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Prezenta inventie se refera la un derivat de decahidroizochinolin, la o compozitie
farmaceutica, ce il contine si la utilizarea sa ca agent antiviral.

Sindromul Imunodeficientei Dobandite (SIDA) este o boala sau o stare relativ nou
recunoscuta. SIDA provoaca distrugerea treptata a sistemului imunitar al corpului precum
si deteriorarea progresiva a sistemului nervos central si periferic. Din anul primei sale recu-
noasteri, la inceputul anilor 1980, SIDA s-a raspandit rapid, atingand astazi proportii epide-
mice, in interiorul unor segmente relativ limitate de populatie. Intensele cercetéri au condus
la descoperirea agentului responsabil, retrovirusul uman T-limfotropic Ill (HTLV-HI), cunoscut
astazi ca virusul imunodeficientei umane sau HIV.

HIV este un membru al clasei de virusuri cunoscuti ca retrovirusuri. Genomul retro-
viral este compus din RNA care este convertit la DNA prin trascriptie reversa. Acest DNA
retroviral este apoi integrat stabil intr-un cromozom al celulei gazda si folosind procesele de
replicare ale celulelor gazda, produce particule retrovirale noi si propaga infectia spre alte
celule. HIV pare s aiba o afinitate deosebita pentru limfocitele umane T-4 care joacd un rol
vital in sistemul imunitar al corpului. Infectia HIV a acestor leucocite epuizeaza populatia
acestor leucocite. Tn cele din urma sistemul imunitar devine inoperativ si ineficient impotriva
diferitelor boli oportuniste, cum ar fi, printre altele, pneumonia pneumocica carini, sarcomul
Karposis si cancerul sistemului limfatic.

Desi mecanismul exact al formarii si actionarii virusului HIV nu este incd cunoscut,
identificarea virusului a condus la unele progrese in controlarea bolii. De exemplu, medica-
mentul azidetimidina (AZT) a fost gasit eficient pentru inhibarea transcriptiei reverse a geno-
mului retroviral al virusului HIV, oferind astfel o masura a controlului bolii, fara a fi ins3 un
tratament pentru pacientii afectati de SIDA. Cercetarile continui pentru medicamentele care
pot trata sau, cel putin, care pot oferi o modalitate imbunatatita de control al virusului HIV,
mortal.

Replicatia retrovirald caracterizeaza, in mod obignuit, procesul post-transiational al
poliproteinelor. Acest proces este insotit de enzima proteaza HIV codificata viral. Aceasta
produce polipeptide mature care ajuta, dupa aceea, la formarea si functionarea virusului
infectios. Daca acest proces molecular este intrerupt, atunci producerea normala de HIV
este terminata. De aceea, inhibitorii de proteaza HIV pot functiona ca agenti virali anti-HIV.

Proteaza HIV este unul din produsele de transiatie rezultate din gena pol a proteinei
structurale HIV. Aceasta proteaza retrovirala scindeaza in mod particular, alte polipeptide
structurale in situsuri distincte pentru a elibera aceste proteine si enzime structurale nou acti-
vate facand posibila in acest fel replicarea virionului.

In acelasi mod, inhibarea proteazei HIV de catre compusi eficienti poate preveni inte-
grarea provirala a limfocitelor T infectate in faza timpurie a ciclului de viatd a HIV-1 si inhib3,
de asemenea, procesul proteolitic viral, in timpul ultimului siu stadiu. In mod suplimentar,
inhibitorii proteazei pot avea avantajul de a fi mai ugor accesibili; sa triiascd mai mult in virus
si sa fie mai putin toxici decat medicamentele accesibile in mod curent, posibil datorita speci-
ficitatii lor pentru proteaza retrovirala.

Sunt cunoscuti inhibitori ai proteazei HIV apartinand clasei derivatilor substituiti ai aci-
dului pipecolinic, despre care s-a demonstrat ca interfera cu efectele citopatogenice indise
de HIV in celulele umane (EP 0560268).

EP 0539192 descrie analogi de oligopeptide avand proprietati de inhibare a pro-
teazei HIV.

De asemenea, sunt cunoscuti derivati ai aminoacizilor avand activitate de inhibare
a proteazelor de origine virala (EP 0346847). Sarurile acceptabile farmaceutic ale acestora
si compozitiile farmaceutice care ii contin sunt, de asemenea, descrise.
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Prezenta inventie se refera la un derivat de decahidroizochinolina, cu formula:

sau o sare acceptabila farmaceutic, a acestuia.
Un alt obiect al prezentei inventii se refera la un derivat de decahidroizochinoling cu

formula:

Inventia se referd, de asemenea, la o compozitie farmaceutic, cupnnzénd compusul
conform formulelor de mai sus si un purtator acceptabil farmaceutic.

Un alt obiect al inventiei se referi la utilizarea unui compus cu formula de mai sus,
la fabricarea unui medicament pentru inhibarea proteazei HIV.

Derivatul de decahidroizochinoling, s3rurile lui acceptabile farmaceutic si izomerii sai
pot inhiba si/sau bloca activitatea proteazei HIV, oprind proliferarea acesteia, fiind medica-
mente eficiente in tratamentul SIDA.

O realizare preferaté a inventiei o constituie stereoizomerul derivatului de decahidro-

izochinolina, care are formula:

sau o sare acceptabila farmaceutic, a acestuia.

intr-o realizare preferata in mod particular, sarea stereoizomerului este in mod esen-

tial pura.
intr-o realizare mai preferata, izomerul este in mod esential pur.
in concordanta cu o alta realizare preferata prezenta inventie furnizeaza un stereo-

izomer care are formula:
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intr-o realizare preferata in mod suplimentar, sterecizomerul este in mod esential
pur.

Compusii prezentei inventii au cel putin doi centri asimetrici notati cu un asterisk in
formula de mai jos.

0

Ca o consecinta a acestor centri asimetrici, compusii din prezenta inventie pot s&
apara sub orice formé stereoizomerica, posibila si pot fi utilizati in amestecuri de stereoizo-
meri, care pot fi optic active sau racemice sau pot fi utilizati singuri ca sterecizomeri in mod
esential puri, adica avand cel putin 95% puritate. Toate formele asimetrice, sterecizomenii
individuali si combinatiile acestora sunt cuprinse in domeniul prezentei inventii.

Stereoizomerii individuali pot fi preparati din precursorii lor corespunzatori prin proce-
duri descrise mai sus, prin rezolutia (separarea) amestecurilor racemice sau prin separarea
diastereomerilor. Rezolutia se poate desfdsura in prezenta unui agent de rezolutie, prin
cromatografie sau prin cristalizare repetata sau prin combinatii ale acestor tehnici care sunt
cunoscute in domeniu. Alte detalii privind rezolutia pot fi gasite in Jacques et al,
Enantiomers, Racemates, and Resolutions, John Wiley & Sons 1981.

Preferabil, compusii din prezenta inventie sunt, in mod substantial, puri, adica sunt
de puritate peste 50%. De preferintd, compusii au cel putin puritate 75%. Mai preferabil com-
pusii au puritate mai mare de 90%. Chiar mai preferabil, compusii au puritatea de cel putin
95%, de preferinta cel putin 97% puritate si cel mai preferabil, cei putin 99%.

Dupa cum s-a mentionat anterior, inventia include sarurile acceptabile farmaceutic,
ale derivatului de decahidroizochinoling, definit mai sus. Compusul prezentei inventii poate
avea o grupare suficient de acida, o grupare suficient de bazica sau ambele grupéari functio-
nale si in mod corespunzétor, poate reactiona cu un numér de baze organice sau anorga-
nice si acizi anorganici sau organici, pentru a forma o sare acceptabila farmaceutic.

Termenul de "sare acceptabild farmaceutic”, utilizat in prezenta inventie, se refera
la saruri ale compusilor cu formula de mai sus, care sunt, in principal, netoxice pentru orga-
nismele vii. Exemple de s&ruri acceptabile farmaceutic includ acele saruri preparate prin
reactia compusilor din prezenta inventie, cu un acid mineral sau organic sau cu o baza anor-
ganica. Reactantii sunt, in general, combinati intr-un solvent ca, de exemplu, dietileter sau
benzen, pentru saruri de aditie de acid, sau apa sau alcooli pentru saruri de aditie de baze.
Sarurile precipita, in mod normal, din solutie in interval de o ord pana la zece zile si pot fi izo-
late prin filtrare sau alte metode conventionale. Astfel de saruri sunt cunoscute ca saruri de
aditie de acid si saruri de aditie de baze.

Acizii care se pot utiliza pentru a forma saruri de aditie de acid sunt acizi anorganici,
cum ar fi acidul clorhidric, acidul bromhidric, acidul iodhidric, acidul sulfuric, acidul fosforic
si alti asemenea si acizi organici cum ar fi acidul p-toluensulfonic, acidul metan sulfonic, aci-
dul oxalic, acidul p-bromfenilsulfonic, acidul carbonic, acidul succinic, acidul citric, acid ben-
zoic, acid acetic si altii asemenea.

Exemple de saruri acceptabile farmaceutic sunt sulfat, pirosulfat, bisulfat, sulfit, bisul-
fit, fosfat, fosfat monoacid, fosfat diacid, metafosfat, pirofosfat, clorura, bromura, iodura,
acetat, propionat, decanoat, caprilat, acrilat, format, izobutirat, caproat, heptanoat, propiolat,
oxalat, malonat, succinat, suberat, sebacat, fumarat, maleat, butin-1,4-dioat, hexin-1,6-dioat,

&
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benzoat, clorbenzoat, metilbenzoat, dinitrobenzoat, hidroxibenzoat, metoxibenzoat, ftalat,
sulfonat, xilensulfonat, fenilacetat, fenilpropionat, fenilbutirat, citrat, lactat, g-hidroxibutirat,
glicolat, tartrat, metan-sulfonat, propansulfonat, naftalan-1-sulfonat, naftalen-2-sulfonat,
mandelat si altele asemenea.

Sarurile preferate de aditie de acid acceptabile farmaceutic sunt acelea formate cu
acizi minerali, cum ar fi acidul clorhidric si acidul bromhiaric si acelea formate cu acizi orga-
nici, cum ar fi acidul maleic si acidul metansulfonic.

Séruri de aditie de baze includ pe acelea derivate de la baze anorganice sau orga-
nice, cum ar fi hidroxid de amoniu sau hidroxizi de metale alcaline sau alcalino-pamantoase,
carbonati, bicarbonati si altele asemenea. Astfel de baze utilizate la prepararea sarurilor pre-
zentei inventii includ hidroxidul de sodiu, hidroxidul de potasiu, hidroxidul-de amoniu, carbo-
natul de potasiu, carbonatul de sodiu, bicarbonatul de sodiu, bicarbonatul de potasiu, hidroxi-
dul de calciu, carbonatul de calciu si altele asemenea. Bazele de sodiu si de potasiu sunt
preferate, in mod special.

Se va recunoaste faptul ci contraionii particulari ce formeazi o parte a oricérei sari
a acestei inventii nu sunt de natura critica atata timp, cat sarea este in intregime acceptabil3
farmaceutic si atata timp, cat contraionul nu influenteaza, in mod nedorit, asupra sarii, ca un
intreg.

Compusi conform inventiei sunt:

2-[2'-hidroxi-3'-feniItiometiI-4'-aza-5'-oxo-5'-(2"-metil-3"-'hidroxifenil)pentil]
decahidroizochinolin-3-H-t-butilcarboxamida:

Sarea acidului 2-[2'-hidroxi-3'-feniltiometiI-4'-aza-5'—oxo—5'-(2"-metiI-3"-hidroxifeniI)
pentilldecahidroizochinolin-3-H-t-butilcarboxamid metansulfonic

Fiecare dintre formulele de mai sus au 5 centri asimetrici si definesc astfel un com-
pus selectat din grupa de 32 de stereoizomeri individuali si orice amestec de doi sau mai
multi stereoizomeri.

Stereoizomerii preferati ai acestor compusi sunt:

[33-(3R*,4aR*,8aR*,2'S*,3'S*)]-2-[2'-hidroxi-3'-feniItiometil-4'-aza-5'-oxo—5'-(2"—metil-
3"-hidroxifenil)pentiI]decahidroizochinoIin-3—H-t-butilcarboxamidé;

Sarea acidului [3S-(3R*,4aR*,8aR*,2'S* 3'S*)]-2-[2'-hidroxi-3'-feniltiometil-4'-aza-5'-
oxo-5'-(2"—metiI-3“-hidroxifenil)pentiI]decahidroizochinolin—3-H-t-butilcarboxamidé
metansulfonic.
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Compusii conform prezentei inventii pot fi preparati conform urmétoarei scheme
generale de reactie .

in care D este azot, G este oxigen, Q, este terf-butil, Q, este hidrogen, B este decahidroizo-
chinolind, Q, este metiltiofenil, Q, este hidrogen, E este carbon, Q, este metil, Q; este hi-
droxi, A este fenil.

Reactia | este o reactie standard de cuplare, utilizata, in mod obignuit, pentru sinteza
amidelor sau peptidelor, care se realizeaza prin reactia unei amine cu formula 1A, substituita
adecvat cu un acid carboxilic, cu formula 1B substituit adecvat, intr-un solvent aprotic sau
un amestec de solventi. Reactia se desfagoaréa in mod obignuit in prezenta sau absenta unui
agent promotor, de preferinta, in prezenta unui agent promotor si in prezenta unui agent de
mida sau un amestec de astfel de solventi. Reactia se desfasoara in mod caracteristic la o
temperatura de la circa -30°C la circa 25°C. Reactantul aminic este folosit in proportii echi-
molare, raportat la acidul carboxilic, in prezenta unei cantitati echimolare, pana la un mic ex-
ces, din reactivul de cuplare. Reactivii de cuplare, caracteristici, includ carbodiimide cum ar
fi diciclohexilcarbodiimida (DCC) si N,N'-dietilcarbodiimida; imidazoli, cum ar fi carbonildiimi-
dazol; cat si reactivi, cum ar fi clorura bis(2-oxo-3-oxazolidinil)fosfinica (BOP-CI) sau N-etoxi-
carbonil-2-etoxi-1,2-dihidrochinolina (EEDQ). Un reactiv preferat de cuplare pentru aceast3
reactie este DCC. Pentru aceasta reactie este preferabil sa se includa si un agent promotor;
un agent promotor preferat este hidratul de hidroxibenzotriazol (HOBT.H,0).

O data ce reactia este completa, daca se doreste, compusul poate fi izolat prin pro-
ceduri cunoscute in domeniu, de exemplu, compusul poate fi cristalizat si apoi colectat prin
filtrare sau solventul de reactie poate fi indepartat prin extractie, evaporare sau decantare.
Compusul poate fi mai departe purificat, (daca se doreste), prin tehnici, cum ar fi cristaliza-
rea sau cromatografia pe suporturi solide, cum ar fi silicagelsauatarmini.

Compusii initiali cu formula IA pot fi preparati conform precedurilor prezentate in
Schema de reactie A.
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Schema de reactie A
H +.a0tivare agidi 33\:
x' —’ x‘
) 3. formares amidei J
RJ
OH
R
3.basi tare/cstalisztor
| 2o x+ )
. m‘ k- ' S—— ¢
o/ ’vl/ ﬂ )
4. R 1 3
‘ OCR‘!
R
(Amida Weimreb)
Rl
5. ‘reducere — -
6. de_proteaie Ha o J X )
RJ
in.0sre;

\ x-) este o grupare avlnd formmla :

in care:

V* este o grupare de protectie amino;

B.D, G, Q, Q,, Qg si Q, sunt definite, in acelasi fel, cum sunt definite in formula (1)
de mai sus; si

Z7 este halogen.

Schema de reactie A, de mai sus, este insotitd de reactiile 1 - 7 in ordine secventiala.
Indati ce reactia este completa, compusul intermediar poate fi izolat, daca se doreste, prin
proceduri cunoscute in domeniu, de exemplu, compusul poate fi cristalizat si apoi colectat
prin filitrare sau solventul de reactie poate fi indepartat prin extractie, evaporare sau

decantare.
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Compusul intermediar poate fi purificat suplimentar, daca se doreste, prin tehnici
cunoscute cum ar fi cristalizare sau cromatografie pe suport solid cum ar fi silicagel sau alu-
mina inaintea desfasurarii urméatoarei etape din schema de reactie.

Reactia A.1 este condusa prin transformarea unui acid carboxilic amino protejat
avand structura:

)

intr-o anhidrida mixta corespunzatoare in conditii cunoscute in domeniu. De exemplu, acidul
carboxilic amino protejat poate fi reactionat cu un cloroformiat de alchil C,-C,, cum ar fi, de
preferinta, cloroformiat de izobutil, in prezenta unui captator de acid. Captatorii de acid pre-
ferati sunt trialchilaminele, de preferintd, trietilamina. Reactia se desfasoara, in mod caracte-
ristic, intr-un solvent aprotic cum ar fi acetat de etil. Alegerea solventului nu reprezinta o pro-
blema dificila atata timp, cat solventul folosit este inert fata de reactia in desfagurare, iar
reactantii sunt solubilizati suficient, pentru a se desfagura reactia doritd. Anhidrida mixta
rezultanta este utilizata, de preferintd, in Reactia A.2 fara o izolare sau purificare ulterioara.

Reactia A.2 se realizeaza in doua etape. La inceput, o solutie de hidroxid de sodiu,
acoperita cu un strat de solvent eteric, de preferinta, dietileter, reactionéaza cu un exces
mare de N-metil-N-nitro-N-nitrozoguanidina, pentru a forma diazometan. Hidroxidul de sodiu
este, de preferinta, utilizat ca solutie apoasa, avand aproape patru la gsase moli/l de hidroxid
de sodiu. O data ce reactia este completa, stratul organic este uscat pe un desicant, cum
ar fi hidroxid de potasiu. Aceasta solutie reactioneaza apoi cu anhidrida mixta din Reactia
A.1, de mai sus, pentru a forma compusul alfa-diazo carbonil corespunzator. Diazometanu!
reactant este, de preferinta, utilizat in aceasta reactie fara izolare sau purificare. Aceasta
reactie se desfasoara, in mod caracteristic, la o temperatura de la circa -50°C la aproape
-100°C, de preferinta -20°C.

In Reactia A.3, compusul alfa-diazocarbonil preparat in Reactia A.2 reactioneazi cu
un acid cu formula H-ZZ in care ZZ este halo, in mod caracteristic, intr-un solvent aprotic,
cum ar fi dietileter, pentru a forma compusul alfa-halo carbonil. Un acid reactant preferat
este acidul clorhidric, care conduce la formarea compusului alfa-cloro carbonil.

Reactia se desfagoara, in mod obignuit, la o temperatura de la circa -30°C la circa
0°C. Alegerea solventului nu constituie o problema atata timp, cat este inert fatd de reactia
in desfasurare si reactantii sunt solubilizati suficient pentru a realiza reactia dorita. Reactan-
tul acid este, in mod normal, aditionat sub forma unui gaz anhidru in cantitati mici, pana
cand reactia pare a fi in mod substantial completa. Reactia poate fi urmarita prin cromato-
grafie in strat subtire.

in Reactia A.4, restul carbonil al compusului preparat in Reactia A.3 este redus, utili-
zand conditiile standard cunoscute in domeniu, pentru a forma compusul alfa-clor hidroxi
corespunzator. De exemplu, compusul preparat in reactia A.3 este combinat cu un agent
reducator intr-un amestec de solventi. Agentii reducatori obignuiti sunt borohidrura de sodiu,
borohidrura de litiu, borohidrura de zinc, hidrura de diizobutilaluminiu si hidrura de sodiu bi(2-
metoxi-etoxi)aluminiu. Un agent reducator, preferat, este borohidrura de sodiu. Amestecurile
caracteristice de solventi includ un amestec protic si aprotic, cum ar fi tetrahidrofuran/apa.
Alegerea solventului nu constituie o problema atéata timp, cat solventul utilizat este inert fata
de reactia in desfasurare si reactanti-sunt-selubilizati suficient pentru a se desfasura reactia
dorita. Reactia se desfasoara in mod obignuit la o temperatura de la circa -10°C, de pre-
ferinta 0°C.

-
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In Reacfia A.5, compusul alfa-clor hidroxi, preparat in Reactia A 4, este tratat cu o
bazi tare pentru a forma epoxidul corespunzitor in conditii standard cunoscute in domeniu.
De exemplu, compusul alfa-clor hidroxi poate fi reactionat cu un amestec hidroxid de pota-
siu/etanol, intr-un solvent alcoolic, cum ar fi etanol. Reactia se desfasoara la o temperatur3
de la circa 0°C, la temperatura de reflux a solventului. De preferinta, reactia se desfisoars
la temperatura camerei.

in Reactia A.6, epoxidul preparat in Reactia A.5 reactioneaza cu un reactant hete-
rociclic

in mod obignuit, intr-un solvent alcoolic, la o temperatura caracteristic, cuprinsa de Ia circa
20°C la 100°C. Alegerea solventului nu constituie o problema atata vreme, cat solventul folo-
sit este inert fata de reactia in desfasurare, iar reactantii sunt solubilizati suficient pentru a
se produce reactia dorita. Solventi caracteristici pentru aceasta reactie includ alcoolii, de pre-
ferintd, izopropanol sau etanol. Reactia se desfisoara, de preferinta, la o temperatura de
circa 80°C. P
Reactia A. 7 este o reactie standard, de deprotejare a gruparii aminice utilizand me-
tode si proceduri cunoscute in domeniu pentru a se obtine amina corespunzitoare, care
este utilizata in Reactia | de mai sus, Aceastd amin3 poate reactiona fara purificare, dar este
de preferat ca, mai intai, s fie purificat.

Reactantii heterociclici cu formula

utilizati in Reactia A.6, pot fi preparati, utilizand proceduri $i metode cunoscute in domeniu.
De exemplu, reactantii hetorociclici au fost preparati, in mod obignuit, din amino acizi amino
protejati corespunzator, prin activare acida urmata de tratament cu o alchil-amina. Reactia
se desfagoara in mod obignuit in prezenta unui acceptor de acid cum ar fi N-metilmorfolina.
Indepartarea gruparii protectoare a grupérii amino utilizand tehnici chimice standard de de-
proterjare conduce apoi la formarea de reactanti heterociclici.

Reactantul, acid carboxilic cu formula (IB),

utilizat in Schema | de reactie, nedisponibil comercial, poate fi preparat utilizand proceduri

cunoscute. Mai particular, acest reactant poatefrpreparat prin substitutia si/sau oxidarea
unui compus carbociclic sau heterociclic disponibil comercial. De exemplu, compusul carbo-

ciclic sau heterociclic cu formula
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..q.(z

poate fi oxidat, utilizand proceduri cunoscute in domeniu. in mod specific compusul cu
formula

~CHy

poate reactiona cu un agent de oxid are cum ar fi dioxidul de seleniu sau permanganatul de
potasiu, la temperaturi cuprinse intre circa 0°C la 200°C intr-un solvent inert cum ar fi apa
sau difenileter. -

O a doua metoda de preparare a compusilor cu formula (IB) implica protejarea unei
grupari carbociclice sau heterociclice carboxilate, substituite corespunzétor cu o grupare de
protectie carboxi urmatéa de substituirea gruparii carbociclice sau heterociclice, utilizand pro-
ceduri cunoscute in domeniu. Gruparea de protectie carboxi poate fi indépartata, utilizand
proceduri cunoscute in domeniu, pentru a se obtine acidul carboxilic dorit, cu formula (IB).

Termenul de "grupare de protectie carboxi” folosit in inventie se refera la substituentii
gruparii carboxi, folositi in mod obignuit, pentru a bloca sau proteja functionalitatea carboxi,
in timp, se reactioneaza alte grupéari functionale ale compusului. Exemple de astfel de gru-
pari de protectie carboxi includ metil, p-nitrobenzil, p-metilbenzil, p-metoxibenzil, 3,4-dime-
toxibenzil, 2,4-dimetoxibenzil, 2,4,6-trimetoxibenzil, 2,4,6-trimetilbenzil, pentametilbenzil, 3,4-
metilendioxibenzil, benazdril, 4,4'-dimetoxibenzidril, 2,2'-4,4'-tetrametoxibenzidril, t-butil, t-
amil, tritil, 4-metoxitritil, 4,4'-dimetoxi-tritil, 4,4'-4,4"-trimetoxitritil, 2-fenilprop-2-il, trimetilsilil,
t-butildimetilsilil, fenacil, 2,2,2-tricloretil, b-(di(n-butil)metilsilil)etil, p-toluensulfoniletil, 4-nitro-
benzilsulfoniletil, alil, cinamil, 1-(trimetilsiliimetil)prop-1-en-3-il i altele asemenea. O metod3
preferata, de protejare a grupdrii carboxi, implica transformarea restului carboxi intr-un rest
amidic si apoi hidrolizarea amidei, pentru a se obtine substituentul carboxi dorit. Alte exem-
ple de astfel de grupari se gasesc in E.Haslam, Protective Groups in Organic Chemistry,
J.G.W. Mc.Omie, Ed. Plenum Press New York, 1973, capitol 5 si T.W.Greene, Protective
Groups in Organic Syntheris, John Wiley si Sons, New York, 1981, Capitol 5.

O procedura preferatd, de protejare a restului carboxi, implica activarea acida a partii
carboxi, urmata de formarea unei amide. De exemplu, restul carboxi poate fi transformat
intr-o halogenuré de acil, acil anhidrida, acil imidazol i alte asemenea, de preferinta in pre-
zenta unui captator de acid pentru a forma un rest carboxi activat. Se foloseste in mod
caracteristic o clorura acida disponibild comercial inlaturand necesitatea unei activari acide
suplimentare. Captatorii de acid preferati sunt trialchilaminele, de preferinta, trietilamina.
Reactia se desfagoara, in mod obignuit, intr-un solvent aprotic, cum ar fi dietileter, clorura
de metilen si altii asemenea. Un solvent preferat este clorura de metilen. Alegerea solven-
tului nu este o problema dificila atata timp, cat solventul folosit este inert fata de reactia in
desfagurare, iar reactantii sunt solubilizati suficient pentru a se desfasura reactia dorita. Par-
tea carboxi activata reactioneaza apoi cu o aming, R,,-NH,, de exemplu, anilina intr-un sol-
vent aprotic pentru a se obtine un reactant amidic
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NN C(ONH - B

care poate fi, mai departe, substituit conform metodelor cunoscute.
Reactantul amidic

- C(ONH- A"

poate fi, mai departe, substituit prin deprotonare in orto a grupdrii

O

pentru a se obfine anionul corespunzator, urmati de reactia cu o gama de reactivi, cum ar
fi halogenuri de alchil sau agenti de halogenare, cum ar fi bromul. Reactantul amidic este,
in general, deprotonat de dou3 ori, utilizand doi echivalenti ai unei baze tari, cum ar fi n-butil
litiu sau sec-butil litiu referitor la reactantul amidic, optional, in prezenta unui agent metalic
de coordinare cum ar fi tetra-metiletilendiamina (TMEDA). Reactia se desfasoara, in mod
caracteritic, intr-un solvent aprotic, de preferinta un eter cum ar fi dietileter, tetrahidrofuran
sau altii asemenea, la o temperatur3 de la circa -78°C pana la aproape 25°C.

Compusul rezultant poate fi apoi hidrolizat, utilizand proceduri cunoscute in domeniu
pentru a se obtine acidul carboxilic reactant, substituit, dorit, avand formula (1B). De exem-
plu, hidroliza corespunzatoare implics éxpunerea reactantului amidic la un acid mineral tare,
acid organic sau un amestec de acid mineral/organic la o temperatur3 de la circa 100°C
pana la circa 160°C. Acizi adecvati ce se pot folosi in aceasts reactie sunt acidul bromhidric,
acidul acetic, acidul clorhidric si altii asemenea. Se poate folosi, optional, un tub etansat pen-
tru a accelera viteza de reactie.

O atreia metoda de preparare a acidului carboxilic substituit, avand formula (IB), im-
plica diazotarea unei aniline, urmata de stingerea sarii de diazoniu rezultate. In mod particu-
lar restul aminic al anilinei reactante este transformats intr-o sare de diazoniu prin reactia
cu acid azotos. Acidul azotos poate fi produs in situ prin tratarea nitritului de sodiu cu o solu-
tie apoasa a unui acid tare cum ar fi acidul clorhidric sau acidul sulfuric. Aceasta reactie se
desfasoard, in mod caracteristic la sau sub 5°C. Sarea de diazoniu este apoi stins3 prin
reactia cu un reactant corespunzitor, pentru a se obtine sistemul aromatic substituit dorit.
Reactivi reprezentativi de stingere sunt apa, cianura, halogenura, acid sulfuric apos si altii
asemenea. In mod caracteristic, reactia va fi incalzita pentru a facilita reactia dorita.

Sunt cunoscute o varietate de reactii in domeniu, care se pot utiliza pentru a produce
-substitutite-dorite pe inelele carbociclice sau heterociclice. De exemplu, existi o varietate
de reactii de substitutie electrofile si nucleofile aromatice prezentate in capitolele 11 si 13
din March, J., Advanced Organic Chemistry, a treia editie, Wiley, 1985.
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Suplimentar, compusii cu formula (IB) pot fi preparati prin carboxilarea unui compus
carbociclic sau heterociclic substituit corespunzator. Carboxilarea se poate realiza, utilizand
un numar de reactivi diferiti. De exemplu, reactivul carbociclic sau heterociclic poate reac-
tiona cu fosgen, clorura de oxalil, clorhidrat de uree sau clorura de N,N-dietilcarbamoil in
prezenta unui catalizator Friedel Crafts. O varianta a acestei metode implica reactionarea
unui reactiv carbociclic sau heterociclic cu un triclorformiat de alchil (RSCOC1) sau o clorura
de carbamoil (H,NCOCI) pentru a se obtine o amida sau un tiol ester. Amida si tiol esterul
pot fi apoi hidrolizate pentru a se obtine gruparea carboxi doritd. March, la 491.

Exemple de catalizatori Friedel-Crafts includ acizi Lewis, cum ar fi bromura de alu-
miniu (AlIBr,), clorura de aluminiu (AICl,), clorura de fier (lil) (FeCl,), triclorura de bor (BCl,),
trifluorura de bor (BF,) si altii asemenea. Vezi de asemenea, March. J., Advanced Organic
Chemistry, a treia editie, Wiley, 1985; Olah Friedel-Crafts and Related Reactions, Inter-
science, New York, 1963-1965; si Olah, Friedel-Crafts Chemistry, Wiley, New York, 1973.

Dupa cum s-a mentionat mai sus, compusii prezentei inventii sunt folositi pentru inhi-
barea proteazei HIV, care este o enziméa asociata ansamblului si productiei componentei
virale. ‘

Termenul "cantitate eficientd" inseamna o cantitate dintr-un compus, conform inven-
tiei, sau sarea sa acceptabild farmaceutic, care este eficienta in productia si asamblarea
componentelor virale mediate de proteaza HIV. Doza specifica a compusului administrat
conform prezentei inventii, pentru a obtine efecte de inhibare sau terapeutice, va fi, desigur,
determinati de imprejuriri speciale cu privire la caz, incluzand, de exemplu, compusul admi-
nistrat, calea de administrare, starea care trebuie tratata si gazda sau pacientul care trebuie
tratat individual. O doza zilnica caracteristica (administrata intr-o singura doza sau doze divi-
zate) contine un nivel de dozaj al compusului prezentei inventii de la circa 0,01 mg/kg pana
la circa 50 mg/kg de greutate corp. Dozele zilnice preferate sunt, in general, de la circa
0,05 mg/kg pana la circa 20 mg/kg si, mai preferabil, de la circa 0,1 mg/kg pana la circa
10 mg/kg.

Compusii prezentei inventii pot fi administrati printr-o varietate de cai, incluzand,
cdile: oral3, rectald, transdermica, subcutanata, intravenoasa, intramusculara si intranazala.
Compusii prezentei inventii sunt formulati, de preferinta, inaintea administrarii. De aceea, o
alta realizare a prezentei inventii este o compozitie sau o formulare farmaceutica cuprinzand
o cantitate eficienta dintr-un compus conform inventiei sau dintr-o sare a acestuia accepta-
bila farmaceutic si un vehicul acceptabil farmaceutic, cum ar fi un diluant sau un excipient,
pentru aceasta.

De preferinta, ingredientul activ reprezinta de la 0,1 % pana la 99% in greutate din
formulare. Prin "acceptabil farmaceutic" se intelege ca vehicolul, cum ar fi diluantul sau exci-
pientul, este compatibil cu celelalte ingrediente ale formularii $i nu sunt ddunatoare gazdei
sau pacientului.

Formularile farmaceutice pot fi preparate din compusii prezentei inventii prin proce-
dee cunoscute, folosind ingrediente disponibile si cunoscute. La fabricarea compozitiilor pre-
zentei inventii, ingredientul activ va fi, in mod obignuit, amestecat cu un purtator sau diluat
cu un purtator sau inclus in interiorul unui purtator, care poate fi de forma unei capsule,
saset, hartie sau alt recipient corespunzator. Cand purtatorul serveste drept diluant, el poate
fi un material solid, semi-solid sau lichid, care actioneaza ca un vehicol, excipient sau mediu
pentru ingredientul activ. Astfel, compozitiile pot fi sub forma de tablete, pilule, pulberi, pas-
tile, sasete, casete, elixiruri, suspensii, emulsii, solutii, siropuri, aerosoli, (ca un solid sau intr-

un mediu lichid), unguente (continand, de exemplu, pana la 10% in greutate din compusur—

activ), capsule moi sau tari de gelating, supozitoare, solutii sterile injectabile, pulberi sterile
compacte si altele asemenea.

ol
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Testarea Activitatii
S-a folosit un numar de teste, pentru a testa activitatea biologicd a compusilor inhibi-
tori ai proteazei HIV. De exemplu, testele s-au folosit pentru a analiza vitezele de inhibare
proteolitica si efectele antivirale asupra liniilor celulare infectate cu HIV. Se descriu mai jos 535
procedurile pentru aceste experimente. Rezultatele din aceste incerciri sunt expuse, mai
jos, in tabelul 1 sau sunt expuse in exemplele de mai sus.
I. Analiza primara a medicamentelor continand compusi anti-HIV la Southern Re-
search Institute (SRI) (Rezultatele inregistrate in Tabelul 1 sunt notate “SRI CEM (ng/mi)”
sau “SRI MT2 (ng/ml)”). 540
‘ A. Principiul Analizei Mtt
SRl are un program stabilit pentru analiza primara antivirald a compusilor prin analize
de microtitrare, care masoara capacitatea unui compus ales, de a.:"inhiba distrugerea celular3
indusa de HIV. Acesta analiz3 implica transformarea colorantului MET de tetrazoliu intr-un
produs de formazan colorat, cu enzime mitocondriale in celulele active metabolic. Acest sis- 545
tem de analizi este folosit la SRI pentru a analiza peste 30.000 de compusi pe an. Pe scurt,
analiza implicd contaminarea celulelor CEM sau MT2, pe placi cu fund rotund cu 96 de cavi-
tati. Compusul de interes se adaug$ chiar inaintea contaminarii. Pe durata a 6 zile de incu-
bare la 37°C, placile sunt colorate cu MTT. Rezultatele analizei sunt inregistrate spectrofoto-
metric cu un cititor de placa Molecular Devices Vmax. Rezultatele sunt analizate prin regre- 550
sie liniara folosind un program de software local pentru a calcula activitatea antivirala (IC,
ICso. ICqs) si toxicitatea (TC,s, TCy, TC,;) si in aceeasi masura si alte valori.
Analizele antivirale primare sunt realizate in mod obignuit in celule CBM sau MT-2.
SRI a descoperit ¢4 toti compusii activi au fost identificati in celule CEM, in timp ce experi-
mentele realizate pe linia celulard MT-2 pierd o mica portie din compusii activi. 555
B. Testele standard in celulele Cem Si Mt-2
1. Dilufia compusului si depunerea pe placi
Medicamentele sunt solubilizate, daci este necesar, in vehicolul corespunzitor, cum
ar fi, apa distilata sau DMSO. Se folosesc manusi de cauciuc, halate si masti, pe toata du-
rata fazelor procesului de manipulare pentru a preveni expunerea la agenti nocivi. Medica- 560
mentul se prepara in concentratia corespunzitoare si se pastreaza la -20°C pana cand se
foloseste la analiza de laborator. Prima dilutie a fiecarui compus se realizeaz3 intr-un tub de
dilutie cu mediu pentru a realiza o concentratie dubla fati de concentratia superioari a tes-
tului. Tuburile sterile de titrare sunt folosite apoi pentru a realiza in serie, dilutii semilogarit-
mice pentru fiecare compus. Continuand dilutia medicamentului, compusul diluat se adauga 565
in cavitatea corespunzitoare a unei plici de microtitrare cu 96 de cavitati. Pot fi analizate
in mod convenabil pani la 12 dilutii pe o singura placi in triplicat cu toate controalele cores-
punzatoare incluzand controlul celulei, controlul virusului, controlul toxicitatii, controlul culorii
medicamentului, controlul mediului si controlul (baza) plastic. Cand testarea include numai
sase dilutii pot fi testate douad medicamente pe o singura placa de microtitrare. Medicamen- 570
tele se adauga pe placa intr-un volum final de 100 microlitri.
2. Celule gi virus
in timpul in care sunt preparate dilutile medicamentului, celulele sunt spilate $i nu-
marate. Viabilitatea este monitorizata prin eliminarea colorantului albastru de tripan si analiza
nu se efectueaza, daca viabilitatea scade mai jos de 90%. Celulele se mentin intr-o faza de 575
crestere exponentiala si sunt injumatatite (in ziua anterior3 analizei), pentru a asigura viteza
de crestere exponentiala.
Pentru analiza primara, liniile celulare utilizate sunt CE'M si MT-2. In afara altorindir
catii, mediul folosit este RPMI 1640 cu 10% ser fetal de vitel inactivat termic (FBS), gluta-
mina si antibiotice. 580
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Celulele sunt inmultite la 37°C intr-o atmosfera de 5% CO, in aer. Virusul utilizat pen-
tru acest experiment este HIV-1, izolati 1B si/sau RF, care sunt preparati printr-un proces
de infectare acuta. Pe scurt, celulele infectate cu virus sunt peletizate zilnic incepand la trei
zile dupa infectie pana cand virusul a distrus toate celulele din cultura. Activitatea revers
transcriptazei si ELISA p24, sunt folosite pentru a identifica fractiile cu cantitatea cea mai
mare de virus.

Recoltele din aceste 24 h sunt reunite, sunt filtrate si sunt congelate la - 90°C. Ante-
rior folosirii in analiza, fractia infectioasa cu virus este titrata pe toate liniile de celule dispo-
nibile au scopul de a determina cantitatea de virus necesara in analiza antivirala.

in general, fractiile produse prin metoda infectiei acute necesita adaugarea unui mi-
crolitru de virus infectios per cavitate, care rezulta in analiza medicamentelor la o multiplicare
a infectiei de 0,01. in acest mod, este preparat si inghetat destul virus si pentru a completa
peste o mie de placi de microtitrare, permitand testarea pana la doud mii de compusi
dintr-un singur stoc de virus infectios. Utilizarea unui singur stoc de virusi pentru o perioada
lunga de testare are efecte favorabile asupra repetabilitatii sistemelor de analiza.

Infectia cu virus a celulelor CEM si MT-2 pentru analiza antivirala se realizeaza

intr-un proces de infectie in masa. Numarul corespunzator de celule necesare completarii
analizei este amestecat cu virus infectios intr-un tub conic centrifugal intr-un volum total mic,
de 1-2 ml. :
Dupa o incubare de 4 h, celulele infectate sunt aduse la concentratia finald corespun-
zitoare de 5 x 10* celule per mililitru cu mediu de cultura din tesut proaspét si se adauga
100 pl in cavitatile de control a virusului si in cavitétile destinate experimentelor corespunza-
toare. Celulele neinfectate la aceeasi concentratie sunt depuse pe placa pentru controlul
toxicitatii gi pentru controalele celulelor. De asemenea, analizele pot fi realizate folosind o
metodé de infectare in cavitate. in acest caz, medicamentul, celulele si virusul se adauga
in mod individual, in cavitate.

in fiecare caz, se mai adauga pentru a obtine distrugerea celulara completa in cavita-
tile de control al virusului pana in ziua a 6.

3. Evaluarea inhibérii CPE

Dupa adaugarea de celule si medicamente pe placa de microtitrare, placa este incu-
bata timp de 6 zile, la 37°C. Experienta a indicat faptul ca incubarea pentru perioade mai
lungi de timp (7-8 zile) sau utilizarea unui numar mai mare de celule alimentate (1 x 10%),
conduce la scaderi semnificative ale viabilitatii celulelor de control i la o limitare a densitatii
optice, intre controalele celulelor si ale virusului, dupa colorarea cu MTT.

Metoda de evaluare a analizei antivirale implica addugarea a 20 ul de sare de tetra-
zoliu a MTT la 5 mg/ml in fiecare cavitate a placii timp de 4 - 8 h. Dupa aceasta perioada de
incubare, celulele sunt dislocate prin adaugare de 50 ul de 20% SDS in HCI 0,01 N.

Activitatea metabolica a celulelor viabile in cultura se reflecta intr-un produs de reac-
tie colorat, care se masoara spectrofotometric cu un cititor de placa Molecular Devices Vmax
la 570 nm. Valoarea densitatii optice (O.D.) este o functie a cantitatii de produs formazan,
care este proportionala cu numarul de celule viabile.

Cititorul de placa este in legatura directa cu un microcalculator pentru analiza in labo-
rator, care evalueaza datele de pe placi si calculeaza datele de pe placi. Informatia de pe
placii furnizeaza toate informatiile pertinente incluzand valorile neprelucrate ale O.D., media
O.D. calculata si reducerea procentualad a CPE viral, la fel si calculele care includ TC,, IC,
si indicii antivirali si indicii de specificitate. In final, rezultatele includ un grafic care descrie
vizual efectul compusului asupra celulelor infectate (toxicitatea) si efectul protector sau ne-
protector al compusului asupra celulelor infectate.
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Il. Analiza pe celule integrale a compusilor anti-HI V, la Eli Lilly (Rezultatele fnregis-
trate in Tabelul 1 sunt denumite “IC,, pe celule integrale” sau “IC,, pe celuld integrale”
a. Scopul si materialele
Scopul: De a determina IC,, si CC,, pentru compusii:
Reactivi gi materiale
Mediul A
Mediul A [1% DMSO] (100 microlitri DMSO + 9.9 ml mediul A, SN 125 folosite pentru a
infecta celulele (15 mi pentru 6 placi) (10 ml pentru 4 placi)
Celule CEM [1x10%] celule/ml (4 placi = 40 ml) (6 placi=60 ml)
DMSO (necesar: 5 ml)
35B la /10 mM/ (necesari: 70 microlitri de fiecare)
A-D la /10 mM/in 100% DMSO
4 sau 6 placi cu 96 cavititi cu fund in forma de u
4 placi cu 96 cavitati cu fund plat, pentru dilutii
8-10 cutii cu pipete costar sterile
Aproximativ 10 cuve cu reactiv
Costar 12-pette
Informatie relevanta:
1000 celule/cavitate = 1 x 10* celule/ml = 1000 celule/ 100 ]|
200 pl= volumul total intr-o cavitate.
Concentratie finald de DMSO = 0,25 %
Dilutie finald de Sn 123 = 1:64
Compusi diluali in serie 35B, A-D, 1:3
B. Procedeu
1. Prepararea Celulelor Si Depunerea Pe Placs a Celulelor, Mediului a Si Mediului
a (1% Dmso)
a. Se numeroteaza o placi cu 96 cavitati cu cultura de tesut pentru fiecare compus
de testat, una pentru o placi de control si una pentru compusul controlat

Nr. Placa Descriere
1 Controale negative si pozitive
2 358
3 A
4 B
5 C
6 D

b. Se numara celulele pe hemacitometru $i acestea se resuspend3 ia 40 ml sau
80 ml de Mediu A la o concentratie de [1 x 10*] celule/ml.

Numararea celulelor pe un Hemacitometru:

Se marcheaza doua tuburi nunc de 1,8 ml, 1 si 2. Se pun 0,5 ml celule CEM ames-
tecate in cavitati (in faza de crestere) in tubul 1.

Se pun 50 pl PBS si 40 pl de colorant albastru tripan in tubul 2.

Se amesteca celulele in tubul 1, apoi se indeparteaza 10 pl de celule si se pun in
tubdl-2—o

Se amesteca in tubul 2, apoi se indeparteazi 10 ul din celulele colorate si se pun in
hemacitometru.

630

635

640

645

650

655

660

665

670



675

680

685

690

695

700

705

710

715

RO 119363 B1

Se numara celulele in patratul centrului hemacitometrului cu microscopul stabilit pe
10X.

Concentratia stocului de celule CEM in celule/ml este dupd cum urmeaza:

Celule numarate x 1 x 10° = Concentratia de celule CEM in [celule/ml]

c. Se adauga 200 pl de Mediu A la Al al piacilor 2-6. Acestea sunt goale.

A4-H4 al placii 1. Acestea sunt goale.

d. Se adauga 5 pl de Mediu A in toate cavitatile randurilor A-D ale placilor 2-6 cu ex-
ceptia A1 (jumatatea superioara a fiecarei placi).

e. Se adauga 50 pl de Mediu A in cavitatile A1-D3 ale placii 1 (jumatatea superioara
a placii). v
f. Se adauga 50 pl Mediu A [1% DMSO] in toate cavitétile coloanelor 1-3 ale placii 1:

g. Se adauga 100 pl de [1 x 10%] celule/ml in toate cavitatile coloanelor 1-3 ale placii
1 si in toate cavitatie (cu exceptia A1 care este goald) celorlalte placi. Pe aceasta se depune
1000 celule/cavitate.

h. Se pun plé&cile intr-un incubator, in timp ce se prepara dilutile de medicament.

2. Prepararea medicamentelor de control si de testat ‘

(a) Prepararea de dilutii in serie 1:3 (35B, A-D) pe placa cu 100% DMSO.

(1) Se pun 60 pl de DMSO in toate cavitatile coloanelor 2-12, randurile A-E.

(2) Se pun 70 pi de 35 B [10 mM] in 100% DMSO in cavitatea A1-

(3) Se pun 70 pl de A [10 mM] in 100% DMSO in cavitatea B1.

(4) Se pun 70 pl de B [10 mM] in 100% DMSO in cavitatea C1.

(5) Se pun 70 ul de C [10 mM] in 100% DMSO in cavitatea D1.

(6) Se pun 70 pl de D [10 mM] in 100% DMSO in cavitatea E1.

(7) Se dilueaza in serie 1:3 (35B, A-D), descendent, prin coloana 12 prin transferarea
a 30 pl din Coloana 1 in Coloana 2, apoi din Coloana 2 in Coloana 3, etc., descendent prin
coloana 12.

Se schimba pipetele inaintea fiecarei dilutii.

(b) Prepararea placii cu dilutde 1:10 in mediu A:

(1) In randurile A-E ale oricarei placi se face un rand pentru prima dilutie 1:10 pentru
a corespunde fiecarui rand al compusului cu 100% DMSO.

35B in randul A pentru prima dilutde 1:10

A - in randul B pentru prima dilutie 1:10

B - in rédndul C pentru prima dilutie 1:10

b - in randul D pentru prima dilutie 1:10

D - in randul E pentru prima dilutie 1:10.

(2) Se pun 180 pl de mediu A in toate cavitatile din randurile A-E, care corespund
randurilor cu 100% DMSO. Sunt necesari 2,5 ml per rand.

(3) Se indeparteaza 20 pl din toate cavitatile fiecarui rand al randurilor cu 100%
DMSO si se transfera in randul corespunzator 1:10.

c. Prepararea plécii cu dilutie 1:100 in mediile A:

(1) Se prepara o placa pentru fiecare 3 compusi ce urmeaza a fi testati.

(2) Se pun 225 pl din mediul A in toate cavitatile randurilor A, B, D, E, G si H, lasand
randurile C si F libere. Se folosesc 20 ml din mediile A pe placa.

(3) Se transfera 25 pl din fiecare compus din randul cu dilutia 1:10, in cele dou3 ran-
duri corespunzatoare pe placa cu dilutia 1:100 schimband pipetele inaintea fiecarui transfer.
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Nr.Coloanei | Concentratia Medicamentului [nM] Concentratia Medicamentului

[microlitri]

1 25000 25,00000
2 8333 8,33333
3 2778 2,77778
4 926 0,92593
5 309 0,30864
6 103 - 0,10288
7 34 0,03429
8 11 0,01143
9 3,81 0,00381
10 1,27 0,00127
11 0,42 0,00042
12 0,14 0,00014

3. Addugarea de SK 123 viral pe plici

a. Se topeste Sn 123 pe baie de ap3 la 37°C, timp de aproximativ 10 min.

b. Se dilueaza Sn 125 1:16 prin adaugarea 1 ml de Sn 123 in 15 ml mediu A.

c. Se adauga 50 pl de Sn 123 [1:16] in cavitatile E1-H12 ale plicilor 2-6 si in adanci-

turile E1-H3 ale placii 1.

4. Addugarea medicamentelor pe plici
a. Se adauga 50 pl din medicamentele controlate si testate din randurile placilor cu

dilutie 1:10 in randurile corespunzitoare ale placilor finale (schimband pipetele inaintea fie-
carui transfer).

goala.

Un rénd pe placa cu dilutie 1:100 vor deveni 4 randuri in placa finala. Se lasi A1

b. Se incubeaza toate plicile timp de 7 zile da 37°C in 5% CO,.
c. Se realizeaza protocolul Xtt fa ziua a 7-a dupa cum urmeazi:
d. Prepararea solutiei Xtt/PMS: (4 plici = 20 ml)
(6 placi = 30 ml)
(1) Reteta pentru 2 mM PMS:
15,3 mg PMS + 0,5 ml PBS = PMS de [100 mM]
100 pl [100 mM] PMS + 4,9 mi PBS = PMS de [2 mM]
(2) Se incalzesc 500 ml H,0 la microunde timp de 5 min pe maximum de putere
(3) Se pun 20 sau 30 ml fenol rosu RPMI intr-un tub centrifugal de 50 mi.
(4) Se pune RPMI la paharul de laborator cu apa fierbinte.
(5) Se adauga 20 sau 30 mg XTT la RPMI fierbinte. Concentratia finald de XTT =

[1 mg/mi].

(6) Se asteapta ca XTT sa se dizolve, apoi se adauga 200 pl de [2 mM] PMS in 10 ml

solutie de XTT.

e. Addugarea de Xtt/PMS pe placa:
(1) Se adauga 50 pl solutie de XTT/PMS in toate cavitétile tuturor placilor.
(2) Se acopera placile si se incubeazi 4 h la 37°C in 5% CO.,.
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(3) Se indeparteaza placile din incubator si se inlocuiesc capacele cu inchideri
etanse din plastic.
765 (4) Se amesteca continuturile placilor
(5) Se citesc placile la lungimea de unda a testului, 450 mM si la lungimea de unda
de referinta, 650 mM.
Ill. Testul de fluorescenta al inhibitorului proteazei HIV-1 pentru a analiza inhibarea
proteazei HIV (Rezultatele inregistrate in Tabelul 1 sunt denumite “Pandex (ng/mi)’)
770 Asa cum s-au utilizat aici, abrevierile sunt definite dupa cum urmeaza:
BSA - albumina serica de bovina
BOC - t-butoxicarbonil;
BrZ - 2-brombenziloxicarbonil;
2-ClZ- 2-clorbenziloxicarbonil;
775 DCC - diciclohexilcarbodiimida;
DIEA - diizopropiletilamina;
DTT - ditiotreitol;
EDTA - acid etilen-diamintetraacetic;
FITC - fluorescein izotiocarbamil;
780 HEPES - acid 4-(2-hidroxietil)-1-piperazin-etansulfonic;
MES - acid 4-morfolinetansulfonic;
PAM - fenilacetimidometil;
TAPS - acid 3-[tri(hidroximetil)metilJamino-1-sulfonic;
TRIS-tri(hidroximetillaminometan;
785 TOS-p-toluensulfonil (tosil).
A. Prepararea proteazei gi a fractiilor Gag
1. Cultura de E.coli K12 L507/pH P10D
Liofilizatele de E.coli K12 L 507/pH P10 D se obtin la Northern Regional Research
Laboratory, Peoria, lllinois 61604, sub numarul de acces NRRL B-18560 (depus la 14 noiem-
790 brie 1989). Liofilizatele se decanteaza in tuburi care contin 10 ml mediu LB (10 g Bacto-trip-
tona, 5 g extract Bacto drojdie si 10 g solutie apoasa de clorura de sodiu pe litru; pH-ul se
aduce la 7,5 si se incubeaza peste noapte la 32°C).
O portiune mica din cultura de peste noapte se introduce pe placi cu LB-agar (mediu
LB cu 15 g/L Bacto-agar) care contin 12,5 pg/ml tetraciclind de aga maniera, incat sa se
795 obtina un singur izolat a coloniei de E.coli K12 L 507/pHP10D. Colonia unica obtinuta se ino-
culeaza in 10 ml mediu LB continand 12,5 pg /ml tetraciclina si se incubeaza peste noapte
ia 32°C cu agitare puternica. Cei 10 ml de cultura de peste noapte se inoculeaza intr-un me-
diu LB continand 12,5 ug/ mi tetraciclina si se incubeaza la 32°C cu agitare puternica pana
cand cultura ajunge in faza semilogaritmica.
800 2. Cultura de E.coli K 12 L507 /pH GAG
Liofilizatele de E.coli K 12 L 507/pH GAG se obtin la NBRL sub numarul de acces
NRRL B-18561 (depus la 14 noiembrie 1989). O colonie purificatd de E.coli K 12 L 507/pH
GAG se izoleaza si se foloseste ca un inocul pentru o cultura care a crescut pana la faza
semilogaritmica in conformitate cu teoria Etapei A, de mai sus, pentru E.coliK 12 L 507/pH
805 P 10D.
3. Prepararea fractiei de proteaza
O cultura de E.coli K12 L 507 /pH P10 D este crescuta pana la faza semilogaritmica
la 32°C in mediu LB continand 12,5 pg/ ml tetraciclind. Temperatura de cultivare se ridica
rapid la 40°C, pentru a indica expresia genei si celulele se lasa sa creasca timpde 2,5 h la
810 aceasta temperatura inainte ca cultura sa se raceasca rapid cu gheata. Celulele se centrifu-
gheaza si peletul de celule se resuspenda in 20 ml solutie tampon de 50 mmoli MBS
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(pH = 6) continand 1 mmol EDTA, 1 mmol DTT, 1 mmol PMSF si 10% glicerina. (Solutie
tampon A). Celulele se lizeaz4 prin sonicare folosind un Dismembrator Fischer Model 300
$i 0 proba de tip micro. Urmare a centrifugdrii la 27.000 xg, supernatantul se dilueazs pana
la un volum total de 60 ml cu solutie tampon A §i se incarca intr-o coloand cu QAE-Sefaroz3
cu 2 x 19 cm (1 mi/min, 4°C), care a fost echilibrats cu solutia tampon A. Coloana se spali
In mod izocratic, timp de 180 min si apoi se elueazi cu un gradient de eluent de solutie
apoasa 0-1 M clorura de sodiu in solutie tampon A timp de 120 min. Activitatea enzimatica
s-a masurat prin HPLC folosind peptida sintetica Ser-GlIn-Asn-Tyr-Pro-lle-Val, dupa cum se
descrie de Margolin et al, in Biochem. Biophys. Res. Commun. 167, 554-560 (1990); este
masurata productia peptidei p1 (Ser-Gin-Asn-Tyr).

Fractiile active se combina, se ajusteazi la pH = 1,2 M in sulfat de amoniu si se
aplicé pe o coloana cu hexil agarozi de 2 x 18 cm, care este adusa la echilibru cu solutia
tampon A continand sulfat de amoniu 1;2 M. Proba se incarc3 Ia o vitez4 de curgere de
1 mUmin, la 4°C, se spald cu solutie tampon pentru a echilibra compozitia timp de 240 min
(1 ml/min) si apoi se elueazi folosind un gradient liniar reversibil de sulfat de amoniu 1,2-OM
in solutie tampon A, timp de 120 min la aceeasi viteza de curgere. Coloana se spal apoi
In mod izocratic cu solutie tampon A timp de 120 min. '

Fractiile active se combin3, se concentreaza pana la 10 ml, folosind o celul3 agitata
Amicon, cu o membrand YM-10 si apoi se trece intr-o coloana schimbitoare de cationi
MonoS (1 x 10 cm) care este adusi la echilibru in solutie tampon A. Proba se incarci cu o
vitez& de curgere de 1 ml/min, la 25°C. Dupa spalarea izocratica, timp de 30 min, proteaza
se elueaza, folosind un gradient liniar de solutie apoasa 0-0,45 M clorura de sodiu in solutie
tampon A, timp de 40 min. Coloana se spald izocratic cu solutie tampon A, continand solutie
apoasa 0,45 M de clorura de sodiu, timp de 30 min.

Fractiile active se combina i se concentreazi la 200 pl, folosind o celula agitati Ami-
con si o membrana YM-10 si apoi proteaza se trece intr-o coloans - Superose 6 de exclu-
ziune, adusa la echilibru, cu solutie tampon continand solutia apoas& 0,1 M clorur3 de sodiu.
Coloana se spali izocratic in aceasti solutie tampon la o vitez de curgere de 0,5 mi/min,
in care proteaza HIV se elueazi ca un singur maxim.

QAE - Sefaroza si hexil agaroza se achizitioneaza de la Sigma Chemical Company.
Superose 6 $i MonoS se achizitioneaz de la pHarmacia. Solutiile tampon si reactivii se obtin
de la Sigma. 4.

4. Prepararea fractiei gag

intr-o maniera analoaga, o cultura de E.coli K 12507 /pH GAG creste pana la faza
semilogaritmica la 32°C, apoi se ridica temperatura la 40°C pentru circa 4...5 h. Cultura se
raceste cu gheatd si se centrifugheazi, apoi peletul se resuspeada in 8 mi solutie tampon
de lizare continand 5 mg/ml lizozima. Solutia tampon de lizare cuprinde 50 mM Tri-HC|
(PH=7,8), 5 mM EDTA, 1 mM DTT, 100 mM NaCl, 1 yg/ml E 64 si 2 ug/ ml Aprotinina. Cul-
tura se incubeaza circa 30... 60 min, la 4°C, apoi se supune sonicizarii, in timp scurt, intr-un
Branson Cell Disrupter la putere 60% pentru trei explozii a cate 20 s, cu ricire intre fiecare
explozie. Cultura se centrifugheaza apoi la 15000 Xg. Supernatantul care contine proteina
gag neprelucrata se purifica partial prin cromatografie de excluziune pe o coloani Sefadex
G-50 si se pastreazi la - 20°C in 50% glicerina si solutie tampon de lizare.

B. prepararea substratului: n’-biotin-gly-ser-gin-asn-tyr-pro- ile-val-gly-lys (n°-fitc)-oh
(a=alfa, e= epsilon).

Prepararea peptidei biotinilate la capatul amino

Peptida-rasind protejata N"-Boc-Gly-Ser—GIn—Asn-TyT_(‘BrZFPro-IIe—Val-GIy—Lys
(2-CIZ)-OCH,-PAM se sintetizeazs pe un aparat de sintezd a peptidei de tip Advanced
Chemitech Model 200 la scala de 1,5 mmoli, folosind protocolul standard al cuplului dublu.

815

820

825

830

835

840

845

850

855

860



865

870

875

880

885

890

895

900

905

RO 119363 B1

Gruparea t-Boc cu capatul amino se indeparteaza cu 50% acid trifluoracetic in clorura de
metilen si ragina rezultata se neutralizeaza cu 5% diizopropiletilamina (DIEA) in clorura de
metilen. Apoi se adauga 1,1 g (4,5 mmoli) biotina in 20 mi dimetilsulfoxid la rasina peptidei,
urmaté de 4,5 mmoli de diciclohexilcarbodiimida (DCC) in 9 ml clorura de metilen. Amestecul
de reactie care rezulta se dilueaza pana la un volum total de 40 mi folosind 11 ml clorura de
metilen si apoi se lasa sa reactioneze timp de aproximativ 5 h. Solutia de reactie se concen-
treaza, rasina se spala succesiv cu dimetilsulfoxid, dimetilformamida si clorura de metilen
si apoi se neutralizeaza cu 5% DIEA in clorurd de metilen. Aceasta reactie se repeta de
doua ori, cu precizarea ca, timpul de reactie sa fie de maxim pana la 12 h per reactie. Ana-
liza cu ninhidrind a raginei indica reactia completa a biotinei cu gruparea aminica de la gli-
cind. Rasina peptidei finale se spala intens cu dimetilformamida si clorurd de metilen si se
usuca pentru a obtine 4,3 g cu randament 98%.

2. Deprotejarea '

Peptida se deprotejeaza si se indeparteaza din ragina, folosind 50 ml solutie de acid
fluorhidric /m-crezol, la 0°C, timp de o ora. Dupa indepartarea acidului fluorhidric prin disti-
lare in vid, m-crezolul se extrage din amestecul de reactie folosind 100 ml dietileter. Peptida
se solubilizeaza apoi in 50% acid acetic apos, se ingheata si se liofilizeaza pentru a obtine
2,14 g. :

3. Purificarea :

Peptida brut, biotinilat la gruparea aminica terminala, se dizolva-in 200 ml solutie
de acetonitril 5% in apa continand 0,1% acid trifluoracetic si apoi se filtreaza printr-un filtru
cu 0,22 p. Solutia care rezultd se trece intr-o coloana cu fazé reversibild, de 2,2 x 25 cm cu
octadecil-silice (Vydac C-18) care a fost adusa la echilibru cu aceeasi solutie tampon. Pep-
tida se elueaza folosind un gradient liniar de 855 min, cu 7,5-25% acetonitril, la 2 ml/min, cu
colectarea fractiilor. Aceste fractii se izoleaza folosind HPLC analitica care se realizeaza pe
o coloand Vydac C-18 de 4,6 x 250 mm, utilizand aceleasi conditii tampon. Fractiile con-
tindnd materialul dorit se combina, se congeleaza si se liofilizeazé pentru a obtine 1,206 g
cu randament 62%.

Analiza aminoacidului peptidei biotinilate izolate conduce la urmatoarele rapoarte in
concordanta cu teoria: Asn 1,1; Ser 0,96; Gin 1,1; Pro 1,1; Gly 2,1; Val 0,8; lle 0,78; Tyr 1,1;
Lys 1,1, spectrometria de masa cu bombardament rapid de atom conduce la un maximum
al masei moleculare a ionului, de 1288, conform cu teoria.

4. Marcarea

Peptida biotinilata purificatd se marcheaza apoi cu un marker fluorescent la capatul
C-terminal pentru utilizare in testul Pandex. Mai intdi, peptida biotinilatd (1,206 g,
0,936 mmoli) se dizolva in 100 ml borat de sodiu 0,1 M, pH = 9,5. Apoi, o solutie de 3 g
(7,7 mmoli) izotiocianat de fluoresceina in 15 ml dimetilsulfoxid se adauga la amestecul de
reactie in 10 portii egale, timp de 2 h. Amestecul care rezulta se lasa sa reactioneze timp
de o ora dupa aditia finald. Solutia se ajusteaza la pH=3 folosind acid clorhidric 5N, rezultand
formarea unui precipitat care se indeparteaza prin centrifugare.

Solutia peptidica se ajusteaza apoi la pH = 7,8 folosind hidrura de sodiu 5N si apoi
se dilueaza pana la 200 ml prin adaugare de acetat de amoniu 0,1 M, pH=7,5. Solutia care
rezulta se filtreaza apoi printr-un filtru de 0,22 p si se incarca intr-o coloana Vydac C-18 de
2,2 x 25 cm, care a fost adusa la echilibru cu acetonitril 5% in acetat de amoniu 0,1 M
(pH = 7,5). Peptida se elueaza din coloana folosind un gradient liniar de 855 min cu 5 - 25%
acetonitril, la 2 ml/min, cu colectarea fractiilor. Se folosegte HPLC analitica, pentru analiza
fractiilor. Fractiile continand produsul dorit se combina apoi, se congeleaza si se liofilizeaza
pentru a obtine 190,2 mg (randament 12%).

i
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Analiza aminoacidului peptidei purificate conduce la obtinerea urmétoarelor rapoarte,
in concordants cu teoria: Asn 1,1; Ser 1; Gln 1,1, Pro 1,1; Gly 2,1; Val 0,8; lle 0,8: Tyr1,1;
Lys 1. Spectrometria de masa cu bombardament rapid de atomi conduce la un maxim al ma-
sei moleculare a ionului de 1678, conform cu teoria.

5. Analiza fluorescentei inhibitorului proteazei hiv-1

Urmatoarele solutii tampon si solutii sunt folosite in analiza fluorescentei inhibitorului
proteazei HTV-1.

Solutie tampon MES-ALB: etan-4-morfolin, acid sulfonic pH 5,5

NaCi 0,02 M
EDTA 0,002 M
DTT 0,001 M
1,0 mg/ml BSA
Solutie tampon TBSA: TRIS 0,02 M
NaCi 0,15 M
1 mg/ml BSA
Solutie de perle acope-
rite cu avidina Solutie 0,1% de particule de fluoricon acoperite cu avidina
pentru testare (avidina conjugat cu perle solide de polistiren,
0,6-0,8 microni in diametru in solutie tampon TBSA
- solutie de enzima:
27 1U/ml de proteaza HIV-1 purificata in solutie tam-
pon MES-ALB (1 IU egal cu cantitatea de enzims
necesara pentru a hidroliza 1 micromol de substrat
per minut la 37°C.

In fiecare cavitate a unei placii cu 96 cavitati cu fund rotund se adauga 20 pl de solu-
tie de enzima urmata de 10 pl de compus care urmeaza si fie evaluat intr-o solutie apoasa
20% de dimetilsulfoxid. Proteaza HIV-1 purificaté se obtine dupa cum s-a descris mai sus.
Solutia rezultata se incubeazs timp de o or4, la temperatura camerei si apoi se adauga in
fiecare cavitate 20 pl dintr-o solutie continand substratul preparat mai sus, in solutie tampon
MBS-ALB (1,5 pl/ml). Solutiile se incubeaza apoi timp de 16 h, la temperatura camerei si
apoi fiecare cavitate se dilueazi cu 150 ul solutie tampon MBS-ALB.

in fiecare cavitate a unei a doua placi Pandex cu 96 cavitati cu fund rotund se
adaugé 25 pl de solutie de perle acoperite cu avidina.

Apoi, in fiecare cavitate se adauga 25 pl solutii incubate diluate, preparate mai sus.
Solutiile se amesteca energic si placile se incarci pe o0 masina Pandex, se spali, se eva-
cueaza si se citesc. Detectia probei se realizeazs prin excitatie la 485 mm, citind epifluores-
centa rezultata la 535 nm.

Rezultatele IC;, obtinute in analiza fluorescentei pentru compusii prezentei inventii
sunt prezentate mai jos, in Tabelele 1 si 2. Toate valorile au fost raportate la un control po-
zitiv care este [1S-(1 R*,4R*,SS*)]-N—(1-(2-amino-2-oxoetil)-2-oxo—3- aza-4-fenilmetil-5-hidro-
xi-6—(2-(1—t—butilamino-1—oxometil)fenil)hexi|)-2-chino|inil carboxamida.

Rezultatele activitatii pentru compusii reprezentativi continuti in prezenta inventie sunt
prezentate in Tabelele 1 si 2, mai jos si in Exemplele precedente. Rezultatele in paranteze
sunt pentru Exemplul 1 al Publicatiei Cererii de Brevet European 052600911 = 35 B in ace-
lasi test.
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Tabelul 1

Rezultatele in paranteze sunt pentru Exemplul 1 al Publicatiei Cererii de Brevet European
052600911=358B

Exemplul | Celuld integrala | Celuldintegralda | SRI CEM SRIMT2 Pandex
IC;,nM ICgNM ng/ml ng/mi ng/ml
1 2,39 19,0 8,62 6,27 0,2°
(9,93) (53,5) 0,16¢
¢) 35B 9,3 ng/mi; d) 35B 0,63 ng/ml
Exemplul | Celula integrald | Celuld integrald | SRI CEM SRIMT2 Pandex
ICsonM ICgonM ng/m! ng/mi ng/ml
1 2,39 19,0 8,62 6,27 0,2¢
(9,93) (53,5) 0,16°
b) 35B 2,7 ng/ml; d) 35B 0,63 ng/ml
Exemplul | Celulad integralda | Celula integralda | SRI CEM SRIMT2 | Pandex
ICgnM ICqnM ng/ml ng/mi ng/m|
Referinta 1000 1310 462¢
Exemplu 1380 1500
d) 35B 0,48 ng/ml
Tabelul 2
Exemplul 2

ICs, = 14,5 nM (Celula integrald)
ICq, = 56,1 nM (Celula integrala)

Activitatea de inhibare

Exemplu nr. Analiza fluorescentei
Control 1,0
1 0,25

Referinta 962

Se dau, in continuare, preparari gi exemple de realizare a inventiei.

Abrevierile pentru termenii: punct de topire, spectru de rezonantad magnetica nu-
cleara, spectru de masa cu impact de electroni, spectru de masa cu desorbtie in camp,
spectru de masa cu bombardament rapid de atomi, spectru infrarosu, spectru ultraviolet,
analiza elementara, cromatografia lichida de inalta performanta si croma-tografie in strat
subtire sunt dupa cum urmeaza: p.t., RMN, MSIE, MS (FD), MS (FAB), IR, UV, Analiza,
HPLC si TLC. Suplimentar, maximele de absorbtie listate pentru spectrul IR sunt acelea de
interes, nu toate maximele observate.

in legatura cu spectrul RMN se folosesc urmétoarele abrevieri: singlet (s), dublet (d),
dublet de dubleti (dd), triplet (t), cuartet (q), muitiplet (m) dublet de multipleti (dm), singlet
larg (br.s), dublet larg (br.s), triplet larg (br.t), si multiplet larg (br.m). J indica constanta de
cuplare in Hertz (Hz). in cazul in care nu sunt altfel notate, datele RMN se refera la baza
libera a compusului in cauza.
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Spectrele RMN sunt obtinute pe un instrument Bruker Corp. 270 MHz sau pe un
instrument General Electric QE-300 300 MHz. Deplasarile chimice sunt exprimate in valori
delta (ppm fata de tetrametilsilan). Spectrul MS(FD) a fost realizat un spectrometru de tip
Varin-MAT 731 utilizand emitiitori dendritici de carbon. Spectrul MSIE a fost obtinut pe un
instrument CEC-21-110 de la Consolidated Electrodinamics Corporation. Spectrul MS (FAB)
a fost obtinut pe un Spectrometru de tip VG ZAB-3. Spectrul UV a fost obtinut cu un instru-
ment Perkib-Elmer 281. Spectrul UV a fost obtinut pe un instrument de tip Cary 118. TLC-ul
s-a desfagurat pe placi de silicagel de tip E. Merck. Punctele de topire sunt fara corectie

Preparatia de referinté

A. Acid 2R-N(Benziloxicarbonil)amino-3-naft-2-iltio-propanoic

La o solutie de 1,28 g (8,00 mmoli) de naftalen-2-tiol in 30 ml de tetrahidrofuran se
aditioneaza incet 1,77 (8,16 g) de 60% hidrura de sodiu, sub hidrogen. Dup3 agitare timp
de aproximativ 15 min, se aditioneaz lent o solutie de N(benziloxicarbonil)serind-B-lactons
in 20 ml tetrahidrofuran. Amestecul de reactie este lasat s4 reactioneze la temperatura ca-
merei, timp de aproximativ o ord dup3 care se concentreaz sub presiune scazuta pentru
a se obtine un reziduu. Acest reziduu este dizolvat in acetat de etil §i spalat secvential cu
0,5 N bisulfat de sodiu si a solutie saturati de saramura. Straturile rezultante sunt separate,
iar stratul organic este uscat pe sulfat de sodiu, filtrat si apoi concentrat sub presiune redusa
pentru a se obtine un reziduu. Acest reziduu este purificat utilizand cromatografie rapida
pentru a se obtine 2,08 g de solid galben pal. ‘

Randament: 68% o

RMN H' (CDCL,): & 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], -55,72° (c 1,0, MeOH).

IR (KBr): 3348, 3048, 1746, 1715, 1674, 1560, 1550, 12089, 1200, 1060 cm™.

MS(FD): m/e 381 (M*), 381 (100).

Analiza pentru C,,H,,NO,S:

Calculat: C, 66,12; H, 5,02; N, 5,67;

Gasit: C, 66,22; H, 5,04: N 3,86.

B. 3R- 1-Diazo-2—oxo-3-N-(benziloxicarbonil)amino-4—(naft—2-i/tio) butan

La o solutie rece (-30°C) de 15,38 g (40,3 mmoli) din compusul din Preparatia 2A in
230 ml de acetat de etil, se aditioneaza lent 5,62 ml (40,3 mmolii) de trietilamina, sub azot
cu seringa. La solutia rezultants se aditioneaza cu o seringa 7,84 ml (60,5 mmoli) de cloro-
formiat de izobutil. Intr-un balon separat se aditioneaza atent 10 g de N-(metil)-N(nitro)-N-
(nitrozo)-guanidina la un amestec dublu stratificat de 170 ml de dietileter si 170 ml dintr-o
solutie de 5N hidroxid de sodiu rezultand o degajare intensé de gaz. in momentul in care
aceasta reactie este completa, stratul organic este decantat de stratul apos pe hidroxid de
potasiu si uscat. Aceasta formare de diazometan si aditionare de diazometan este repetat3
utilizand cantitati identice de dietileter si hidroxid de sodiu si 30 g de N(metil)-N(nitro)-N(ni-
trozo)-guanidina.

Diazometanul reactant rezultant este apoi aditionat la solutia de anhidrida mixta pre-
parata ca mai inainte, iar amestecul este lasat s3 reactioneze la rece (- 30°C), timp de apro-
ximativ 20 min. Dupé ce reactia este in mod substantial completa, conform indicatiilor TLC,
se barboteaza azot in solutie utilizand o pipeta tip Pasteur finisata la foc pentru a elimina
orice exces de diazometan, dupa care solutia este concentrata sub presiune scazuta pentru
a rezulta un reziduu. Reziduul este purificat utilizand cromatografie rapida (eluent de 10%
acetat de etil in clorura de metilen). Randament: 83 %.

RMN H' (CDCl,): & 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, 12 H).
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C. 3R-1-Clor-2-oxo-3N-(benziloxicarbonil)amino-4-(naft-2-iltio)butan

O scurtd admisie (aproape 2 s) de acid clorhidric anhidru este trecuta printr-o solutie
rece (-20°C) de 13,62 g (33,59 mmoli) de compus din Preparatia 2B in 230 ml de dietileter,
rezultand intr-o degajare de gaz. Aceasta procedura este repetata, avand grija s3 nu se adi-
tioneze acidul clorhidric in exces. Atunci cand reactia este completa in mod substantial, con-
form indicatiilor TLC, solutia este concentraté sub presiune redusé pentru a se obtine un
reziduu. Acest reziduu este purificat utilizand cromatografie rapida (eluent de 10% acetat de
etil in clorura de metilen) pentru a se obtine 12,05 g de solid de culoare cafeniu-rogicat pal.
Randament: 87 %.
RMN H' (CDCl,): & 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, 12 H).
[a], - 80,00° (c 1,0, MeOH).
IR (CHCI;): 3426, 3031, 3012, 1717, 1502, 1340, 1230, 1228, 1045 cm™.
MS (FD): m/e 413 (M*), 413 (100).
Analiza pentru C,,H,,NO,SCI:
Calculat: C, 63,84; H, 4,87; N, 3,38;
Gasit: C, 64,12; H, 4,95; N, 3,54.

D. [BR-(3R* 4S*)]-1-Clor-2-hidroxi-3-N-(benziloxicarbonil)amino-4-(naft-2-iltio)-butan

La o solutie rece (0°C) de 530 mg (1,28 mmoli) de compus din Preparatia 2C, in
10 ml de tetrahidrofuran si 1 ml de apa se aditioneaza 73 mg (1,92 mmoli) de borohidrura
de sodiu. Cand reactia este in mod substantial completa, dupa cum indica TLC-ul, solutia
este corectata la pH 3 utilizand 10 ml de solutie apoasa saturata de clorurd de amoniu si
500 pl dintr-o solutie de acid clorhidric 5N. Solutia rezultanta este extrasa de doua ori cu clo-
rura de metilen, iar straturile organice reunite sunt spalate cu ap3, uscate pe sulfat de sodiu,
filtrate si apoi concentrate sub presiune redusa pentru a se obtine un reziduu. Reziduul este
purificat’ utilizand cromatografie radiala (eluent de clorurd de metilen) pentru a se obtine
212 mg dintr-un solid cafeniu-roscat. Randament: 40 %.
RMN H' (CDCI,): d 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 (complex, 12H).
MS (FD): m/e 415 (M%), 415 (100).
[a], -47,67° (c 0,86, MeOH).
IR (CHCI,): 3630, 3412, 3011, 1720, 1502, 1236, 1044 cm™.
Analiza pentru C,,H,,NO,CLS:
Calculat: C, 63,53; H, 5,33; N, 3,37,
Gasit: C, 63,72; H, 5,60; N, 3,64.

E. [T'R-(1'R* 1S8*)]-1-[(1-N-(Benziloxicarbonil)amino-2*-(naft-2-iltio)etilloxiran

O solutie de 31 mg (0,55 mmoli) de hidroxid de potasiu in 1 ml de etanol se aditio-
neaza la o solutie de 190 mg (0,46 mmoli) de compus din Preparatia 2D, in 6 ml dintr-o solu-
tie 1:2 etanol/ acetat de etil. Cand reactia este in mod substantial completa, conform indica-
tiilor TLC, amestecul de reactie este turnat intr-un amestec de apa/clorurd de metilen. Stra-
turile rezultante sunt separate, iar stratul organic este spalat cu apa, uscat pe suifat de so-
diu, filtrat $i apoi concentrat sub presiune redusa pentru a se obtine un reziduu. Reziduul
este purificat utilizadnd cromatografie radiala (eluent de 10% acetat de etil in clorura de meti-
len) pentru a se obtine 172 mg dintr-un solid cafeniu-roscat deschis.
Randament: 99%.

——RMN-H (CDCl,): 6 2,76 (br.s, 2H), 3,01 (br.s, 1H), 3,31 (d, J=5 Hz, 2H), 3,77 (br, s, 1H),
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5,05 (s, 2H), 5,22 (d, J=6 Hz, 1H), 7,25-7,85 (complex, 12H).
[, - 125,42° (¢ 0,59, MeOH).




RO 119363 B1

MS (ED): m/e 379 (M*), 379 (100).
IR (CHCI,): 3640, 3022, 2976, 1720, 1502, 1235, 1045 cm™.
Analiza pentru C,,H,,NO,S:
Calculat: C, 69,63; H, 5,58; N, 3,69;
Gasit: C, 69,41; H, 5,53; N, 3,64.

F. [25-(2R* 2'R*, 3'S*)]-1-[2'-Hidroxi-3’-(N-benziloxicarbonil)amino-4'—(naft—2—iltio)butil]
piperidin-2-N-(t-butil)carboxamidé

O solutie de 0,51 g (1,34 mmoli) de compus din Preparatia 2E i 0,26 g (1,41 mmoli)
de compus din Preparatia 4C in 25 ml de izopropanol se incilzeste la 55°C timp de aproxi-
mativ 48 h. Amestecul de reactie rezultant este ricit si apoi concentrat sub presiune redus3
pentru a se obtine un material brut. Acest material este purificat utilizand cromatografie ra-
diali (piaca de 4 mm; eluent 10% aceton in cloruri de metilen) pentru a se obtine 104 mg
dintr-o spuma alba. :
Randament: 14%.
RMN H' (CDCl,): & 1,29 (s, 9H), 1,44 - 1,82 (m, 6 H), 2,19 (m, 1H), 2,40 (m, 1H), 2,68 (m,
2H), 3,09 (m, 1H), 3,46 (m, 2H), 4,00 (m, 2 H), 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.[2S-(2R* 2'S* 3'S*)]-1-[2"-Hidroxi-3-amino-4 ~(naft-2-ittio)butillpiperidin-2-N-(t-butil)
carboxamida C

O solutie continand 1,05 g (0,18 mmoli) de compus din Preparatia 2F in 20 ml de
acid bromhidric 30%in acid acetic reactionat timp de aproximativ o or3. Amestecul de reactie
rezultant este concentrat, extras azeotropic de trei ori cu toluen, redizolvat in metanol conti-
nand 4,5 mi de dietilamina si hidroxid de amoniu si apoi concentrat sub presiune redus3 pen-
tru a se obtine reziduu. Reziduul este purificat utilizand cromatografie radial (placa de 1
mm) eluent de 3% metamol in clorurd de metilen contindnd 1% acid acetic) pentru a se
obtine o spuma alba.
Randament: 80 %.
RMN H' (CDCl,): 5 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, 5 H), 3,17 (m, 1H), 3,4-1 (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).

Preparatia 1

Acid 2R-2-N(Benziloxicarbonil)amino-3-feniltio propanoic

Intermediarul dorit, din subtitlu, este preparat in mod substantial in conformitate cu
procedurile detaliate in Procedura de referinta A utilizand 13,1 ml (127 mmoli) de tiofenol,
4,6 g (117 mmoli) dintr-o solutie de 60% hidrura de sodiu si 25,6 g (116 mmoli) de L-N (ben-
ziloxicarbonil)-serina-B-lactona in 450 ml tetrahidrofuran pentru a se obtine un reziduu. Acest
reziduu este purificat utilizand cromatografie rapida (gradient de eluent de 0-2% acid acetic
intr-un amestec 4:1 clorura de metilen/acetat de etil) pentru a se obtine 27,9 g de solid alb.
Randament: 72%.
RMN H' (CDCl,): & 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.
Analiza pentru C,,H,,NO,S:
Calculat: C, 61,61; H, 5,17; N, 4,23;
Gasit: C, 61,69; H, 5,22; N, 4,47.
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B. 3S-1-Diazo-2-oxo-3-N-(benziloxicarbonil)amino-4-feniltio butan

Compusul dorit din subtitlu este preparat in conformitate cu procedurile detaliate in
Procedura de referinté B, utilizand 12,1 g (37 mmoli) de compus din Preparatia 1A, 5,09 ml
(37 mmoli) de trietilamina, 7,13 ml (55 mmoli) clorformiat de izobutil, 146 mmoli de diazome-
tan solutie pentru a se obtine un reziduu. Solutia de diazometan este preparat utilizand
100 ml de dietileter, 150 mi de solutie de hidroxid de sodiu 5N si 21 g (146 mmoli) de N(me-
til)-N(nitro)-N(nitrozo)-guanidind conform, celor in Prepararea 2B. Acest reziduu este puri-
ficat utilizadnd crométografie rapida (gradient eluent de 0-5 % acetat de etil in clorurd de me-
tilen) pentru a se obtine un ulei galben.
Randament: 73 %
RMN H' (CDCly): 6 7,50 - 7,19 (m, 10 H), 5,62 (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™. C
MS (FD): m/e 356, 328, 242.

C. 3R-1-clor-2-oxo-3-N-(benziloxicarbonil)amino-4-feniltio butan

Compusul dorit din subtitlul este preparat in conformitate cu procedura detaliata din
Procedura de Referintd C, utilizand 22,3 S (63 mmoli) de compus din substitlul Preparatiei
1B si mici cantitéti de acid clorhidric gazos in 400 ml de dietileter pentru a se obtine 21 g
dintr-un solid alb. Acest solid este utilizat fara alta purificare. _
'H RMN (CDCl,): & 7,50-7,15 (m, 10 H), 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*).
Analiza pentru C,;H,;NO,SCI:
Calculat: C, 59,42; H, 4,99; N, 3,85;
Gasit: C, 59,57; H, 5,09; N, 4,13.

D. [2S-(2R* 35*)]-1-Clor-2-hidroxi-3-N-(benziloxicarbonil)amino-4-feniltio butan

Compusul dorit din subtitlu este preparat in conformitate cu procedura detaliata din
Procedura de Referinta D, utilizand 21 g (58 mmoli) de compus din Preparatia 1C si 2,4 g
(63 mmoli) de borohidruré de sodiu in 300 ml de tetrahidrofuran pentru a se obtine un rezi-
duu. Reziduu este purificat utilizand cromatografie rapida (gradient eluent de 0-2 % metanol
in clorura de metilen) urmata de cromatografie rapida (gradient eluent de 0-2% acetat de
etil in cloroform) si apoi recristalizat din clorurd de metilen la -78°C pentru a se obtine 8,3 g
din compusul din subtitlu.
Randament: 39%.
RMN H' (CDCl,): 6 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.
Analiza pentru C,4H,,NO,SCI:
Calculat: C, 59,09; H, 5,51; N, 3,83;
Gasit: C, 59,03; H, 5,50; N, 3,96.

E. [T'R-(1'R* 18*)]-1-[(1-N-(benziloxicarbonil)amino-2"-feniltio)etilJoxiran

Compusul dorit din subtitiu este preparat in conformitate cu procedura detaliata din
Procedura de Referinta E, utilizand 8,3 g (23 mmoli) de compus din subtitiul Preparatiei 1D,
1,4 g (25 mmoli) de hidroxid de potasiu in 400 ml de etanol pentru a se obtine un reziduu.
Reziduul este purificat utilizand cromatografie-rapida(gradient eluent de 0-2% acetat de etil
in clorura de metilen) pentru a se obtine 6,4 g de solid alb.
Randament: 85%.
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RMN H' (CDCl,): & 7,45-7,15 (m, 10 H), 6,12 (s, 1H), 5,08 (s, 2H), 3,77-3,62 (m, 1H), 3,21
(d, J=6 Hz, 2 H), 2,99 (m, 1H), 2,77 (m, 2 H).
IR (KBr): 3303, 3067, 1694, 1538, 1257, 741 cm"™.
MS (FD) m/e 329.
Analiza pentru C,,H,;sN,0,S:
Calculat: C, 65,63; H, 5,81; N, 4,25;
Gasit: C, 65,48, H, 5,82; N, 4,29.

F.[3S-(3R*4aR*8aR* 2'S* 3'S*)]-2-[3 “N-(benziloxicarbonil)amino-2"-hidroxi-4 “(fenil)
tio]butil decahidroizochinolin-3-N-t-butil-carboxamida

Compusul dorit din subtitlu este preparat in concordanta cu procedura detaliati din
Procedura de referinta F utilizand 6,3 g (19 mmoli) de compus din subtitlul Preparatiei 1E,
59, (21 mmoli) de [3S-(3R*,4aR*,SaR*)]-decahidroizochinolin-3-N-t-buti|carboxamida in
300 mli de etanol pentris a se obtine un reziduu. Acest reziduu este purificat utilizand ctéma-
tografia rapida (gradient eluent de 0-20% acetat de etil in clorura de metilen) pentru a se ob-
fine 4,3 g de solid alb.
Randament: 40%.
'H RMN (CDCl,): & 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. .
Analiza pentru C,,H,N,O,S:
Calculat: C, 67,69; H, 7,99; N, 7,40;
Gasit: C, 67,64; H, 8,20; N, 7,45.

G. [3S-(3R* 4aR* 8aR* 2'S* 3'S*)]-2-[3~amino-2"-hidroxi-4 “(fenil)tio]butil decahidro-
izochinolin-3-N-t-butil carboxamida

Compusul dorit din subtitlu este preparat in conformitate cu procedura detaliats din
Procedura de Referinta G utilizand 1 g (1,8 mmoli) de compus din subtitiul Preparatiei 1F
$i 40 ml de solutie de acid bromhidric 30% in acid acetic cu exceptia ca materialul brut este
dizolvat in 30 ml de metanol. La solutia rezultant3 se aditioneaza 2 ml de dietilamina si 2 ml
de hidroxid de amoniu concentrat si apoi amestecul este concentrat sub presiune scazuts
pentru a se obtine un reziduu. Acest reziduu este redizolvat in apa si acetat de etil. Straturile
rezultante sunt separate si stratul organic este spalat secvential cu o solutie apoas3 de
bicarbonat de sodiu si saramur3, uscat peste sulfat de sodiu, filtrat si apoi redus Ia sec, sub
presiune redusd, pentru a se obtine un reziduu. Acest reziduu este purificat utilizind croma-
tografie rapida (gradient eluent de 0-10% metanol in cloroform (continand 3 picaturi de
hidroxid de amoniu per 1000 ml de cloroform) pentru a se obtine 0,54 g de spuma alb3.
Randament: 71% separat.
RMN H' (CDCl,): 6 7,41 - 7,16 (m, 5 H), 6,07 (s, 1H), 3,78-3,70 (m, 1H), 3,45 - 3,38 (m, 1 H),
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, 1660, 1517, 1454, 1439, 737, 691 cm™.
MS (FD): m/e 434 (M*), 293.

Preparatia 2.

A. 3-Metoxi-N-fenilbenzamida

O solutie de 13,4 ml (147 mmoli) de anilina in 30,7 mi de trietilamina se aditioneaza
lent 1a o solutie continand 25,1 g (147 mmoli) de clorura de 3-metoxibenzoil in clorura de
metilen. Amestecul de reactie rezultant este reactionat timp de aproximativ treizeci de min
$i apoi este diluat cu bicarbonat de sodiu 1N. Straturile rezultante sunt separate, iar stratul
organic este spalat secvential cu apa, hidroxid de sodiu 1M st apoi cu saramura, apoi este
uscat pe sulfat de sodiu, filtrat si apoi redus la sec sub presiune redusa pentru a se obtine
31,6 g de solid albicios.
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B. 3-Metoxi-2-metil-N-fenilbenzamida

La o solutie rece (-70°C) de 4,54 g (20 mmoli) de compus din subtitlul Preparatiei 2A
si 5,11 g (44 mmoli) de TMSDA in 70 ml de tetrahidrofuran anhidru se aditioneaza 26,9 mi
dintr-o solutie 1,56 M de n-butil litiu in hexan. Amestecul de reactie rezultant este incilzit la
-15°C si agitat timp de aproximativ 45 min pentru a se obtine o dispersie galbena. Dispersia
este reracita la -70°C si se aditioneaza 2,89 g (20 mmoli) de iodura de metil, rezultand la for-
marea unui precipitat alb. Amestecul de reactie este agitat pe timpul noptii la temperatura
camerei, stins brusc cu clorurad de amoniu saturata si diluat cu dietileter. Straturile rezultante
sunt separate, iar stratul organic este spalat secvential cu clorurad de amoniu saturata, apa,
bicarbonat de sodiu saturat i solutii de saramura.

Extractele organice sunt apoi-uscate pe sulfat de sodiu si concentrate pentru a se
obtine un solid alb care este purificat prin cristalizare din 2:1 solutie de acetat de etlllhexan
pentru a se obtine 4, 00 g de produs sub forma acicular. '
Randament: 99%.

RMN H' (CDCL,): 6 2,36 (s, 3H), 3,88 (s, 3H), 3,89 (s, 1H), 6,90-7,70 (m, 8H).

IR (CHCI,): 3424, 3013, 2963, 2943, 2840 1678, 1697, 1585, 1519, 1463 1438, 1383,
1321, 1264, 1240, 1178, 1083, 1069 cm™

MS (FD): m/e 241 (M*, 100).

Analiza pentru C,;H,;NO,:

Calculat: C, 74,67; H, 6,27; N, 5,80;

Gasit: C, 74,65; H, 6,29; N, 5,82.

C. Acid 3-Hidroxi-2-metilbenzoic

Un amestec de 1,21 g (5,00 mmoli) de compus din subtitiul Preparatiei 2B, 35 ml de
acid clorhidric 5N si 20 mi de solutie de acid bromhidric 30% in acid acetic sunt incalziti la
reflux timp de 24 h. Dupa racire, amestecul de reactie este diluat cu 100 ml de acetat de etil
si 100 ml de apa. Straturile rezultante sunt separate si stratul organic este spalat o data cu
apa si apoi bazificat la pH=11 utilizand hidroxid de sodiu 0,5 N. Straturile rezultate sunt
separate gi apoi stratul apos reacidulat la pH 1 utilizand acid clorhidric 5N. Compusul dorit
este apoi extras din acest strat apos utilizand acetat de etil.

Extractele sunt apoi spalate cu saramura, uscate pe sulfat de sodiu, filtrate si apoi
concentrate pentru a se obtine un reziduu din care, dupa doua concentrari din hexan, rezulta
750 mg dintr-un solid alb.

Randament: 98%.

RMN H' (DMSO-d,): & 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 (CHCI,): 3600-2100 (br.), 3602, 2983,1696, 1588, 1462, 1406, 1338, 1279, 1173, 1154,
1075, 1038, 920, 892, 854, 816 cm™.

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

Analizat pentru C;H,O,:

Calculat: C, 63,15; H, 5,30;

Gasit: C, 63,18; H, 5,21.

in mod alternativ, compusul dorit din subtitiu este preparat prin aditionareaa 22,6 g
(0,33 moli) de azotit de sodiu in portii mici la o solutie racita (-10°C) de 45 g (0,30 mol) de
acid 3-amino-2-metilbenzoic si 106 g (58 ml; 1,08 mol) de acid sulfuric concentrat in 400 ml
apa, timp in care se mentine temperatura sub 7°C. Amestecul de reactie rezultat este agitat
timp de aproximativ 30 de min la -10°C, turnat intr-o solutie de 240 ml de acid sulfuric con-
centrat in 124-apé-gt-apei usor incalzit la 80°C (degajare de gaz dens intre temperaturile 40
$i 60°C). Cand inceteaza degajarea gazului, amestecul de reactie este racit la temperatura
camerei, iar compusul din subtitlu este extras de cinci ori cu acetat de etil (60 ml). Fazele
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organice amestecate sunt combinate cu 500 ml dintr-o solutie apoasa de carbonat de sodiu
saturat. Straturile rezultante sunt separate, iar stratul apos este acidulat la pH 2 cu acid clor-
hidric concentrat. Compusul din titlu este apoi extras utilizand acetat de etil (500 ml), iar
fazele organice reunite sunt spalate cu saramura, uscate pe sulfat de sodiu, filtrate si apoi
concentrate sub presiune redusa pentru a se obtine un material brut. Acest material brut
este purificat utilizand doua recristalizari dintr-un amestec de acetat de etil/cloroform pentru
a se obtine 23,2 g de pulbere de culoare portocaliu deschis. Randament: 52%.

Preparatia 3

A. Ester de 2S-N-(Benziloxicarbonil)-2-pirolidincarboxilat pentafiuorofenil

La o solutie rece (0°) de 30 g (0,12 moli) de acid 2S-N (benziloxicarbonil )-2-pirolidin-
carboxilic $i 25,8 g (0,14 mol) de pentafluorfenil in 450 ml de tetrahidrofuran, se aditioneaza
27,7 g (0,14 moli) de 1-(3-dimetilarrjinopropil-3-etiIcarbodiimidé (EDC) intr-o portie, urmati
de aditionarea a 150 ml clorura de metilen. Amestecul de reactie rezultant a fost incilzit la
temperatura camerei i a reactionat timp de aproximativ 4 h. Cand reactia este complets,
in mod substantial, conform indicatiilor TLC, amestecul de reactie este concentrat sub pre-
siune redusa, pentru a se obtine un reziduu. Acest reziduu este dizolvat in 500 ml de acetat
de etil si spalat secvential cu ap3, carbonat de potasiu, acid clorhidric 1N si saramura, uscat
pe sulfat de sodiu, filtrat si adus la sec sub presiune scizuts pentru a se obtine un solid.
Acest solid este redizolvat in hexan si spalat cu carbonat de potasiu, uscat pe sulfat de so-
diu, filtrat si redus la sec sub presiune scizut3 pentru a se obtine 45,95 g de compus dorit
denumit in subtitiu. Randament: 92% '
RMN H' (CDCl,): 5 1,95-2,15 (m, 2H), 2,20-2,35 (m, 1H), 2,35-2,50 (m, 1H), 3,50 - 3,75 (m,
2H), 4,65-4,75 (m, 1H), 5,02-5,30 (m, 2H), 7,20 - 7,45 (m, 5 H).

B. 2S-N-[Benziloxicarbonillpirolidin-2-N(t-butil)carboxamida

La o solutie rece (0°C) de 45,90 g (0,111 mmoli) de compus din subtitlul Preparérii
3A in 100 mi de clorurs de metilen anhidra sunt aditionati lent 100 ml (0,952 mmol) de t-butil-
amina. Amestecul de reactie este inclzit la temperatura camerei si reactionat timp de apro-
ximativ o ora, dup3 care este diluat cu 100 ml de clorura de metilen si apoi spalat secvential
cu carbonat de potasiu 1N, acid clorhidric 1N, carbonat de potasiu 1N si saramurd, uscat pe
sulfat de sodiu si apoi filtrat prin tampon utilizand 50% acetat de etil in hexan pentru a se
obtine 37,74 g de compus dorit care este utilizat fira o purificare ulterioara.
RMN H' (CDCl,): 5 0,95 - 1,50 (m, 9 H), 1,70 - 2,40 (m, 4 H), 3,30-3,60 (m, 2 H), 4,10 - 4,30
(m, 1H), 4,95-5,35 (m, 2H), 5,65 (br,s, 0,5 H), 6,55 (br.s, 1H), 7,20-7,50 (m, 55 H).

C. 2S5-Pirolidin-2N-(t-butil)-carboxamidi

Compusul din subtitiul Prepararii 3B (2,71 g, 8,9 mmol) este deprotejat conform deta-
lilor din Preparatia 1B, utilizand 500 mg de 10% paladiu-pe-carbon si hidrogen gaz (1 at-
mosfera) in 200 ml de etanol.
Randament: 1,53 g (-100%).
RMN H' (CDCl,): 1,35 (s, 9H), 1,60-1,75 (m, 2H), 1,76-1,90 (m, 1H), 2,00-2,15 (m, 1H),
2,58 (br.s, 1H), 2,80-3,05 (m, 2H), (3,55-3,65 (m, 1H), 7,45 (br.s, 1H).

D. [25-(2R*, 2'S*, 3'R*)]-[3*-N(Benziloxicarbonil)-amino-2"-hidroxi-4 “fenilbutil] pirolidin-
2-N-(t-butil)carboxamida

O solutie contindnd 122 mg (0,72 mmoli) de compus din subtitiul Preparatiei 3C si
200 mg (0,68 mmol) de [1S-(1 R*,1‘R*)]-1-[(1-N-(benziloxicarboniI)amino-2'-fenil)etil]oxiran
in 10 ml de metanol este agitata pe timpul noptii. Cand reactia este in mod substantial com-
pleta, conform indicatiilor TLC, amestecul de reactie este concentrat sub presiune scazuta.
Compusul dorit este purificatutitizand cromatografie pe coloana (gradient de eluent de 2-4%
metanol in clorura de metilen) pentru a se obtine 232,2 mg de solid amorf transparent.
Randament: 55 %
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[a], -56,97° (¢=0,27, MeOH).
RMN H' (CDCl,): 6 1,33 (s, 9H), 1,55 - 1,95 (m, 4H), 2,05-2,25(m, 1H), 2,40-2,55 (m, 1H),
2,65-2,75 (m, 2H), 2,80-3,00 (m, 3H), 3,15-3,30 (m, 1H), 3,65 - 3,75 (m, 1H), 3,85 - 3,95 (m,
1H) 4,86 (br.d, J=1,1 Hz, 1H), 5,03 (s, 2H), 6,95 (m, 1H), 7,15-7,40 (m, 10H).
IR (CHCI): 3700-3100 (br.), 3434, 3031, 2976, 1720, 1664, 1604, 1512, 1455, 1394, 1367,
1343, 1233, 1156, 1107, 1063, 1028, 911 cm™.
MS(FD): m/e 468 (M*, 100)

E. [2,5-(2R*,2'S* 3'R*)]-1-[3"-Amino-2"-hidroxi-4-fenilbutil]pirolidin-2N-butilcarboxa-
mida

Compusul din substitlul Preparatiei 3D (222 mg, 0,47 mmoli) este deprotejat in mod
substantial conform detaliilor din Preparatia 1B, utilizand 67 mg de 10% paladiu pe carbon
si hidrogen gaz (1 at) in 15 ml etanol. Compusul dorit este purificat utilizand cromatografie
pe coloana (eluent de 10% izopropanol‘in clorura de metilen continand 0,75 % hidroxid de
amoniu) pentru a se obtine 80 mg de solid albicios.
Randament: 51%
[a], -565,26° (c=0,23, MeOH).
RMN H' (CDCl,): 5 0,80 - 3,70 (m, 25 H), 6,90 - 7,40 (m, 6H). ,
IR(CHCI;): 3692, 3600-3200 (br.), 2975, 1657, 1603, 1522, 1497, 1455, 1393, 1366, 1232,
1198, 1137, 1049, 882 cm™.
MS (FD): m/e 334 (M*, 100).

Exemplul de referinta 1.

[3S-(3R* 4aR* 8aR*,2'S* 3'R*)]-2-[2"-Hidroxi-3“fenilmetil-4'-aza-5"  oX0-5 “(2"-fluor-3"-
hidroxifenil)pentil]Jdecahidroizochinolin-3-N-t-butilcarboxamida

La o solutie rece (-10°C) continand 80 mg (0,20 mmoli) din compusul subtitiului de
la Preparatia 1B, 31 mg (0,20 mmoli) de la Preparatia 11B si 27 mg (0,20 mmoli) hidrat de
1-hidroxibenzotriazol (HOBT.H,0) in 3 ml tetrahidrofuran anhidru, sunt adaugati 41 mg
(0,20 mmoli) 1,3-diciclohexilcarbodiimidi (DCC). Amestecul de reactie este agitat timp de
36 h, la temperatura camerei si apoi este concentrat, in conditii de presiune redus3. Rezi-
duul rezultat este redizolvat in acetat de etil, este filtrat prin celits, este spalat succesiv cu
bicarbonat de sodiu saturat i cu solufie de sare, este uscat pe sulfat de sodiu, filtrat si con-
centrat. Produsul brut este purificat folosind cromatografie radiala (placad 1 mm; gradient
eluent de 2-5% metanol in clorurd de metilen) pentru a obtine 79 mg de spuma alba.
Randament 73%.
[a], - 90,80° (c=0,333, MeOH).
RMN 'H (CDCl,): & 1,24 (s, 9H), 1,16-2,05 (m, 14 H), 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 (CHCI,): 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 pentru C;,H,;N,O,F:
Calculat: 540, 3238; Gasit: 540,3228.

Exmplul de referinta 2.

[3S-(3R* 4aR*,8aR* 2'S* 3'R*)]-2-[2"-Hidroxi-3“fenilmetil-4'-aza-5-oxo-5-(2"-clor-
pirid-3"-il)pentil]Jdecahidroizochinolin-3-N-t-butilcarboxamida

Compusul din titlu este preparat in conformitate cu procedeul prezentat in Exemplul
1, folosind 80 mg (0,20 mmoli) din compusul subtitlului de la Preparatia 1B, 31 mg
(0,20 mmoli) acid 2-clornicotinic, 41 mg (0,20 mmoli) DCC si 27 mg (0,20 mmoli) HOBT.H,0
in 3 ml tetrahidrofuran anhidru. Produsul brut se purifica folosind cromatografie radiala
(placa 1 mm; gradient eluent de 0-5% metanol in clorurd de metilen) pentru a obtine 58 mg
spuma de culoare alba.
Randament 54%.
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Apoi se adauga DCC, si 23 mg (0,167 mmoli) de HOBT.H,O in 4 ml de tetrahidro-
furan. Materialul rezultant brut este purificat utilizand cromatografie radiala (placa de 1 mm:
eluent 3%, metanol in clorura de metilen) pentru a obtine 75 mg de spum3 alba.
Randament 80%.

[a], -43,75 (c=0,160, MeOH).

'H RMN (CDCL,): & 0,87(t, 3H), 1,18(s, 9H), 1,21-2,04(m, 15H), 2,24-2,33(m, 2H), 2,49-
2,58(m, 3H), 2,66(m, 1H), 2,98(m, 2H), 3,37(m, 1H), 3,99(m, 1H), 4,52(m, 1H), 5,07(m, 1H),
5,70(m, 1H), 6,43(d, J=8,32 Hz, 1H), 6,56(d, J=7,32 Hz, 1H), 6,76(d, J=7,12 Hz, 1H), 6,95(d,
J=7,78 Hz, 1H), 7,20-7,33(m, 5H).

IR (KBr): 3287 (br.), 3086, 2932, 2868, 1681, 1558, 1456, 1368, 1334, 1291, 1261, 1218,
1169, 1101, 1042, 776, 734, 552 cm"".

MS (FD): m/e 564 (M*, 100).

Exemplul 1. [3S-(3R* 4aR* 8aR*, 2'S*,3'S*)]-2-[2"-Hidroxi-3-feniltiometil-4'-aza-5"-
0x0-5-(2"-metil-3 “hidroxifenil)pentilldecahidroizochinolin-3-N-t-builcarboxamidi

Compusul din titiu este preparat in conformitate cu procedeul prezentat in Exemplul
de referinta, folosind 70 mg (0,16 mmoli) din com pusul subtitlului de la Preparatia 1G,
24,6 mg (0,16 mmoli) din compusul subtitlului de la Preparatia 2C, 33 mg (0,16 m) DCC si
22 mg (0,16 mmol) HOBT.H,O in 4 ml tetrahidrofuran. Produsul brut rezuitat este purificat
folosind cromatografie radial (placd 1 mm; eluent de 3% metanol in clorura de metilen, pen-
tru a obtine 54 mg spuma alb3.

Randament 60%.

[a]p - 119,23 (c=0,26,Me0H).

RMN'H (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), 5,51 (br.s, 1H), 6,84 (m, 1H), 7,06 (m, 2H), 7,17-7,32 (m, 4H), 7,45
(m, 2H).

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) pentru C,.HN;O,S:

Calculat: 568,3209; Gasit: 568,3182.

Exemplul 2. Sarea acidului metansulfonic de [3S(3R*,4aR*, 8aR* 2'S*, 3'R*)[-2-[2"-
Hidroxi-3’-feniltiometil-4’-aza—5'-oxo-5'-(2"-metil— “hidroxifenil)pentil]-decahidroizochinolin-3-
N-t-butilcarboxamidé

Acest compus se prepara printr-un procedeu analog cu cel din Exemplul de referinta
1, cu exceptia etapelor de Preparatilor 1A si 1D care au fost schimbate ca in etapa 1 de mai
jos si cu addugarea etapei 2 de mai jos.

Intr-un balon de 2 I se introduc (109,6 g) Ph,P in 500 ml CH,CI, si amestecul este
racit la-70°C. Este adaugata la amestec, in picaturi, o solutie de (66 ml) dietilazidodicarboxi-
lat in 60 ml THF, timp de 25 min. Dup3 25 min, este adaugata, in picaturi, o solutie de
(100 g) N-carbobenziloxi-L-serina in 400 ml THF timp de 45 de min si urmeaza s3 se incil-
zeasca la temperatura camerei intr-o baie de apa timp de dou3 ore. La amestec sunt adau-
gati 150 ml THF. intr-un alt balon, o solutie de (46 g) tiofenol intr-un litru de THF , este racita
pe o baie de gheata la 0°C si este tratata prin picurare cu o dispersie de (10 g) NaH pentru
a obtine o solutie densa. Dupa o or, solutia bruti de lactona este adaugata prin picurare
la solutia de tiolat cu ajutorul unei palnii suplimentare, timp de 30 min. Dup3a 12 h, se obtine
prin filtrare un precipitat alb si turta de filtrare este spalata cu THF. Substanta solid3 este re-
luata in NaHSO, 0,4 N si EtOAc, este separata si stratul organic este spalat cu solutie de
sare, este uscat si este evaporat pentru a obtine acidul 2R-2-N- (benziloxicarbonil)amino-3-
feniltio-propanoic sub forma unui ulei vascos.
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Substanta solida initiala se crede a fi sarea de sodiu a produsului dorit. Astfel, randa-
mentul si usurinta izolarii acesteia pot fi imbunatatite prin izolarea directa a sarii de sodiu.

Este adaugaté (16,87 g, 46,4 mmoli) clorcetond brutd, 3R-1-clor-2-0x0-5-N-(benzil-
oxicarbonil)amino-4-feniltio butan, la 1 | EtOH absolut si 200 ml THF si solutia este ricita pe
o baie CO,-acetona (T, -78°C) si sunt adaugati prin picurare, timp de 1 h (T, -75°C)
(2,63 g, 69,5 mmoli) NaBH, in 200 ml EtOH absolut. Analiza TLC dup3 aditie a indicat ca
reactia este completd. Amestecul de reactie este diluat cu 300 ml eter si este stins prin
adaugare lentd de NaHSO; 0,4 N cu agitare, care produce degajare de gaz. Acest amestec
este concentrat sub presiune redusa pentru a indeparta majoritatea EtOH si este adaugata
apa suplimentar. Amestecul este supus extractiei cu eter si straturile organice reunite sunt
spalate cu solutie apoasa saturatd de NaHCO,;, si cu saramurd, este uscat (Na,SO,) si con-
centrat pentru a obtine 15,7 g substanta solid3 alburie.'Acest material este tritureat cu hexan
fierbere (300 ml) si hexanul este decantat cu atentie in timp ce este inc3 fierbinte. Aceast3
operatie este repetaté de 10 ori (cate 300 ml), pentru a obtine 10,35 g substanti solida albu-
rie (un izomer pur prin analiza TLC). Filtratul hexanului este concentrat pentru a obtine 6 g
substanta solida alba, care este indepartatd. Substanta solida trituratd este incalzitd cu
50 ml CH,Cl, si circa 6 ml hexan si este filtrata fierbinte. Solutia limpede este l3sat3 la racire
la 25°C si apoi este introdusa in congelator. Substanta solida care rezuita este filtrata si este
spélata cu hexan pentru a obtine 7,157 g substanta solida alba. Filtratul este reunit cu fil-
tratul hexanic de mai sus si cu produsul brut de reactie din cele doua experimentiri la scara
redusa (500 mg fiecare materie prima cetonica) si substanta rezultata este supus cromato-
grafiei pe SiO, (2:1 hexani-eter >1:1 hexan-eter, incércat cu CH,Cl,) pentru a obfine 2,62 g
produs suplimentar. Se obtine o cantitate totala de 10,31 g izomer pur de [2S-(2R*,3S*)]-1-
clor-2-hidroxi-3-N-(benxiloxicarbonil) amino-4-feniltio-butan (randament 50% fata de acid).
[a], = -63,60 (c=1, MeOH).

(2) Formarea sérii

O cantitate de 3,34 g de [3S-(3H*,4aR*,8aR*,2'S* 3'S*)]-2-[2'Hidroxi-3'-fenil- tiometil-
4'-aza-5'-oxo-5'-(2"-metil-3"-hidroxifenil)pentilJdecahidro-izochinolin-3-N-t-butilcarboxamida
este dizolvata in 30 ml MeOH si 30 ml CH,Cl, si este adaugata prin picurare o solutie de acid
metansuifonic (596 mg) in 10 ml CH,Cl,. Dupa 10 min, amestecul de reactie este concentrat
pentru a forma o spuma. Sarea bruta este reluata in 5 ml THF si este adaugata lent la un
amestec de 175 ml etil eter si 25 ml hexan, sub agitare, pana cand rezulti o suspensie fina.
Aceasta este racita intr-un congelator, este filtrat Ia rece si este spalat de cateva ori cu etil-
eter, urmata de uscarea intr-o etuva de vid pentru a obtine 3,75 g (randament 96%) sare a
acidului metansulfonic de [3S-(3R*,4aR*,8aR* 2'S* 3*S*)]-2-[2"-hidroxi-3'-feniltiometil-4'-aza-
5'-ox0-5"-(2"-metil-3"-hidroxifenil)pentil}-decahidroizochinolin-3-N-t-butil carboxamida, ca pul-
bere alba.

Exemplele urmatoare de formulari sunt numai ilustrative numai si nu intentioneaza
sa limiteze intinderea protectiei inventiei. Termenul “ingredient activ" reprezintd un compus
conform inventiei sau o sare a acestuia acceptabila farmaceutic.

Formularea 1

Capsulele tari de gelatina se prepara, folosind urmatoarele ingrediente:

Cantitate (mg/capsula)

Ingredient activ 250
Amidon uscat 200
Stearat de magneziu 10

TOTAL 460 mg
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Formularea 2 1490
O tableta se prepara, folosind ingredientele de mai jos:

Cantitate(mg/tableti)

Ingredient activ 250

Celuloza, microcristalina 400

Dioxid de siliciu, tratat cu abur 10 1495
Acid stearic 5

TOTAL 665 mg

Componentele sunt amestecate si comprimate pentru a obtine tablete, fiecare
cantarind 665 mg.

1500
Formularea 3
O solutie de aerosol se prepara, continand componentele urmatoare:

Cantitate

Ingredient activ 0,25
Metanol 25,75 1505
Agent de pulverizare 22 ( Clordifluormetan) 74,00
TOTAL 100,00

Compusul activ se amesteca cu etanol i amestecul se adaug la o portie de agent
de pulverizare 22, se riceste la -30°C si se trece intr-un dispozitiv de‘umplere. Cantitatea 1510
necesara este apoi alimentata in recipientul din ofel inoxidabil si se dilueazi cu restul de
agent de pulverizare. Se fixeaza apoi supapa la recipient.

Formularea 4

Tabletele, continand fiecare 60 mg ingredient activ, se prepara, dups cum urmeaza:

Cantitate (mg/tablet3) 1515
Ingredient activ 60
Amidon 45
Celuloza microcristalina 35
Polivinilpirolidona (ca solutie 10% in apa) 4
Carboximetil amidon de sodiu 45 1520
Stearat de magneziu 0,5
Talc 1
TOTAL 150

Ingredientul activ, amidonul si celuloza se trec printr-o siti de 45 mesh U.S. si se 1525
omogenizeaza complet. Solutia apoasa continand polivinilpirolidon se amesteca cu pulbe-
rea rezultata si amestecul se trece apoi printr-o siti de 14 mesh U.S. Granulele astfel prepa-
rate se usuca la 50°C si se trec printr-o sitd de 18 mesh U.S. Carboximetil amidonul de so-
diu, stearatul de magneziu si talcul se trec in prealabil printr-o sitd de 60 mesh U.S. si apoi
se adauga la granulele care, dupa amestecare, sunt comprimate intr-o masina de tablete 1530
pentru a obtine tablete, cantarind fiecare 150 mg.

Formularea 5

Capsulele, continand fiecare 80 mg ingredient activ, se prepara, dupa cum urmeazi:

Cantitate (mg/capsula)

Ingredient activ 80 1535
Amidon 59
Celuloza microcristalina 59
Stearat de magneziu 2

TOTAL: 200
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Ingredientul activ, celuloza, amidonul si stearatul de magneziu se amestec3, se trec
printr-o sitd de 45 mesh U.S. si se introduc in capsulele tari de gelatind in cantitati de
200 mg.

Formularea 6

Supozitoarele, continand fiecare 225 mg ingredient activ, se prepara dupa cum
urmeaza:

Ingredient activ 225 mg
Gliceride ale acizilor grasi saturati 2,000 mg
TOTAL 2,225 mg

Ingredientul activ se trece printr-o sitd de 60 mesh U.S. si se suspendi in gliceridele

Jacizilor grasi saturati, inainte de topire, folosind céldura minim4 necesard. Amestecul se
‘trece apoi intr-o forméa pentru supozitoare de capacitate nominala de 2 g si se las3 si se

raceasca.

Formularea 7

Suspensiile, continand fiecare 50 mg ingredient activ per doza de 5 ml, se prepar3
dupa cum urmeaza: ‘

Ingredient activ 50 mg
Carboximetil celuloza de sodiu 50 mg
Sirop 1,25 mi
Solutie de acid benzoic 0,10 ml
Aromatizant q.v.
Colorant q.v.
Apa purificatid pana la total 5mi

Ingredientul activ se trece printr-o sita de 45 mesh U.S. si se amesteci cu carboxi-
metilceluloza de sodiu $i cu sirop pentru a forma o pastd moale. Solutia de acid benzoic,
aromatizantul si colorantul se dilueaza cu o portie de apa si se adaug3, sub agitare. Apa
necesara se adauga apoi pentru a obtine volumul necesar.

Formularea 8

O formulare intravenoasa se prepara dupa cum urmeaza:

Ingredient activ 100 mg

Solutie salina izotonica 1,000 ml

Solutia ingredientelor de mai sus, se administreaza, in general, intravenos, unui su-
biect la o vitezd de 1 ml/min.

Revendicari

1. Derivat de decahidroizochinolina, cu formula:

8 Q

sau o sare acceptabila farmaceutic, a acesteia.
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2. Stereoizomer al compusului conform revendicérii 1, care are formula:

)

sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia.
3. Sare in mod esential pura conform revendicarii 2.
4. Stereoizomer in mod esential pur conform revendicarii 2.
5. Derivat de decahidroizochinolina cu formula:

6. Stereoizomer al compusului conform revendicarii 5, care are formula

&{%ﬁm

7. Stereoizomer in mod esential pur conform revendicarii 6.

8. Compozitie farmaceutic3, cuprinzand o cantitate eficienti de compus conform ori-
careia din revendicarile 1...7, si un purtator acceptabil farmaceutic.

9. Utilizarea unui compus definit in una din revendicarile 1... 7, la fabricarea unui me-
dicament pentru inhibarea proteazei HIV.

Presedintele comisiei de examinare: chim. Haulicid Mariela
Examinator: chim. Gruia Amelia

Editare i tehnoredactare computerizati - OSIM
Tiparit la: Oficiul de Stat pentru Inventii i Marci
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