 4C) eléallitdsi pelda
0,26 g (1,41 mmol) termékének 25 ml izapropanolban
Iévé oldatat 8 éran at 55 °C hémérsékletre hevitettik.
A kapott reakcioelegyet leh(itéttiik, majd csdkkentett
nyomason betéményitve a nyers reakcidterméket kap-
tuk. Ezt az anyagot (4 mm-es lemezen metilén-
kloridban |évé 10 térfogat% aceton elualdszerrel lefoly-
tatott) radialis kromatografids eljarassal tisztitva
104 mgq fehér szin( habot kaptunk (kitermelés: 14%).
"H-NMR (CDCl3): 8 1,29 (s, 9H), 1,44-1,82 (m, 6H),
2,19 (m, 1H), 2,40 (m, 1H), 2,68 (m, 2H), 3,09 (m,
1H), 3,46 (m, 2H), 4,00 (m, 2H), 5,01 (s, 2H), 5,73
(d, 1H), 6,01 (br.s, 1H), 7,23-7,34 (m, 5H), 7,45 (m,
3H), 7,72-7,83 (m, 4H).
MS (FD): m/e 563 (M*, 100).

G) [28-(2R*,2'S*,3'S*)]-1-[2-Hidroxi-3"-amino-4’-

(naft-2-il-tio)-butil]-piperidin-2-N-(terc-butil}-

karboxamid

A referencia eléallitasi példa F) lépése 1,05 g
(0,18 mmal) cim szerinti termékeét 1 6ran at 10 ml 30 t&-
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meg%-o0s hidrogén-bromidot tartalmazé ecetsavoldat-
ban reagaltattuk. A kapott reakcidelegyet betéményi-
tettlik, toluollal harom alkalommal azeotrépos desztilla-
ciot folytattunk le, amit egyenként 4,5 ml dietil-amint és
ammonium-hidroxidot tartalmazé metanolban végzett
oldas és csdkkentett nyomason torténd betdményités

kdvetett, amelynek soran maradékot kaptunk. Ezt a

maradékot (1 mm-es lemezen 1 tdémeg% ecetsavat tar-

talmazé metilén-kloridban 1évé 3 térfogat% metanol
eludldszerrel lefolytatott) radidlis kromatogréfias elja-
rassal tisztitva 64 mg fehér szin(i habot kaptunk (kiter-

melés: 80%).

"H-NMR (CDCls): 8 1,29 (s, 9H), 1,52-1,73 (m, 6H),
1,84 (m, 1H), 2,31-2,43 (m, 2H), 2,75-3,04 (m,
5H), 3,17 (m, 1H), 3,41 (m, 1H), 3,71 (m, 1H), 6,22
(br.s, 1H), 7,47 (m, 3H), 7,73-7,82 (m, 4H).

MS (FD): m/e 430 (M*, 100).

1. eléallitasi példa
A) 2R-2-N-(Benzil-oxi-karbonil)-amino-3-(fenil-tio)-
propansav
A kivant cim szerinti intermediert a referencia eléal-
litasi példa A) Iépésben leirt eljarassal allitottuk eld, en-
nek soran a beparlasi maradék eléallitdsahoz 13,1 ml
(127 mmol} tiofenalt, 4,6 g (117 mmal) 60 tdmeg%-os
natrium-hidrid-oldatot és 25,6 g (116 mmol) L-N-(ben-
zil-oxi-karbonil)-szerin-p-laktont hasznaltunk 450 ml tet-
rahidrofuranban. Ezt a maradékot (4:1 térfogataranyu
metilén-klorid/etil-acetat elegyben lévé 0-2 térfogat%
ecetsav eludldszer-gradiens mellett lefolytatott) el-
arasztasos kromatografids eljardssal tisztitva 27,9 g fe-
hér szin( szilérd anyagot kaptunk (kitermelés: 72%).
"H-NMR (CDCl4): & 7,55-7,18 (m, 10H), 5,55 (d,
J=7 Hz, 1H), 5,08 (s, 2H), 4,73-4,60 (m, 1H),
3,55-3,30 (m, 2H).
IR (KBr): 3304, 3035, 1687, 1532, 736 cm™".
MS (FD): m/e 332, 288, 271, 181.
A C47H{7NO,S dsszegképletre vonatkozd elemanali-
zis:

C% H% N%
Szamitott: 61,61 517 4,23
Mert: 61,69 5,22 4,47

B) 3S-1-Diazo-2-oxo-3-N-(benzil-oxi-karbonil)-

amino-4-(fenil-tio)-butéan

A cim szerinti vegyliletet a referencia eldallitasi pél-
da B) |épésében leirt eljaras szerint allitottuk el8, ennek
sorédn a beparlasi maradek el8allitdsdhoz 12,1 ¢
(37 mmol) 1A) elballitasi példa szerinti terméket,
5,09 ml (37 mmoal) trietil-amint, 7,13 ml (55 mmal) izo-
butil-klor-szénsav-észtert és 146 mmol diazo-metan-ol-
datot hasznaltunk. A diazo-meténban lévé oldatot a re-
ferencia elallitasi példa B) Iépésben ismertetett modon
készitettik 100 ml dietil-étert, 150 ml 5 mol/l koncentra-
ciéju natrium-hidroxid-cldatot és 21 g (146 mmol)
N-(metil)-N-(nitro)-N-(nitrozo)-guanidint hasznalva. Ezt
a maradékot (metilén-kloridban levd 0-5 terfogat% etil-
acetat elualdszer-gradiens mellett lefolytatott) elarasz-
tasos kromatografids eljarassal tisztitva sarga szind
olajat kaptunk (kitermelés: 73%).
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TH-NMR (CDCl,): & 7,50-7,19 (m, 10H), 562 (d,
J=7 Hz, 1H), 5,47 (br.s, 1H), 5,11 (s, 2H),
4,50-4,32 (m, 1H), 3,33 (d, J=6 Hz, 1H).

IR (KBr): 3012, 2115, 1720, 1501, 1367, 1228 cm~".

MS (FD): m/e 356, 328, 242.

C) 3R-1-Klér-2-oxo-3-N-(benzil-oxi-karbonil)-
amino-4-(fenil-tio)-butan
A cim szerinti vegylletet a referencia eléallitasi pél-
da C) lépésében ismertetett eljarassal allitottuk eld, en-
nek soran 21 g fehér szinl szilard anyag eléallitdsdhoz
az 1B) eléallitasi példa 22,3 g (63 mmal) cim szerinti
termékét és (gaznemd) hidrogén-klorid kis mennyisé-
gét haszndltuk 400 ml dietil-éterben. A kapott szilard
anyagot tovabbi tisztitas nélkil hasznaltuk fel.
"H-NMR (CDCls): 8 7,50-7,15 (m, 10H), 5,56 (dd, J=2;
6,7 Hz, 1H), 5,11 (s, 2H), 4,78-4,67 (m, 1H), 4,20
(d, J=15,9 Hz, 1H), 4,12 (d, J=15,9 Hz, 1H),
3,48-3,23 (m, 2H).
IR (KBr): 3349, 1732, 1684, 1515, 1266 cm'.
MS (FD): m/e 363 (M*).
A C,gH,gNO3SCI 6sszegképletre vonatkozo elemana-

lizis:
C% H% N%
Szamitott: 59,42 4,99 3,85
Mért: 59,57 5,09 413

D) [25-(2R*,35*)]-1-Kldr-2-hidroxi-3-N-(benzil-oxi-

karbonil)-amino-4-(fenil-tio)-butan

A cim szerinti vegyiiletet a referencia eléallitasi pél-
da D) lépésében ismertetett eljaras szerint allitottuk
€el6, ennek soran a beparlasi maradék készitéséhez az
1C) eldallitasi példa 21 g (58 mmol) cim szerinti termé-
két és 2,4 g (63 mmol) natrium-[tetrahidrido-bo-
rat](1-)-ot hasznaltunk 300 ml tetrahidrofuranban. Ezt

a maradékot (metilén-kloridban levs 0-2 térfogat% me-

tanol elualészer-gradiens mellett lefolytatott) elaraszta-

sos kromatografias eljarassal, majd azt kévetéen (klo-
roformban 1év8 0-2 térfogat% etil-acetat eludloszer-
gradiens mellett lefolytatott) elarasztasos kromatogra-
fias eljarassal és metilén-kloridbél —78 °C hémérsékle-
ten végzett atkristalyositassal tisztitva 8,3 g cim szerin-

ti vegylletet kaptunk (kitermelés: 39%).

"H-NMR (CDCls):  7,47-7,19 (m, 10H), 5,22-5,03 (m,
1H), 5,09 (s, 2H), 4,01-3,89 (m, 2H), 3,75-3,58 (m,
2H), 3,32 (d, J=4 Hz, 2H).

IR (KBr): 3321, 2951, 1688, 1542, 1246, 738 cm™".

MS (FD): m/e 366 (M*), 119.

A CygHygNO3SCI dsszegképletre vonatkozd elemana-

lizis:
C% H% N%
Szamitott: 59,09 5,51 3,83
Mért: 59,03 5,50 3,96

E) [TR-(1'R*,1S*)}-1-[(1’-N-(Benzil-oxi-karbonil)-

amino-2’-(naft-2-il-tio)-etil-oxiran

A cim szerinti vegyliletet a referencia eléallitasi pél-
da E) lépeseben ismertetett eljaras szerint allitottuk
el8, ennek soran az 1D) elédllitasi példa 8,3 ¢
(23 mmol) cim szerinti termékét és 1,4 g (25 mmol) ka-
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lium-hidroxidot hasznaltunk a beparlasi maradék eléal-

litdsara. Ezt a maradékot (metilén-kloridban [évé

0-2 térfogat% etil-acetat elualészer-gradiens mellett le-

folytatott) elarasztasos kromatografias eljarassal tisztit-

va 6,4 g fehér szinl szildrd anyagot kaptunk (kiterme-

1&s: 85%).

"H-NMR (CDCly): & 7,45-7,15 (m, 10H), 5,12 (s, 1H),
5,08 (s, 2H), 3,77-3,62 (m, 1H), 3,21 (d, J=6 Hz,
2H), 2,99 (m, 1H), 2,77 {m, 2H).

IR (KBr): 3303, 3067, 1694, 1538, 1257, 741 cm~".

MS (FD): m/e 329.

A C35H45N30,4S dsszegképletre vonatkozé elemanali-
zis:

C% H% N%
Szamitott: 65,63 5,81 4,25
Mért: 65,48 5,82 4,29

F) [3S-(3R*,4aR*,8aR*,2'S* 3'S*)]-2-[3-N-(benzil-

oxi-karbonil)-amino-2"-hidroxi-4’-(fenil)-tio]-butil-

dekahidroizokinolin-3-N-(terc-butil)-karboxamid

A cim szerinti vegylletet a referencia elallitasi pél-
da F) lépésében ismertetett eljaras szerint allitottuk eld,
ennek soran az 1E) eldallitasi példa 6,3 g (19 mmol)
cim szerinti termékét és 5 g (21 mmol) [3S-

(3R*,4aR*,8aR*)]-dekahidroizokinolin-3-N-(terc-butil}-

karboxamidot hasznaltunk 300 ml etanolban a beparla-

si maradék készitéséhez. Ezt a maradékot (metilén-
kloridban 1évé 0-20 térfogat% efil-acetat elualdszer-
gradiens mellett lefolytatott) elarasztdsos kromatogra-
fias eljarassal tisztitva 4,3 g fehér szinl szilard anyagot

kaptunk (kitermelés: 40%).

"H-NMR (CDCl3): & 7,41-7,11 (m, 10H), 5,90 (d,
J=5 Hz, 1H), 5,64 (s, 1H), 5,05 (d, J=4 Hz, 2H),
4,08-3,90 (m, 2H), 3,40 (d, J=6,2H), 3,05 (s, 1H),
2,95-2,85 (m, 1H), 2,62-2,45 (m, 2H), 2,28-2,15
(m, 2H), 2,05-1,88 (m, 2H), 1,78-1,10 (m, 7H),
1,29 (s, 9H).

IR (KBr): 3330, 2925, 2862, 1706, 1661, 1520, 1454,
1246, 738, 694 cm~".

MS (FD): m/e 568 (M*), 467.

A CgoHy5N304S dsszegképletre vonatkozd elemanali-
zis:

C% H% N%
Szamitott: 67,69 7,99 7,40
Mért: 67,64 8,20 7,45

G) [3S-(3R* 4aR*,8aR*,2°S*,3558*)]-2-[3-amino-2"-

hidroxi-4-(fenil)-tio]-butil-dekahidroizokinolin-3-N-

(terc-butil)-karboxamid

A cim szerinti vegyliletet a referencia eléallitasi pél-
da G) lepésében ismertetett eljaras szerint allitottuk eld
az 1F) el8allitasi pelda 1 g (1,8 mmoal) cim szerinti ter-
meékét és 40 ml 30 tdmeg% hidragén-bromidot tartal-
mazd ecetsavoldat alkalmazasaval azzal az eltéréssel,
hogy a nyerstermeket 30 ml metanolban oldottuk. A ka-
pott oldathoz 2 ml dietil-amint és 2 ml t6mény ammé-
nium-hidroxid-oldatot adtunk, majd az elegyet csdékken-
tett nyomason betémeényitve maradékot kaptunk. Ezt a
maradékot viz és etil-acetat elegyében ismét feloldot-
tuk. A kapott fazisokat elvalasztottuk, a szerves fazist
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sorrendben vizes natrium-hidrogén-karbonat-oldattal

és soéoldattal mostuk, vizmentes natrium-szulfat folott

szaritottuk, szlrtik, majd csékkentett nyomason sza-
raz allapot eléréséig betéményitve maradékot kaptunk.

Ezt a maradékot (1000 ml kloroformra szamitva

3 csepp ammdnium-hidroxid-oldatot tartalmazé kloro-

formban 1évé 0-10 térfogat% metanol eluéalészer-gra-

diens mellett lefolytatott) elarasztdsos kromatografias
eljdrassal tisztitva 0,54 g fehér szinl habot kaptunk (ki-

termelés: 71%).

"H-NMR (CDCl3): § 7,41-7,16 (m, 5H), 6,07 (s, 1H),
3,78-3,70 (m, 1H), 3,45-3,38 (m, 1H), 3,03-2,84
(m, 3H), 2,38-2,20 (m, 3H), 2,00-1,05 (m, 12H),
1,33 (s, 9H).

IR (KBr): 2924, 2862, 1680, 1517, 1454, 1439, 737,
691 cm-".

MS (FD): m/e 434 (M*}, 293.

2. elGallitasi példa

A) 3-Metoxi-N-fenil-benzamid

13,4 ml (147 mmol} anilin 30,7 ml trietil-aminban
levé oldatat lassan metilén-kloridban lévé 25,1 ¢
(147 mmol) 3-metoxi-benzoil-klorid-oldatahoz adtuk.
A kapott reakcidelegyet 30 percen at reagaltattuk, majd
1 mol/l koncentracidju natrium-hidrogén-karbonat-ol-
dattal higitottuk. A kapott fazisokat elvalasztottuk, a
szerves fazist sorrendben vizzel, 1 mol/l koncentracidju
natrium-hidroxid-oldattal és sdoldattal mostuk, vizmen-
tes natrium-szulfat f0lott szaritottuk, szrtlik, majd
cstkkentett nyomason betéményitve 31,6 g piszkosfe-
hér szin(i szilérd anyagot kaptunk (kitermelés: 95%).

B) 3-Metoxi-2-metil-N-fenil-benzamid

A 2A) eléallitasi példa 4,54 g (20 mmol) cim szerinti
termékeét és 5,11 g (44 mmol) TMEDA-t 70 ml vizmen-
tes tetrahidrofuranban tartalmazé hideg (70 °C hé-
mérsékletli) oldatahoz n-butil-litium 26,9 ml 1,56 mal/l
koncentraciojl hexanos oldatat adtuk. A kapott reak-
cioelegyet —15 °C hdmérsékletre melegitettiik, majd

45 percen at keverve sarga szin( zagyot kaptunk.

A zagyot ismét —70 °C hémérsékletre h(tottlk, és

2,89 g (20 mmol) metil-jodidot hozzaadva fehér szini

csapadékot kaptunk. A reakcitelegyet éjszakan at szo-

bahémérsékleten kevertilk, a reakcidt telitett ammo-
nium-klorid-oldattal befagyasztottuk, és a reakcioele-
gyet dietil-éterrel higitattuk. A kapott fazisokat elvalasz-
tottuk, a szerves fazist sorrendben telitett ammaonium-
klorid-oldattal, vizzel, telitett natrium-hidrogén-karbo-
nat-oldattal és sdoldattal mostuk. A szerves extraktu-
mokat ezutdn vizmentes natrium-szulfat flétt széritot-
tuk, és betémeényitve feher szinl szilérd anyagot kap-
tunk. A szilard anyagot etil-acetat/hexan 2:1 térfogat-
aranyu elegyebdl atkristalyositva 4,00 g td alaku krista-

lyokat kaptunk (kitermelés: 99%).

"H-NMR (CDCl,): § 2,36 (s, 3H), 3,88 (s, 3H), 3,89 (s,
1H), 6,90-7,70 (m, 8H).

IR (CHCI5): 3424, 3013, 2963, 2943, 2840, 1678, 1597,
1585, 1519, 1463, 1438, 1383, 1321, 1264, 1240,
1178, 1083, 1069 cm~".

MS (FD): m/e 241 (M*, 100).
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A C,5H5NO, 8sszegképletre vonatkozé elemanalizis:

C% H% N%
Szamitott: 74,67 6,27 5,80
Mért: 74,65 6,29 5,82

C) 3-Hidroxi-2-metil-benzoesav

A 2B) eléallitasi példa 1,21 g (5,00 mmol) cim sze-
rinti termékét, 35 ml 5 mol/l koncentréciéju sésavolda-
tot &és 20 ml 30 tdmeg% hidrogén-bromid-tartalmi ecet-
savoldatot tartalmazé elegyet 24 éran &t visszacsepe-
g6 hitd alatt forraltunk. Lehiités utdn a reakcidelegyet

100 ml etil-acetattal és 100 ml vizzel higitottuk. A ka-

pott fazisokat elvalasztottuk, és a szerves fazist vizzel

egy alkalommal mostuk, majd 0,5 mol/l koncentraciéju
natrium-hidroxid-oldattal pH=11 érték eléréséig megli-
gositottuk. A kapott fazisokat elvalasztottuk, és a vizes
eléréséig ismét megsavanyitottuk. A kivant vegytletet
ezutan ebbél a vizes fazisbdl extrahaltuk etil-acetattal.

Az eftil-acetatos extraktumot séoldattal mostuk, viz-

mentes natrium-szulfat folétt szaritottuk, szlrtlik, majd

betdOmenyitve maradékot kaptunk, amelyet hexanbhal
két alkalommal betdményitve 750 mg fehér szinl szi-

lard anyagot kaptunk (kitermelés: 98%).

"H-NMR (DMSO-dg): & 2,26 (s, 3H), 6,98 (d,
J=8,03 Hz, 1H), 7,02 (t, J=7,69 Hz, 1H), 7,15 (d,
J=7,37 Hz, 1H), 9,55 (br.s, 1H).

IR (CHCI3): 3600-2100 (br.), 3602, 2983, 1696, 1588,
1462, 1406, 1338, 1279, 1174, 1154, 1075, 1038,
920, 892, 854, 816 cm™".

MS (FD): m/e 152 (M*, 100).

A CgHgO4 Gsszegképletre vanatkozd elemanalizis:

C% H%
Szamitott: 63,15 5,30
Mért: 63,18 5,21

A cim szerinti vegylletnek egy tovabbi eljarassal
torténd eldallitdsahoz 22,6 g (0,33 mal) natrium-nitritet
kis részletekben 45 g (0,30 mol) 3-amino-2-metil-
benzoesav es 106 g (58 ml; 1,08 mol) tdmény kénsav
400 ml vizben |&v6 (—10 °C hémérsekletre) hiitétt olda-
tahoz adtunk, mikozben a hémérsékletet 7 °C alatt tar-
tottuk. A kapott reakciéelegyet 30 percen at —10 °C hé-
mersékleten kevertik, 240 ml témény kénsav 1,2 | viz-
ben 1évé oldatahoz &ntéttik, majd lassan 80 °C h&meér-
sékletre melegitettiik (ennek soran a 40-60 °C h8mér-
seklet-tartomanyban intenziv gazfejlédés kdvetkezett
be). A gazfel6dés megsziinese utan a reakciéelegyet
szobah8mersékletre hiitottik, és a cim szerinti vegyl-
letet 6t alkalommal (600 ml) etil-acetattal extrahaltuk.
Az egyesitett szerves fazisokat natrium-karbonat
500 ml telitett vizes oldatahoz adtuk. A kapott fazisokat
elvalasztottuk, és a vizes fazist témény sdsavval
pH=2 értekig megsavanyitottuk. A cim szerinti vegytle-
tet ezutan (500 ml) etil-acetattal extrahaltuk, és az
egyesitett szerves fazisokat sdoldattal mostuk, vizmen-
tes natrium-szulfat f6lott szaritottuk, sz(rtik, majd
cskkentett nyomason betémeényitve a nyerstermeket
kaptuk. A nyersterméket etil-acetat/kloroform elegybdl
két alkalommal atkristalyositva 23,2 g vilagos narancs-
szin(i port kaptunk (kitermelés: 52%).
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Referenciapélda

[35-(3R*,4aR*,8aR*,2'S*,3'R* )]-2-[2™-Hidroxi-3'-

fenil-metil-4’-aza-5"-oxo0-5-(2"-fluor-3-hidroxi-

fenil)-pentil]-dekahidroizokinolin-3-N-(terc-butil)-

karboxamid eldallitasa

Az 1B) el6éllitasi példa 80 mg (0,20 mmol) cim
szerinti termékét, a 11B) eldallitdsi példa 31 mg

(0,20 mmol) cim szerinti termékét és 27 mg

(0,20 mmal) 1-hidroxi-benztriazol-hidratot (HOBT-H,0)

3 ml vizmentes tetrahidrofurant tartalmazé hideg

(10 °C hdmeérséklet(i) oldathoz 41 mg (0,20 mmol)

1,3-diciklohexil-karbodiimidet (DCC) adtunk. A reak-

cioelegyet szobahdmérsékleten 36 dran at kevertilk,
majd csokkentett nyomason betdményitettiik. A kapott
maradékot etil-acetatban ujra feloldottuk, celiten ke-
resztil sz(rtlik, sorrendben telitett natrium-hidrogén-
karbonat-oldattal és sdoldattal mostuk, vizmentes nat-
rium-szulfat folott szaritottuk, szlrtlik és betdményitet-
tik. A nyersterméket (1 mm-es lemezen metilén-
kloridban lévé 2-5 térfogat% metanol elualdszer-gra-
diens mellett lefolytatott) radialis kromatografias elja-
rassal tisztitva 79 mg fehér szinli habot kaptunk (kiter-

melés: 73%).

[e]p —90,80° (¢=0,333, MeOH).

"H-NMR (CDCl,): & 1,24 (s, 9H), 1,16-2,05 (m, 14H),
2,20-2,40 (m, 2H), 2,55-2,70 (m, 2H), 2,90-3,04
(m, 2H), 3,10-3,25 (m, 1H), 4,03 (br.s, 1H), 4,51
(br.s, 1H), 6,01, (s, 1H), 6,90-7,35 (m, 9H).

IR (CHCI5): 3580, 3550-3100 (br.), 2929, 2865, 1662,
1596, 1521, 1472, 1455, 1394, 1368, 1293, 1157,
1047, 879, 839 cm™".

MS (FD): m/e 540 (M*, 100).

HR MS (FAB): m/e a C31H43N304F 8sszegképletre vo-
natkozéan:

Szamitott: 540,3238
Mért: 540,3228
1. példa

[3S-(3R*,4aR*,8aR*,2’S*,3'S*)]-2-[2-Hidroxi-3-

(fenil-tio-metil)-4-aza-5-oxo0-5"-(2"-metil-3"-hidroxi-

fenil)-pentilj-dekahidroizokinolin-3-N-(terc-butil)-

karboxamid elBéllitasa

A cim szerinti vegylletet a referenciapéldaban is-
mertetett eljaras szerint allitottuk el az 1G) eléallitasi
példa 70 mg (0,16 mmol) cim szerinti termékét, a 2C)
eléallitasi példa 24,6 mg (0,16 mmol) cim szerinti ter-
mékét, 33 mg (0,16 mmol) DCC-et és 22 mg

(0,16 mmol) HOBT-H,0-t 4 ml tetrahidrofuranban

hasznalva. A nyersterméket (1 mm-es lemezen me-

tilen-kloridban 1évé 3 térfogat% metanol elualdszer-
gradiens mellett lefolytatott) radialis kromatografias el-
jarassal tisztitva 54 mg fehér szin(i habot kaptunk (ki-

termelés: 60%).

[alp —119,23° (¢=0,26, MeOH).

"H-NMR (CDCl,): § 1,09 (s, 9H), 1,12—1,79 (m, 12H),
1,93-2,02 (m, 2H}), 2,17-2,30 (m, 2H), 2,31 (s, 3H),
2,43-2,61 (m, 2H), 2,91 (m, 1H), 3,42 (m, 1H), 3,78
(m, 1H), 4,07 (m, 1H), 4,47 (m, 1H), 5,37 (m, 1H),
5,561 (br.s, 1H), 6,84 (m, 1H), 7,06 (m, 2H),
7,17-7,32 (m, 4H), 7,45 (m, 2H).
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IR (KBr): 3297, 2925, 2862, 1627, 1586, 1530, 1482,
1466, 1439, 1366, 1287, 1221, 1156, 1119, 1026,
801, 735, 689 cm".

MS (FD): m/e 568 (M*, 100).

HR MS (FAB): m/e a C35H46N30,4S sszegképletre vo-
natkozdan:

Szamitott: 568,3209

Mért: 568,3182
2. példa
[35-(3R* 4aR*,8aR*,2'S* 3'S*)]-2-[2-Hidroxi-3-
(fenil-tio-metil)-4’-aza-5"-oxo-5-(2"-metil-3"-hidroxi-
fenil)-pentil]-dekahidroizokinolin-3-N-(terc-butil)-
karboxamid-metanszulfonsav-so
Ezt a vegyliletet az 1. példaban ismertetett eljaras

szerint allitottuk elé azzal az eltéréssel, hogy az 1A és
1D eléallitasi példak lépéseit az alabbi (1) [épésben is-
mertetett médon megvaltoztattuk, és az eljarast kiegé-
szitettlik az alabbi (2) séképzési lépéssel.

(1) Egy 2 | térfogatd lombikba 500 ml CH,Cl,-ban
Iév6 109,6 g PhsP-t vittiink be, és az elegyet 70 °C
hdmérsékletre h(itottik. Az elegyhez 25 percen keresz-
tll cseppenként (66 ml) dietil-azido-dikarboxilat 60 ml
THF-ban készitett oldatat adtuk. 25 perc mulva 45 perc
alatt cseppenként (100 g) N-karbobenzil-oxi-L-szerin
400 ml THF-ban lévé oldatat adtuk az elegyhez, majd
2 dra alatt vizfiirdén hagytuk szobahémérsékletre me-
legedni. Az elegyhez 150 ml THF-t adtunk. Egy masik
lombikban (46 g) tiofenol 1 | THF-ban készitett oldatat
jeges fiirdén 0 °C hémérsékletre hiitottik, és részletek-
ben hozzdadott (10 g) NaH-diszperzidval kezelve visz-
kézus oldatot kaptunk. 1 éra mulva a nyers laktonolda-
tot 30 perc alatt adagolétolcsérbél cseppenként a tiolat-
oldathoz adtuk. 12 éra mulva szlréssel fehéer csapadé-
kot kilénitettink el, és a szlrélepényt THF-nal mostuk.
A szilard anyagot 4 mol/l koncentraciéju NaHSO, és
EtOAc elegyében felvettiik, elvalasztottuk, és a szer-
ves fazist sdoldattal mostuk, szdritottuk, majd betéme-
nyitve viszkdzus olajként 85 g 2R-2-N-(benzil-oxi-kar-
bonil)-amino-3-fenil-tio-propénsavat kaptunk.

Az eredeti szilard anyagot a kivant termék natrium-
sojanak tartjuk. Ezért a kitermelés és az elvalasztés le-
folytatasa javithatd azaltal, ha kézvetlenil a natriumsét
izolaljuk.

A (16,87 ¢, 46,4 mmol) 3R-1-klér-2-0x0-3-N-(ben-
zil-oxi-karbonil)-amino-4-(fenil-tio)-butan nyers klor-ke-
tont 1 | abszolut EtOH és 200 ml THF elegyéhez adtuk,
és az oldatot (78 °C hémérséklet(i) CO,/aceton firdd-
ben leh(téttiik, majd 200 ml abszollt etanolban
(2,63 g, 69,5 mmol) NaBH,-ot adtunk hozza 1 érén at
cseppenként (ennek soran a bels§ hémersekletet
—75 °C-nal alacsonyabb értéken tartottuk. Az adagolast
kdvetben elvégzett TLC elemzés azt mutatta, hogy a
reakcio lejatszédott. A reakcicelegyet 300 ml dietil-
éterrel higitottuk, majd a reakciot keverés kézben
0,4 mol/l koncentracioju NaHSO4-oldat lassu adagola-
sa (tjan befagyasztottuk, amelynek soran gaz fejlédétt.
Ezt az elegyet csdkkentett nyomason az etanol nagy
részének eltavolitasa utjan betéményitettik, majd vizet
adtunk hozza. A kapott elegyet dietil-éterrel extrahal-
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tuk, és az egyesitett szerves fazisokat NaHCO; telitett
vizes oldataval és sdoldattal mostuk, (vizmentes
Na,SO, fol6tt) szaritottuk, majd betdményitve 15,7 g
piszkosfehér szin( szildrd anyagot kaptunk. Ezt az
anyagot (300 ml) forrasban 1évé hexanban elddrzsdl-
tiik, majd a hexant évatosan még forrd allapotban de-
kantaltuk. Ezt a miveletet 10 alkalommal (esetenként
300 ml oldészerrel) megismételve 10,35 ¢ piszkosfehér
szin( szilard anyagot kaptunk (amely TLC szerint
egyetlen tiszta izomer). A hexanos sz(irletet betémé-
nyitve 6 g fehér szin(i szildrd anyagot kaptunk, amelyet
félretettlink. Az eld6rzsdlt szilard anyagot 50 ml CH,Cl,
és 6 ml hexan elegyével hevitettiik és forron sziirtiik.
A tiszta oldatot hagytuk 25 °C hdmeérsékletre lehdilni,
majd fagyasztoszekrénybe tettiik. A kapott szilard
anyagot szdrtiik, ezutan hexannal mosva 7,157 g fehér
szinl szilard anyagot kaptunk. A sz(irletet egyesitettiik
a korabbi hexanos szlrlettel és két kis 1éptéku kisérlet
(egyenként 500 mg kiindulasi ketan) nyers reakcioter-
mékével, és az egyesitett anyagot SiO, fazison
(CH,Cl, tartalmd, 2:1—1:1 térfogataranyl hexan/dietil-
éter eludldszerrel) kromatografids eljarassal kezelve
2,62 g tovabbi terméket kaptunk. A [2S-(2R*,35*)]-1-
klor-2-hidroxi-3-N-(benzil-oxi-karbonil)-amino-4-(fenil-
tio)-buténnak 0sszesen 10,31 g tiszta izomerét kaptuk
(a savra vonatkoztatott kitermelés: 50%}).

ap=—63,6° (c=1, MeOH).

(2) Scképzés

30 ml metanol és 30 ml CH,Cl, elegyében (3,34 g)
[3S-(3R*,4aR*,8aR*,2'S*,3'S*)]-2-[2"-hidroxi-3’-(fenil-
tio-metil)-4’-aza-5'-0x0-5'-(2"-metil-3"-hidroxi-fenil}-
pentil]-dekahidroizokinolin-3-N-(terc-butil)-karboxami-
dot oldottunk, és cseppenként 10 ml CH,Cl,-ban oldott
(596 mg) metanszulfonsavat adtunk hozza. 10 perc
mulva a reakcidelegyet habba téményitettik be.
A nyers sét 5 ml THF-ban felvettlk, és keverés kdzben
175 ml etil-éter és 25 ml hexan elegyéhez adtuk, ennek
saoran finom szuszpenzié képzEdott. Ezt a szuszpen-
zZiot fagyasztoszekrényben leh(itéttik, hidegen sz(irtik,
dietil-éterrel tébb alkalommal mostuk, majd vakuumke-
mencében szaritva fehér szind porként 3,75 g [3S-
(3R*,4aR*,8aR*,2’S*,3'S*)]-2-[2'-hidroxi-3’-(fenil-tio-
metil)-4’-aza-5"-0x0-5'-(2"-metil-3”-hidroxi-fenil)-pentil]-
dekahidroizokinolin-3-N-(terc-butil)-karboxamid-metan-
szulfonsav-sot kaptunk.

A fentiek értelmében a talédlmany szerinti vegyle-
tek hasznosak HIV-proteaz gatlasaban, amely virusos
komponens termelésével és beépilésével kapcsolatos
enzim.

A leirasban a ,hatasos mennyiség” kifejezésen az
(1) altalanos képletl vegyiilet vagy gyégyaszatilag elfo-
gadhaté soja olyan mennyiségét értjiik, amely hatdsos
a HIV-proteaz altal kdzvetitett virusos komponens ter-
melésének és beepllesének gatlasa tekintetében. A ta-
lalmany értelmeben terapias vagy gatlé hatas elérésére
beadott vegyllet ddzisat természetesen a kankrét kd-
rilmények alapjan hatarozzuk meg, amelyek tébbek
kézott a beadott vegyllet, a beadas mdédja, a kezelt be-
tegség és a beteg allapota. A napi (egyetlen adagban
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vagy tobb alkalommal beadott) dézis 1 kg testtdémegre
vonhatkoztatva 0,01-50 mg taldimany szerinti vegyUlet.
Elényds napi ddzisok altalaban 0,05 mg/kg—20 mglkg,
még elénydsebben 0,1 mg/kg—10 mg/kg.

A taldlmany szerinti vegylletek kilénbéz8 modon
adhatok be, beleértve az oralis, rektalis, transzderma-
lis, szubkutan, intravénas, intramuszkularis és intrana-
zélis beadast. A taldlmany szerinti vegylleteket a be-
adast megel6zben elénydsen formulaljuk. A talalmany
egyik kiviteli alakja ezért gyogyaszati készitmény,
amely (I} altalanos képletl vegyllet vagy gydgyaszati-
lag elfogadhatd séja hatdsos mennyiségét tartalmazza
gyogyaszatilag elfogadhaté hordozd, igy higité vagy
kétéanyag mellett.

A hatbéanyag a formuldlas 6ssztomegére vonatkoz-
tatva elénydsen 0,1-99,8%. A ,gydgyaszatilag elfogad-
hato” kifejezésen azt értjiik, hogy a hordozé — a higito
vagy kotdanyag — a formuldlas egyéb alkotérészeivel
Osszeférhetd, tovabba nem karos a betegre nézve.

A taldlmany szerinti vegyliletekbdl gydgyaszati ké-
szitményeket eléallithatunk ismert eljarasokkal szoka-
s0s és kdnnyen hozzaférheté alkotorészeket hasznal-
va. A taldlmany szerinti készitmények el6allitasa soran
a hatéanyagot altalaban hordozéval keverjlik vagy hi-
gitjuk vagy hordozdéba burkoljuk, amely lehet kapszula,
tasak, papir vagy egyéb alkalmas tartd. Ha a hordozé
egyuttal higitdszer, az lehet szilard, félszilard vagy fo-
lyékony anyag, amely a hatéanyag szamara hordozé-
vagy kdtdanyagként vagy vivékdzegként szolgdl. Igy a
készitmények tobbek kdzétt lehetnek tabletta, pirula,
por, ostya, elixir, szuszpenzid, emulzid, oldat, szirup,
aeraszol (szilérd anyagként vagy folyékony kézegben),
(10 témeg%-ig terjedé mennyiségl hatéanyagot tartal-
mazd) kendcs, lagy- és keményzselatin-kapszula, kup,
injektalhaté steril oldat vagy steril csomagolésu por.

A kdvetkezd formulalasi példak csupan szemlélte-
tesll szolgalnak és nem korlatozzak a talalmany oltal-
mi korét. A ,hatdéanyag” kifejezés (I) altalanos képlet(i
vegylletet vagy annak gyégyaszatilag elfogadhaté so-
jat jelenti.

1. formulélas
Keményzselatin-kapszulakat allitunk el6 a kdvetke-
74 alkotéreszekbdl:
Mennyiség (mg/kapszula)

Hatéanyag 250
Keményité, szaritott 200
Magnézium-sztearat 10
Osszesen: 460

2. formulalas
Tablettakat allitunk eld az alabbi alkotérészekbdl:
Mennyiség (mg/tabletta)

Hatéanyag 250
Celluléz, mikrokristalyos 400
Szilicium-dioxid (habositott) 10
Sztearinsav _9
Osszesen: 665

A komponenseket dsszekeverjilk és egyenként
665 mg témegU tablettakka sajtoljuk.
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3. formuléalas
A kévetkezd komponenseket tartaimazé aeroszol-
oldatot allitjuk elé:

Témegrész
Hatbéanyag 0,25
Metanol 25,75
22 tipustl vivBanyag
(kldr-difluor-metén) 74,00
Osszesen: 100,00

A hatdéanyagot etanollal elkeverjik, és a kapott ele-
gyet a 22 tipusu vivéanyag egy részéhez adjuk, -30 °C
hémeérsékletre hiitjik és atvisszik a téltéberendezés-
be. Ezutan a kivant mennyiségl elegyet rozsdamentes
acél anyagu tartalyba toltjlik, és a vivéanyag maradék
részével higitjuk. Ezutan a tartélyra felszereljik az ada-
golészelepet.

4. formulalas
Egyenként 60 mg hatdanyagot tartalmazé tabletta-
kat allitunk elé a kévetkez6 maédon:
Mennyiség (mg/tabletta)

Hatoanyag 60
Kemeényité 45
Mikrokristalyos celluléz 35

Poli{vinil-pirrolidon)
(10 t0meg%-os vizes cldat) 4

Natrium-karboxi-metil-keményité 45
Magnézium-sztearat 0,5
Talkum 1
Osszesen: 150

A hatéanyagot, a keményitét és a celluldzt 354 um
lyukbéségli szitén atszitaljuk és alaposan 6sszekever-
jik. A poli(vinil-pirrolidon)-t tartalmazé vizes oldatot a
kapott porral elkeverjik, és a keveréket 1,41 mm Iyuk-
bdségll szitan atbocsatjuk. Az igy eléallitott granulatu-
mot 50 °C hémérsékleten szaritjuk és 1,00 mm lyukb8-
ségll szitdn keresztill szitaljuk. Az el6zbleg 250 pm
lyukbdsegl szitan atjutott natrium-karboxi-metil-
kemenyitdt, magnézium-sztearatot és talkumot ezutén
a granulatumhoz adjuk, amelyet keverés utan tabletta-
zGgépen egyenként 150 mg tdmeg( tablettakka sajto-
lunk.

5. formulalas
Egyenként 80 mg hatdanyagot tartalmazd kapszu-
lakat allitunk eld a kévetkezé mddon:
Mennyiség (mg/kapszula)

Hatéanyag 80
Keményité 59
Mikrokristalyos celluloz 59
Magnézium-sztearat 2
Osszesen: 200

A hatéanyagot, a celluldzt, keményitét és magné-
zium-sztearatot 8sszekeverjik, 354 pm lyukbdségi
szitan atbocsatjuk, majd 200 mg adagokban kemeny-
zselatin-kapszulakba téltjlk.

6. formulalas
Egyenként 225 mg hatéanyagot tartalmazé klpokat
allitunk el a kévetkezé maédon:
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Mennyiség (mg/kip)

Hatéanyag 225
Telitett zsirsav-gliceridek 2000
Osszesen: 2225

A hatéanyagot 250 pm lyukb8ségli szitan atbocsat-
juk, és az el6zetesen a minimalisan szlkséges h8 al-
kalmazédsaval megolvasztott telitett zsirsav-gliceridek-
ben szuszpendaltatjuk. Az elegyet ezutan 2 g névleges
tdmegt kip ontéformajaba ontjiik és hagyjuk leh(ilni.

7. formulalas
5 ml dézisonként 50 mg hatdanyagot tartalmazo
szuszpenziot allitunk eld a kdvetkezé modon:

Mennyiség/dozis
Hatéanyag 50 mg
Natrium-karboxi-metil-cellul6z 50 mg
Szirup 1,25 ml
Benzoesavoldat 0,10 ml
Aroma kivansag szerint
Szinezék kivansag szerint

Tisztitott viz 5 ml-re kiegészitve

A hatoanyagot 354 um lyukbdségl szitan atbocsat-
juk, majd a natrium-karboxi-metil-celluldzzal és a szi-
ruppal hig pasztat képezlnk. A benzoesavas oldatot,
aromat és szinezéket a viz egy részével higitjuk, majd
keverés kdzben a pasztahoz adjuk. Ezt kévetden a ki-
vant térfogathoz szilkséges mennyiség(i vizet adjuk az
elegyhez.

8. formulalas

Intravénas farmulalast allitunk eld a kovetkezd mo-
don:
Hatdanyag 100 mg
Izoténias sooldat 1000 mi
A fenti alkotérészek oldatét altalaban 1 ml/perc sebes-
séggel intravénasan adjuk be a betegnek.

Hatésossag osztalyozd vizsgalata

Szamos vizsgalatot hasznaltak a HIV-proteazt gatlo
vegylletek biol6giai aktivitdsanak tanulmanyozésara.
Tébbek kdzdtt vizsgaltak HIV-fertézott sejtvonalakon a
proteolitikus gatlasi sebességet és a virusellenes ha-
tast. Az ilyen vizsgalatokhoz alkalmazott eljardsokat az
alabbiakban ismertetjlk. A vizsgalatok eredményeit az
alabbi |. téblazatban kdzdljiik vagy a példakban foglal-
juk Ossze.

I. A HIV-ellenes vegyiiletek elsé hatastani
vizsgélata a Southern Kutaté Intézetben (Southern
Research Institute=SRI) (Az eredményeket az I.
tablazatban adjuk meg ,SRI CEM (ng/ml)” vagy
»SRI MT2 (ng/ml)” jeléléssel)

A) Az MTT vizsgalat elve

Az SRI kifejlesztett egy programot a vegylletek
elsé antiviralis analizisére mikrotiterprébaban, amely a
kivalasztott vegyllet azon képességet méri, hogy ho-
gyan gétolja a HIV-indukalt sejtpusztulast. Ezen vizs-
galat soran az MTT tetrazélium festék a metabolikusan
aktiv sejtekben a mitokondridlis enzimek revén egy szi-
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nes formazan termékké alakul at. Az SRI ezt a vizsga-
lati rendszert évente tdbb mint 30 000 vegylilet oszta-
lyozasara alkalmazza. Kbzelebbrél, ez a vizsgalat ma-
gaban foglalja a CEM vagy az MT-2 sejtek megfertzé-
sét 96 legdmbdlyitett alji mélyedéssel rendelkezé le-
mezen. A vizsgalt vegylletet kdzvetlenil a fertézés
el6tt helyezzik a mélyedéshe. A lemezeket 6 napig
37 °C-on inkubdljuk, majd ezt kdvetden megfestjlk
MTT-vel. A vizsgalati eredményeket spektrofotometria-
san mérjiik egy Molecular Devices Vmax lemezleolva-
sdn. A kapott adatokat linearis regresszidval sajat fej-
lesztés(i program felhasznalasaval elemezziik és sza-
mitjuk ki az antiviralis aktivitast (IC25, 1C50, 1C95,) és
toxicitast (TC25, TC50, TC85,), valamint az egyéb érté-
keket.

Az elsé antiviralis vizsgalatokat rutinszerlien végez-
zik CEM vagy MT-2 sejteken. Az SRI azt talalta, hogy
az Osszes aktiv vegyllet azonosithatd CEM sejteken,
mig az MT-2 sejtvonalon végzett vizsgalatokban az ak-
tiv vegylileteknek egy kis része elvész.

B) Standard osztalyozd vizsgalatok CEM és

MT-2 sejteken

1. A vegylilet higitdsa és elosztasa a lemezeken

Az anyagokat egy megfelelé hordozdban, igy desz-
tillalt vizben vagy — ha szlikséges ~-DMSO-ban felold-
juk. Latexkeszty(it, laborkOpenyt és maszkokat hasz-
nalunk a kezelési eljaras minden egyes fazisaban,
hogy megelézziik a potencidlisan artalmas szerek ka-
rositd hatasait. Az anyagot megfeleld koncentraciéra
higitiuk és —20 °C-on taroljuk az osztalyozé laboratd-
riumban térténd felhasznalasig. Minden egyes vegyllet
elsd higitasat egy higitdcsében végezziik annyi kdzeg-
gel, hogy a leghagyobb vizsgalati koncentracié kétsze-
resét kapjuk. Ezutan steril higitécsdveket hasznalunk
ahhoz, hogy minden vegylletbdl egy féllogaritmikus hi-
gitasi sorozatot keszitsiink. Az anyag higitasat kove-
téen, a higitott vegyiletet hozzaadjuk a 96 mélyedéses
mikrotiterlemez megfelelé6 mélyedéséhez. Egyetlen le-
mezen 12 higitast lehet vizsgalni kényelmesen harom
parhuzamos mintdn az Gsszes alkalmas kontrollal
egyutt, beleértve a sejtkantrollt, viruskontrollt, toxicitasi
kontrollt, anyagszinkontrollt, kézegkontrollt és a md-
anyag (hattér) kontrollt. Abban az esetben, ha a mintat
csak 6 higitasban vizsgéljuk, két anyag vizsgéalhaté
egyidejlleg egyetlen mikrotiterlemezen. Az anyagokat
100 pl végtérfogatban adjuk a lemezhez.

2. Sejtek és virusok

Azon idg alatt, amig az anyag higitasait elkészitjlk,
a sejteket mossuk es megszamilaljuk. Az eletképesse-
get tripankék festék kizarasaval kdvetjlik nyomon, és a
vizsgdlatokat nem végezzlk el, ha az életképesség
90% ala csdkken. A sejteket exponencialisan névekvd
fazisban tartjuk fenn és a vizsgalat elétti napon
1:2 aranyban megosztjuk, hagy az exponencidlis ndve-
kedési sebességet biztositsuk.

Az elsé osztalyozashoz haszndlt sejtvonalak CEM
vagy MT-2 sejtvonalak. Hacsak maskepp nem jeléljik,
az alkalmazott kozeg RPMI-1640 tapkdzeg, kiegészit-
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ve 10% hével inaktivalt magzati borjuszérummal
(FBS), glutaminnal és antibiotikumokkal.

A sejteket 37 °C-on szaporitiuk 5% CO,-ot tartal-
mazd atmoszféraban. Az ehhez a munkahoz alkalma-
zott virus a HIV-1 llIB és/vagy RF izoladtum, amelyet
akut fertézési folyamattal készitlnk.

Réviden, a virussal fertézitt sejteket naponta
Osszegyljtjik a haromnapos utdfertézés kezdetétdl
egészen addig, amig a virus a tenyészetben lévd
Osszes sejtet eldli. Reverz transzkriptdz akfivitast és
p24 ELISA-t haszndlunk annak azonositdsara, hogy
melyek azok a keverékmintdk, melyek a legnagyobb
mennyiségu virust tartalmazzak.

Ezeket a 24 orés tenyészeteket Osszekeveriik,
szdrjlk és —90 °C-on lefagyasztjuk. A vizsgalatban vald
hasznalat el6tt meghatérozzuk a fertézé virus-keverék-
minta titerét az 6sszes alkalmas sejtvonalon abbél a
celbdl, hogy meghatarozzuk a kivant virus mennyisé-
gét az antiviralis probaban.

Altaldban az akut fertézési médszerrel termelt ke-
verékmintak esetében mélyedésenként 1 pl fertézd vi-
rus hozzaadasa szllkséges az anyagok osztalyozasa-
ban, ha a fertézés mértéke 0,01. Ezen a modon ele-
gend®d virust készitlink és fagyasztunk ezer mikrotiter-
lemez befedéséhez, ezzel lehetévé téve akar kétezer
vegyllet tesztelését a fertézd virus egyetlen alloma-
nyabdl. Egyetlen virusallomany haszndlata a teszte-
Iésben hosszl idén keresztill igen kedvezd hatasu a
vizsgalati rendszerek megismételhetdsége szempont-
jabal.

A CEM és az MT-2 sejtek virussal térténd megfer-
tdzését az antivirdlis vizsgalathoz nagy tdmegben vald
fertézési eljarassal kivitelezzlik. Megfelel6 szamu sej-
tet, amely szlikséges a vizsgalat teljessé tételéhez, egy
kipos centrifugacsében 1-2 ml issztérfogatban a ferté-
z4 virussal 6sszekeveriink.

Négyoras inkubalast kévetben a fertézdtt sejteket
friss szdvettenyészts tapkdzeggel megfelelé végkon-
centraciora (5x104 sejt/ml) higitjuk, és 100 pl-t adunk a
megfeleld kisérleti és viruskontroll-mélyedésekhez.
A nem fertézdtt sejteket ugyanilyen koncentracioban
adjuk a toxicitasi kontrollokhoz és a sejtkontrollokhoz.
Ebben az esetben a vizsgalandé anyagot, a sejteket és
a virusokat egyenként adjuk a mélyedésekbe. Minden
esetben a MOI-t ugy allitjuk be, hogy a 6. napig teljes
sejtpusztitast kapjunk a viruskontroll-mélyedésekben.

3. A CPE-gétlas kiértékelése

Miutan a sejteket és a mintakat hozzaadtuk a mik-
rotiterlemezhez, a lemezt 6 napon keresztll 37 °C-on
inkubaljuk. A tapasztalat dénti el, hogy egy hosszabb
ideig tarto inkubacié (7-8 nap) vagy egy magasabb be-
vitt sejtszam (1x104) alkalmazasa eredményez-e szig-
nifikans csékkenest a sejtkontroll-életkepességben és
kisebb kUlénbségeket az optikai sr(iségben a sejt- és
a viruskontrallok kz6tt a MTT-s festést kovetden.

Az antiviralis vizsgalat kiértékelésének maddszere
abban all, hogy 20 pl MTT-tetrazdlium-sét (5 mg/ml)
adunk a lemez minden egyes mélyedéséhez 4-8 draig.
Ezen inkubalasi periddus utan a sejteket elroncsoljuk
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50 pl 20% SDS-t tartalmazé 0,01 mol/l HCI hozzaada-
séval.

A tenyészetben az életképes sejtek metabolikus ak-
tivitasa szines reakciterméket eredményez, amelyet
spektrofotometridsan Molecular Devices Vmax lemezle-
olvasdval 570 nm-en mérlink. Az optikai slr(iség (O. D.)
érték a keletkezett formazan mennyiségének fliggvé-
hye, amely az életképes sejtek szdmaval aranyos.

A lemezleolvasé online 0sszekottetésben all az
osztalyozé laboratérium mikroszamitogépével, amely
méri és kiszamitja a lemez adatait. A lemez jegyz5-
kényve az Osszes lényeges informacié lefutasat meg-
adja, beleértve a nyers O. D. értékeket, a szamitott at-
lagos O. D. értékeket és a virdlis CPE szazalékos csok-
kenését, valamint a szamitasokat, beleértve TC50-,
IC50-t, és az antivirdlis és a specifikus indexeket. Veéq(il
az eredmeények egy gorbét adnak, amely abrazolja a
vegyllet hatasat a nem fert6zott sejteken (toxicitas) és
a vegylilet védd vagy nem védd hatasat a fertézott sej-
teken.

Il. A HIV-ellenes vegylletek teljes sejtvizsgalata az
Eli Lilly cégnél (az eredményeket az I. tablazatban
kdzdljlk ,Teljes sejt IC50 nM” vagy , Teljes sejt
IC90 nM” jeldléssel)

A) Célok és eszkéz0k
Cél: a vegylletek 1C50 és CC50 adatainak megha-
tarozasa

Reagensek és anyagok

A tépkdzeg

A [1% DMSOQ] tapkdézeg (100 ul DMSO+9,9 ml
A tapkdzeg)

SN 123-at hasznalunk a sejtek megfertézéséhez
(15 ml 6 lemezhez) (10 ml 4 lemezhez)

CEM sejtek [1x104] sejt/ml (4 lemez=40 ml) (6 le-
mez=60 ml)

DMSO (5 ml szlikseéges)

35B [10 mmoal/l koncentraciéban] (sziikséglet 70 pl)

A-D [10 mmol/l kencentracidban] 100% DMSO-ban

4 vagy 6 db U alju 96 mélyedéses lemez

4 db lapos alju 96 mélyedéses lemez a higitdsokhoz

8-10 doboz steril costar tipusu pipettacstcs

10 reagenstélca

12 utas costar pipetta

Fontos informacidk

1000 sejt/mélyedés=1x104 sejt/ml=1000 sejt/100 pl
200 pl=6ssztérfogat a mélyedésben

A DMSO veégkoncentracioja=0,25%

Az Sn123 vegsé higitasa=1:64

Sorozatban higitott vegyUletek 35B, A-D, 1:3

B) Eljaras

1. Sejtek elballitdsa és lemezre vitele, A tapkbzeg
és A [1% DMSO] tapkdzeg

a) Egy 96 mélyedeses szdvettenyészté lemezt ve-
sziink minden egyes vizsgalandé vegyllethez, egyet
kontroll-lemezként és egyet a kontrollvegylilethez.
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Lemez szama Vegyiilet elnevezése
1. negativ és pozitiv kontroll
2. 35B
3. A
4, B
5. C
6. D

b) A sejteket hemacitométerben megszadmlaljuk és
40 ml vagy 80 ml A tapkdzegben 1x104 sejt/ml kon-
centracidban reszuszpendaljuk.

Sejtszamlalas hemacitométerben

Két 1,8 ml-es nunc csévet 1 és 2 jelzéssel megjeld-
Iink.

Az 1-es cs6be 0,5 ml alaposan dsszekevert (novek-
v4 fazisban |évé) CEM sejtet visziink be.

A 2-es csdbe 50 pl PBS-t és 40 pl tripankeék feste-
ket visziink be.

Az 1-es cs6ben a sejteket felkeverjik, majd 10 pl-t
kiveszlink beléle és atvissziik a 2-es csdbe.

A 2-es cs6 tartalmat jol dsszekeverjik, a megfests-
dott sejtekbdl 10 pl-t kivesziink és behelyezzik a he-
macitométerbe.

A sejteket a hemacitométer kozépterében 10-sze-
res nagyitasu mikroszkdppal megszamlaljuk.

A CEM sejtallomany koncentracidja sejt/ml-ben a
kdvetkez8: megszamlalt sejtekx1x105=CEM-sejt kon-
centracid (sejt/ml)

¢) 200 ul A tapkbzeget adunk:

a 2-6 lemez A1 sordhoz (ezek vakprdbak)
az 1-es lemez A4-H4 sordhoz (ezek vakpro-
bak).

d) 5 pl A tapkdzeget adunk a 2-6-os lemez A-D
saranak minden egyes mélyedéséhez kivéve az
A1-et (a lemezek felsé fele).

e) 50 pl A tapkdzeget adunk az 1-es lemez
A1-D3 mélyedéseihez (a lemez felsé fele).

f) 50 ul A [1% DMSQ] tapkdzeget adunk az 1-es
lemez 1-3 oszlopanak dsszes mélyedéséhez.
az 1-es lemez 1-3 oszlopanak minden egyes
melyedéséhez és a tobbi lemez 6sszes mélye-
désehez (kivéve Al-et, ami vakpréba). Ez mé-
lyedésenként 1000 sejtet jelent.

h) A lemezeket behelyezziik az inkubatorba, amig
a vizsgalando anyag higitasait elkészitjlk.

2. Kontrollmintak és a vizsgalati mintak elkészitése
(a) Lemezeken elkészitjiik a 35B es az A-D vegyU-
letek 1:3 higitési sorozatat 100%-0s DMSO-val.

(1) 60 pl DMSO-t adunk a 2-12 oszlopok A-E sora-
nak 0sszes mélyedesébe.

(2) 70 pl 35B-t (10 mmol/l) adunk 100% DMSO-ban
az A1 mélyedésbe.

(3) 70 ul A-t (10 mmoal/l) adunk 100% DMSO-ban a
B1 mélyedésbe.

(4) 70 ul B-t (10 mmoal/l) adunk 100% DMSO-ban a
C1 mélyedesbe.

(5) 70 pl C-t (10 mmalill) adunk 100% DMSO-ban a
D1 mélyedésbe.
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(6) 70 pl D-t (10 mmol/l) adunk 100% DMSO-ban
az E1 mélyedésbe.

(7) Sorozathigitast végziink (35B, A-D) 1:3 arany-
ban 12 oszlopon keresztll lefelé Ugy, hogy az 1.
o0szlopbdl 30 pl oldatot atviszlink a 2. oszlopba,
majd a 2. oszlopbdl a 3.-ba és igy tovabb. Min-
den higitas elétt a cstcsot kicseréljik.

(b) 1:10 higitasu lemez elkészitése A tapkdzegben

(1) Egy masik lemez A-E soraiban készitlink egy
sort az elsd 1:10 ardnyu higitashoz, amely min-
den egyes vegyilet 100%-0s DMSO soranak
felel meg a kovetkezdk szerint:

a 35B vegytilet az A sorba az elsé 1:10 higitashoz,
A vegylilet a B sorba az elsd 1:10 higitashoz,

B vegytilet a C sorba az elsé 1:10 higitédshoz,

C vegytilet a D sorba az elsé 1:10 higitashoz,

D vegytlet az E sorba az elsd 1:10 higitashoz.

(2) 180 pl A tapkozeget adunk az A-E sorok min-
den mélyedésébe a 100% DMSO sornak meg-
feleléen. 2,5 ml szikséges soronként.

(3) Eltavolitunk 20 pl-t a 100%-0os DMSO sorok
minden soranak mindegyik melyedésébdl és at-
visszik azt a megfeleld 1:10 sorba.

(c) Az 1:100 higitasu lemez elkészitése A tapkd-

zeghen:

(1) 3 vizsgalandd vegylletenként készitlink egy le-
mezt.

(2) 225 nl A tapkozeget teszlink az A, B, D, E, G és
H sor dsszes mélyedésébe, liresen hagyva a C
és F sorokat. Ehhez 20 ml A tapkdzeget hasz-
nalunk lemezenként.

(3) Az egyes vegylletek 1:10 aranyu higitasu sora-
bdl atvisziink 25 pl-t az 1:100-as higitésu lemez
megfeleld két sordba, a cslcsokat az egyes

transzformaciok el6tt kicserélve.
Oszlopszém Hatéanyag- Hat6éanyagoldat
koncentracid (ul)
(nmol/l)
1. 25000 25,00 000
2. 8333 8,33333
3. 2778 277778
4. 926 0,92593
5. 309 0,30864
6. 103 0,10288
7. 34 0,03429
8. 11 0,01143
Oszlopszam Hatéanyag- Hat6anyagoldat
koncentracid ()
(nmol/T)
9. 3,81 0,00381
10. 1,27 0,00127
1. 0,42 0,00042
12. 0,14 0,00014
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3. SN123 virus hozzadésa a lemezekhez

a) Az Sn123-at 37 °C-os vizfirdén 10 perc alatt fel-
engedjik.

b) Az Sn123-at 1:16 térfogataranyban higitjuk, eh-
hez 1 ml Sn123-at hozzaadunk 15 ml A tApkdzeghez.

¢) 50 pl Sn123-at (1:16) adunk a 2-6-0s lemez
E1-H12 mélyedéseihez és az 1-es lemez E1-H3 mé-
lyedéseihez.

4. A vizsgalandé vegyilletek hozzdadasa a
lemezekhez
a) 50 pl kontroll- és tesztvegyliletet adunk az
1:100 higitast lemezek soraibdl a végsd lemezek meg-
feleld soraihoz (a csucsaokat minden egyes atvitel eléit
cserelve). Az 1:100-as lemez egy sora 4 sort fog ké-
pezni az utolsé lemezen. Al-et vakprébanak hagyjuk.
b) Az ésszes lemezt 7 napig 37 °C-on 5% CO,-tar-
talmi atmoszféraban inkubaljuk.
¢) A 7. napon elkészitjlik az Xtt jegyz6konyvet az
alabbiak szerint:
d) Xit/PMS-oldatot készitlink: (4 lemez=20 ml)
(6 lemez=30 ml)
(1) 2 mmol/l koncentracioju PMS elkészitése:
15,3 mg PMS+0,5 ml PBS=100 mmol/l PMS
100 pl (100 mmol/l} PMS+4,9 ml PBS=2 mmol/l
PMS
(2) 500 ml vizet mikrohulldamy berendezésben ma-
gas fokozaton 5 percig melegitlnk.
(3) 20 vagy 30 ml fenolvords RPMI-t teszlink egy
50 ml-es centrifugacsdbe.
(4) Az RPMI-t a forrd vizes féz8poharba tesszlik.
(5) 20 vagy 30 mg XTT-t adunk a felmelegitett
RPMI-hez. XTT végsd koncentracidja: 1 mg/ml.
(6) Megvarjuk, amig az XTT feloldédik, majd 200 pl
2 mmal/l PMS-t adunk 10 ml XTT-oldatra sza-
mitva.
(e) Az XTT/PMS hozzaadasa a lemezekhez:
(1) 50 pl XTT/PMS oldatot adunk az ésszes lemez
minden mélyedéséhez.
(2) A lemezeket lefedjlik és 4 6ran keresztll inku-
baljuk 37 °C-on 5% CO,-tartalom mellett.
(3) A lemezeket kivesszik az inkubatorbél és a fe-
deleket m(ianyag lemez lezaroval kicseréljlk.
(4) Osszekeverjlik a lemezek tartalmat.
(5) Leolvassuk a lemezeket a 450 nm vizsgalati és
a 650 nm referencia-hullamhosszon.

lll. Fluoreszcens HIV-1 proteéz inhibitor préba a
HIV-proteaz gatlasanak vizsgalatara [az
eredményeket az |. tdblazatban adjuk meg
LPandex (ng/ml)y” jelélessel]

A leirasban az alabbi roviditéseket hasznéljuk:

BSA borji-szérumalbumin

BOC terc-butil-oxi-karbonil-csoport

BrZ 2-brém-benzil-oxi-karbonil-csoport
2-ClZ  2-klér-benzil-oxi-karbonil-csoport
DCC diciklohexil-karbodiimid

DIEA diizoprapil-etil-amin

DTT ditiotreitol

EDTA efiléen-diamin-tetraecetsav
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FITC fluoreszcein-izotio-karbamil-csoport

HEPES 4-(2-hidroxi-etil)-1-piperazin-etdnszulfonsav

MES 4-morfolin-etanszulfonsav

PAM fenil-acetimido-metil-csoport

TAPS  3-trisz(hidroxi-metil)-metil]-amino-1-
szulfonsav

TRIS trisz{hidroxi-metil)-amino-metan

TOS p-toluclszulfonil-csoport (tozilcsoport)

A) Protedz és Gag-frakcibk elbéllitasa

1. Az E. coli K12 L507/pHP10D térzs tenyészete

A fagyasztva szaritott E. coli K12 L507/pHP10D
torzset a Northern Regional Research Laboratory-tél
(Peoria, lllinois 81604, USA) szereztilk be NRRL
B-18560 letéti szamon (letétbe helyezve 1989. novem-
ber 14-én). A liofilizdtumokat 10 ml LB tapkdzeget (lite-
renként 10 g Bacto-tryptone, 5 g Bacto-élesztd kivonat
és 10 g vizes natrium-klorid) tartalmazo csévekbe tolt-
juk, a pH-t 7,5-re beallitjuk és egy éjszakan at 32 °C-on
inkubaljuk.

Az igy kapott tenyészet egy kis részét LB-agar
(LB tapkdzegben literenként 15 g Bacto-agar) leme-
zekre helyezziik, amelyek milliliterenként 12,5 ug tetra-
ciklint tartalmaznak, oly modon, hogy az E. coli
K12 L507/pHP10D egy egyedilalld telep izolatumat
kapjuk. Az igy kapott egyedUlallo teleppel 10 ml,
12,5 nug/ml tetraciklint tartalmazo LB tapkdzeget oltunk
be és egy éjszakan at erételjes razatassal 32 °C-on in-
kubaljuk. Ezzel a 10 ml tenyészettel oltjuk be az ugyan-
csak 12,5 ug/ml tetraciklint tartalmazé LB tapkdzeget,
és erdteljes razatas mellett 32 °C-on inkubaljuk, amig a
tenyészet a logaritmikus fazis kdzépsé tartomanyat el
nem éri.

2. AZE. cali K12 L507/pHGAG tbrzs tenyészete

A fagyasztva széritott E. coli K12 L507/pHGAG t6r-
zset az NRRL-t8l szereztiik be NRRL B—18561 letéti
szamon (letétbe helyezve 1989. november 14-én). Izo-
laljuk az E. cofi K12 L507/pHGAG egy tisztitott telepét,
és ezt hasznaljuk inckulumként a tenyészethez, ame-
lyet lényegében a fenti 1. pontban, az E. coli
K12 L507/pHP10D t&rzsnél leirtak szerint a logaritmi-
kus fazis kdzépsé tartomanyaig ndvesztink.

3. A protedz-frakcio izolalasa

Az E. coliK12 L507/pHP10D térzs tenyészetét a lo-
garitmikus fazis kézépsé tartomanyaig névesztjlik
32 °C-on 12,5 pg/ml tetraciklint tartalmazo LB tapkd-
zegben. A tenyészet hémeérsékletét gyorsan 40 °C-ra
emeljik, hogy meginditsuk a genexpressziét, és a sej-
teket 2,5 éran at ezen a hémeérsékleten ndvesztjik,
majd a tenyészetet jéggel gyorsan leh(itjik. A sejteket
centrifugaljuk, és a sejtlledéket 20 ml 50 mmol MES
pufferben (pH=6,0) — amely 1 mmol EDTA-t, 1 mmal
DTT-t, 1 mmol PMSF-t és 10% glicerint tartalmaz (,A”
puffer) — reszuszpendaljuk. A sejteket ultrahangos ke-
zeléssel feltarjuk, ehhez Fischer Model 300 Dismemb-
rator késziiléket és mikrocsucsot haszndlva. A szusz-
penzidt 27 000xg-vel centrifugaljuk, a fellluszot az A’
pufferrel 60 ml-re kiegészitjik, és 2,0x19 cm QAE-
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Sepharose oszlopra visszlik (1 ml/perc atfolyasi sebes-
ség mellett 4 °C hémérsékleten), amelyet el6zéleg ,A’
pufferrel kiegyensulyoztunk. Az oszlopaot 180 percen at
izokratikusan mossuk, majd 120 percen at gradiensell-
cidnak vetjlk ala, amihez ,A” puffert hasznalunk, mely-
ben a natrium-klorid-koncentracié 0-rél 1,0 mol/l-re val-
tozik. Az enzimatikus aktivitdst HPLC-vel mérjlik Ser-
Gln-Asn-Tyr-Pro-lle-Val szintetikus peptidet hasznalva,
ahogyan azt Margolin és munkatarsai leirtak [Biochem.
Biophys. Res. Commun. 167, 554-560 (1990)].
A p1 peptid (Ser-GIn-Asn-Tyr) termel&dését mérjlk.

Az aktiv frakciokat egyesitjlk, 1,2 moll ammaénium-
szulfattal a pH-t beallitjuk, és 2,0x18 cm-es hexil-aga-
roz oszlopot alkalmazunk, amelyet el6zéleg 1,2 molll
ammonium-szulfatot tartalmazo ,A” pufferrel kiegyenli-
tiink. A mintat 1 ml/perc atfolyasi sebességgel 4 °C hé-
mérsékleten vissziik az oszlopra, ugyanezen sebes-
seggel mossuk 240 percen at az oszlopot ,A” pufferral,
majd forditott linedris gradienssel elualjuk 120 percen
at, melyhez ugyanilyen atfolyasi sebesség mellett ,A”
puffert hasznalunk, amelyben az amménium-szulfat
koncentracidja 1,2 mol/-rél nullara csékken. Az oszlo-
pot ezutan izokratikusan mossuk az ,A” pufferrel
120 percen at.

Az aktiv frakciokat egyesitjlik, Amicon kevertetett
cellaban YM-10 membran alkalmazasaval 10 ml térfo-
gatra betdményitjlk, és ezutdn 1,0x10 cm-es MonoS
kationcseréld aszlopra visszik, amit elézdleg ,A” puf-
ferrel kiegyenlitettlink. A minta ravitele 1 ml/perc atfo-
lyési sebességgel 25 °C-on torténik. Miutédn 30 percig
izokratikusan mostuk az oszlopot, a protedzt linearis
gradienssel elualjuk 40 percen at ,A” pufferrel, amely-
ben a vizes natrium-klorid koncentracidja nullarél
0,45 mol/l-re emelkedik. Ezutan 40 percen at mossuk
az oszlopot 0,45 mal/l vizes natrium-kloridot tartalmazé
LA” pufferrel.

Az aktiv frakciékat egyesitjik, 200 pl-re betémé-
nyitjiik egy Amicon kevertetett cellaban YM-10 memb-
ran alkalmazasaval. A protedzoldatot egy Superose
6 méretkizarasos oszlopra visszik, amit el6zdleg
0,1 mol/l vizes natrium-klorid tartalmd ,A” pufferrel
egyenlitettiink ki. Az oszlopot izokratikusan 0,5 ml/perc
atfolyasi sebességnél ezzel a pufferrel mossuk, ame-
lyet kdvetéen a HIV-proteaz egyetlen csticsban eluélé-
dik az oszloprdl.

A QAE-Sepharose és a hexil-agardz gyartdja a Sig-
ma Chemical Company, a Superose 6 és MonoS gyan-
takat a Pharmaciatdl szereztiik be. A pufferek és a rea-
gensek a Sigma cégtél szarmaznak.

4. A Gag-frakcio elGallitasa

Az el8bbiekhez hasonlé maédon az E. coli
K12 507/pHGAG térzs tenyészetét 32 °C-on a logarit-
mikus kdzépsd tartomanyaig névesztjik, majd 4-5 éra-
ra a h6mersékletet 40 °C-ra emeljiik. A tenyészetet jé-
gen leh(itjiik, centrifugaljuk, majd a sejtiledéket 8 ml
5 mg/ml lizozimet tartalmazé lizaldpufferben szuszpen-
daltatjuk. A lizalépuffer Gsszetétele: 50 mmol/l Trisz-
HCI (pH=7,8), 5 mmol/l EDTA, 1 mmol/l DTT,
100 mmol/l NaCl, 1 pg/ml E64 és 2 pg/ml aprotinin.
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A szuszpenzidét 30-60 percen at inkubaljuk 4 °C-on,
majd Branson® Cell Disrupter késziilékben 60%-os tel-
jesitmény mellett haromszor 20 masodpercig ultrahan-
gos feltardsnak tesszik ki, az egyes kezelések kdzdtt
hitést alkalmazva. A szuszpenziét 15 000xg-vel le-
centrifugaljuk, majd a felliliszdt, mely a kifejletlen gag
proteint tartalmazza, Sephadex G-50 méretkizarasos
oszlopon részlegesen tisztitjuk, és 50% glicerint tartal-
mazé lizaldpufferben taroljuk —20 °C hdmérsékleten.

B) Az Nu.-biotin-Gly-Ser-GIn-Asn-Tyr-Pro-lle-Val-

Gly-Lys (Ne-FITC)-OH képletli szubsztrat

eléallitasa

1. Az amino-terminalison biotinilezett peptid

eléallitasa

Az No-Boc-Gly-Ser-Gln-Asn-Tyr(BrZ)-Pro-lle-Val-
Gly-Lys(2-.CIZ)-OCH2-PAM-gyanta képletli védett
peptid/gyanta komplexet az Advanced Chemtech Mo-
del 200 peptidszintetizatoron allitjuk eld 1,5 mmol fo-
kozatnal, a szokasos dupla paros eljarast alkalmazva.
Az amino-terminalis terc-Boc-csoportot 50%-os  tri-
fluor-ecetsavval metilén-kloridban eltavolitjuk, és a
gyantat metilén-kloridban lévé 5%-os diizopropil-etil-
aminnal (DIEA) semlegesitjlik. A peptid/gyanta komp-
lexhez 20 ml dimetil-szulfoxidban 1,1 g (4,5 mmol)
biotint, majd 9 ml metilén-kloridban 4,5 mmol diciklo-
hexil-karbodiimidet (DCC) adunk. A kapott reakcidele-
gyet 11 ml metilén-kloriddal 40 ml dssztérfogatra hi-
gitjuk, és hagyjuk reagalni 5 éran at. A kapott oldatot
betdményitjlk, a gyantat dimetil-szulfoxiddal, dimetil-
formamiddal és metilén-kloriddal mossuk, majd me-
tilén-kloridban 16v8 5%-os DIEA-val semlegesitjik.
Ezt a reakciot kétszer megismételjlik, 12 orat hagyva
az egyes reakciokra. A gyanta ninhidrines analizise
azt mutatja, hogy a biotin és a glicin aminocsoportja
kdzott a reakcio teljes. A végsé peptid/gyanta komple-
xet dimetil-formamiddal és metilén-kloriddal alaposan
kimosva és megszéritva 4,3 g (98%) terméket ka-
punk.

2. A véddcsoport eltavolitasa

50 ml hidrogén-fluorid/m-krezol oldatban 0 °C-on
tortend egydras kezeléssel eltavolitjuk a peptid véds-
csoportjat, és a peptidet lehasitjuk a gyantarél. Va-
kuumdesztillacioval eltavolitjuk a hidrogén-fluoridot, és
az m-krezolt 100 ml dietil-éterrel extrahaljuk a reakcio-
elegybdl. A peptidet ezutdn 50%-0s vizes ecetsavban
oldjuk, fagyasztjuk es liofilizaljuk. Ennek soran 2,14 ¢
terméket kapunk.

3. Tisztitas

A biotinilezett amino-terminalisu, nyers peptidet fel-
oldjuk acetonitril 0,1% trifluor-ecetsavat tartalmazé
5%-0s 200 ml térfogatl vizes oldataban és 0,22 pi-0s
sz{rén atsz{rjlik. A sz(irletet ravisszik egy 2,2x25 cm
meret( forditott fazisu oktadecil-szilikagél oszlopra
(Vydac C-18), melyet elézbleg ugyanezzel a pufferral
kiegyenlitettiink. A peptidet 855 perces lineédris gra-
diensellcidval, 2 ml/perc atfolyasi sebességnél oldjuk
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7,5%-r6l 25%-ra noveljik. Az egyes frakcidkat
4,6%x250 mm méretl Vydac C—-18 oszlopon HPLC-vel
analizaljuk azonos pufferkdriilmények alkalmazasaval.
A kivant anyagot tartalmazé frakcidkat egyesitjik,
majd fagyasztva és szaritva 1,206 g terméket kapunk
(kitermelés: 62%).

Az izolalt biotinilezett peptid aminosav-analizisének
eredményei: Asn 1,1; Ser 0,96; Gln 1,1; Pro 1,1; Gly
2,1; Val 0,80; lle 0,78; Tyr 1,1; Lys 1,1 — az elméletileg
vart eredménynek megfeleléen. Gyors atomokkal vég-
zett bombazas utjan mérve a molekulaion témege az
elméleti értéknek megfeleléen 1288.

4. Jelélés

A tisztitott biotinilezett peptidet a C-terminalison a
Pandex-vizsgalatnal hasznalt fluoreszcens markerrel
jeldljuk. Elészor 1,206 g (0,938 mmol) biotinilezett pep-
tidet feloldunk 100 ml 0,1 mol/l natrium-borat pufferben
(pH=9,5). Az oldathoz 2 &ra alatt 10 egyenld adagban
elosztva hozzaadjuk 3 g (7,7 mmol) fluoreszcein-izotio-
cianat 15 ml dimetil-szulfoxidban készllt oldatat. Az
utolsd adagolas utan egy dran at hagyjuk lejaszodni a
reakciot. Az oldat kémhatasat 5 mol/l sosavval
pH=3 értékre beallitjuk, és a keletkezett csapadékot
centrifugalassal eltavolitjuk.

A peptidoldat kémhatasat 5 mol/l natrium-hidroxid-
dal pH=7,8 értékre éllitjuk be, majd 0,1 mol/l ammo-
nium-acetat-oldat (pH=7,5) hozzaadasaval 200 ml-re
higitjuk. Az igy kapott oldatot 0,22 pm-es szlrén at-
szdrjlk, és 2,2x25 cm méret(i Vydac C-18 oszlopra
vissziik, melyet elézéleg 0,1 mol/l ammonium-acetat-
ban (pH=7,5) készlilt 5%-0s acetonitrillel kiegyensu-
lyoztunk. A peptidet 855 perc alatt linearis gradienssel
elualjuk az oszloprél 2 ml/perc atfolyasi sebességnél,
mialatt az acetonitril koncentracidjat 5%-rdl 25%-ra
emeljik. Az egyes frakciokat analitikai HPLC-vel ele-
mezz(k. A kivant terméket tartalmazé frakcidkat egye-
sitjik, fagyasztjuk és liofilizaljuk, igy 190,2 mg terméket
kapunk (kitermelés: 12%).

A tisztitott peptid aminosav-analizisének eredmé-
nye: Asn 1,1; Ser 1,0; GIn 1,1; Pro 1,1; Gly 2,1; Val 0,8;
lle 0,8; Tyr 1,1; Lys 1,0 — az elméletileg vart eredme-
nyeknek megfeleléen. Gyors atomokkal végzett bom-
bazas utjan merve a molekulaion tdmege az elméleti-
leg vart értéknek megfeleléen 1678.

5. Fluoreszcens HIV-1 protedz gatlasi vizsgalat

Az alabbi &sszetétel( puffereket és oldatokat hasz-
naljuk a fluoreszcens HIV-1 proteaz gatlasi vizsgalat-
ban:

MES-ALB puffer: 0,05 mol/l 4-morfolin-etanszulfon-
sav, pH=5,5

0,02 mol/l NaCl
0,002 mol/l  EDTA
0,001 mol/l  DTT
TBSA puffer:

11,0 mg/ml BSA
0,02 mol/l Trisz
0,15 mol/l NaCl
1,0 mg/mi BSA
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Avidinnel bevont gydngydk oldata: 0,1%-os Fluor-
ion Avidin Assay Particles-t tartalmazé oldat
(0,6-0,8 um atmérdjl polisztirolgydngydkhdz
konjugalt avidin, TBSA pufferben)

Egy masik legdmbdlyitett alju, 96 mélyedéses Pan-
dex lemez minden egyes mélyedésébe bemériink 25 pl
avidinnel boritott gydngyszuszpenziét, majd 25 pl higitott,
fenti inkubdlé oldatot adunk hozza. Az elegyet alaposan

Enzimoldat: 27 1U/ml koncentraciéju tisztitott 5 &sszekeverjiik, &5 a lemezeket Pandex® késziilékbe he-
HIV-1 protedz-oldat MES-ALB pufferben (1 1U lyezziik, mossuk, Kidritjik és mérjik. A minta kiértékelé-
megfelel annak az enzimmennyiségnek, amely sénél a gerjesztéshez 485 nm hullamhosszu fényt hasz-
37 °C-on percenként 1 umol szubsztratot hidro- halunk, az epifluoreszcencia mérése 535 nm-en térténik.
lizal el). A fluoreszcens vizsgalatban a talalmany szerinti ve-

Egy legdmbélyitett alju, 96 mélyedéses lemez min- 10 gylletekre kapott ICq-értékeket az 1., 1. és IIl. tabla-

den egyes mélyedésébe bemérlink 20 pl fenti enzimol- zatban foglaljuk &ssze. Valamennyi értéket az [1S-
datot, majd hozzdadunk a vizsgalandd vegylet 20 to- (1R*,4R* 55%)]-N-{1-(2-amino-2-oxo-etil}-2-oxo0-3-aza-
meg%-os vizes dimetil-szulfoxidos oldatabdl 10 pl-t. 4-fenil-metil-5-hidroxi-6-[2-(1-terc-butil-amino-1-oxo-
A tisztitott HIV-1 protedzt a fentiekben leirtak szerint metil)-fenil]-hexil}-2-kinolinil-karboxamid pozitiv kont-
kapjuk meg. A reakcidelegyet egy 6ran at inkubaljuk 15 rollhoz viszonyitottuk.

szobah&mérsékleten, majd a fentiek szerint eléallitott A talalmany szerinti vegyUletekre kapott aktivitas-
szubsztrat MES-ALB pufferben késziilt oldatdnak adatokat az |., Il. és lll. tblazatban és az ezeket meg-
(1,5 pul/ml) 20 pl-ét adjuk hozza minden egyes mélye- elézé peldakban mutatjuk be. A zardjelbe tett eredmé-
déshez. Az oldatokat ezutan 16 éran keresztlil szoba- nyek a 0 526 009 szamu eurdpai kdzrebocsatasi irat 1.
hémérsékleten inkubaljuk, majd az egyes mélyedések 20 példaja szerinti vegyiiletre (=35B) vonatkoznak ugyan-
tartalmat 150 pl MES-ALB pufferrel higitjuk. ilyen vizsgalatban.

1. tablazat

A zaréjelben lévé eredmények a 0 526 009 szamu eurdpai kdzrebocsatasi irat
1. példaja szerinti vegytiletre (=35B) vonatkoznak azonos vizsgalatban

Példa Teljes sejt Teljes sejt SRI CEM SRIMT2 Pandex
ICso NM ICqp NM (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
1. 2,39 19,0 8,62 6,27 0,2c
(9,93) (53,5) (0,16)d
¢) 35B 9,3 ng/ml; d) 35B 0,63 ng/ml
Példa Teljes sejt Teljes sejt SRI CEM SRIMT2 Pandex
ICs55 NM ICqy NM (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
1. 2,39 19,0 8,62 6,27 0,2
(9,93) (63,5) (0,16)d
b) 35B 2,7 ng/ml; d) 35B 0,63 ng/ml
Példa Teljes sejt Teljes sejt SRI CEM SRIMT2 Pandex
IG5y NM 1Cqy NM (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
Referencia 1000 1310 462d
1380 1500
d) 35B 0,48 ng/ml

Il. tablazat

2. példa szerinti vegyiilet
IC5p=14,5 nM (teljes sejt)
IC57=56,1 nM (teljes sejt)

1ll. tablazat
Gatl6 aktivitas

Példa szama Fluoreszcenciavizsgélat,
Csq (ug/mi)
Kontroll 1,0
1. 0,25
Referencia 962
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. (1/1) képletl vegyllet vagy gydgyaszatilag elfo-
gadhatd séja.

2. Az 1. igénypont szerinti vegydlet (1/11) képleti
sztereoizomerje vagy gyégyaszatilag elfogadhatd
soja.

3. A 2. igénypont szerinti vegyllet [ényegében tisz-
ta soja.

4. A 2. igénypont szerinti vegylilet Iényegében tisz-
ta sztereoizometije.

5. (1/111) képletl vegydlet.

6. Az 5. igénypont szerinti vegyllet (1/IV) képleti
sztereoizometije.
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7. A 6. igénypont szerinti vegyllet |ényegében tisz-
ta sztereoizometje.

8. Gydgyaszati készitmény, amely

(a) gyogyaszatilag hatékony mennyiségu 1. igény-
pont szerinti (1/1) képletl vegyliletet vagy gyégyaszati-
lag elfogadhaté séjat és

(b) gydgyaszatilag elfogadhaté vivéanyagot
tartalmaz.

9. A 8. igénypont szerinti gydgyaszati készitmény,
ahol az (a) pontban emlitett vegy(let vagy gyégyaszati-
lag elfogadhaté séja a 2. igénypont szerinti (1/11) képle-
tli sztereoizomer, vagy az emlitett szterecizomer gyd-
gyaszatilag elfogadhatd séja.

10. A 9. igénypont szerinti gydgyaszati készitmény,
ahol az (a) pontban emlitett vegytiilet a 2. igénypont
szerinti (1/1l) képletl sztereoizomer.

11. A 9. igénypont szerinti gydgyaszati készitmény,
ahol az (a) pont szerinti vegylilet vagy gyogyaszatilag
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elfogadhaté sdja a 6. igénypont szerinti (1/IV) képletli
gyogyaszatilag elfogadhaté s6.

12. Az 1. igénypont szerinti (1/1) képlet(i vegyUlet
vagy gybégyaszatilag elfogadhaté séja alkalmazédsa HIV-
proteaz gatlasara szolgalé gyogyszer elbéllitasara.

13. A 12. igénypont szerinti alkalmazas, azzal jelle-
mezve, hogy az emlitett vegytlet vagy gyégyaszatilag
elfogadhaté séja a 2. igénypont szerinti (1/11) képletl
sztereoizomer vagy az emlitett sztereoizomer gyogya-
szatilag elfogadhaté séja.

14. A 12. igénypont szerinti alkalmazas, azzal jelle-
mezve, hagy az emlitett vegyllet vagy gydégyaszatilag
elfogadhaté séja a 2. igénypont szerinti (1/11} képletl
sztereoizomer.

15. A 12. igénypont szerinti alkalmazas, azzal jelle-
mezve, hagy az emlitett vegyllet vagy gydgyaszatilag
elfogadhaté sdja a 6. igénypont szerinti {(1/IV) képletli
gyogyaszatilag elfogadhaté so.
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