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A talaimany targyat az N1-[2,2-dimetil-1S-(piridin-2-iﬁ<arbamoil)-

propil]-N*-hidroxi-2R-izobutil-3S-metoxi-szukcinamid, egy matrix metallo-

proteinaz inhibitor képezi.
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A taldlmany targyat az N'-[2,2-dimetil-1S-(piridin-2-ilkarbamoil)-
propil]-N*-hidroxi-2R-izobutil-3S-metoxi-szukcinamid, valamint gyégyszeré-

szetileg elfogadhat6 so6i, hidratjai és szolvatjai képezik.

A talalmany hattere

A WO 95/19956 sz. szabadalmi kérelem (British Biotech
Pharmaceuticals Ltd.) a vegyliletek egy olyan osztalyat irja le és védi, me-
lyek matrix metalloproteindz (MMP) inhibitorok, valamint a tumor nekrézis
faktor (TNF-o) sejtbél torténd kibocsatasanak inhibitorai. Pontosan, a ke-
relem az (1) altalanos képletl vegyitletekre kér védelmet, ahol

X jelentése -CO,H vagy -CONHOH csoport;

R, jelentése hidrogénatom; 1-6 szénatomos alkil-; 2-6 szénatomos
alkenil-; fenil-; szubsztitualt fenil-; fenil-(1-6 szénatomos alkil)-; szubsztitualt
fenil-(1-6 szénatomos alkil)-; heterociklil-; szubsztitualt heterociklil-;
heterociklil-(1-6 szénatomos alkil)-; szubsztitualt heterociklil-(1-6 szénato-

mos alkil)-csoport; egy BSO,A- képletl csoport, ahol n értéke 0, 1 vagy 2



2. donihnoi
és B jelentése hidrogénatom vagy egy 1-6 szénatomos alkil-, fenil-,
szubsztitualt fenil-, heterociklil-, 1-6 szénatomos acil-, fenacil- vagy
szubsztitualt fenacil-csoport, és A jelentése 1-6 szénatomos alkil-; amino-;
védett amino-; acilamino-; -OH; -SH; 1-6 szénatomos alkoxi-; 1-6 szénato-
mos alkilamino-; di(1-6 szénatomos alkilamino)-; 1-6 szénatomos alkiltio-;
aril-(1-6 szénatomos alkil)-; amino-(1-6 szénatomos alkil)-, hidroxi-(1-6
szénatomos alkil)-, merkapto-(1-6 szénatomos alkil)- vagy karboxi-(1-6
szénatomos alkil)-csoport, ahol az amino-, hidroxil-, merkapto- vagy
karboxilcsoport tetszélegesen védett illetve a karboxilcsoport amidalt; vagy
karbamoil-, mono-(alacsony szénatomszamu alkil)-karbamoil, di-(alacsony
szénatomszamu alkil)-karbamoil, di-(alacsony szénatomszamua alkil)-
amino- vagy karboxi-(alacsony szénatomszamu alkanoilamino-csoporttal
szubsztitualt alacsony szénatomszamu alkilcsoport.

R, jelentése 1-6 szénatomos alkil-, 2-6 szénatomos alkenil-, 2-6
szenatomos alkinil-, fenil-(1-6 szénatomos alkil)-, heteroaril-(1-6 szénato-
mos alkil)-, cikloalkil-(1-6 szénatomos alkil)- vagy cikloalkenil-(1-6 szén-
atomos alkil)-csoport, melyek barmelyike tetszdlegesen egy vagy két
szubsztituens tartalmazhat az alabbiak kéziil: 1-6 szénatomos alkil-, -O-(1-
6 szénatomos alkil)-, -S-(1-6 szénatomos alkil)-csoport, cianocsoport (-CN)
illetve halogénatom;

R; jelentése egy természetes vagy mesterséges a-aminosav jellem-

z6 csoportja, mely aminosavban barmely funkciés csoport védve lehet;
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R4 jelentése egy fenil- illetve egy 5- vagy 6-tagu heteroaril-gyird,
amelyben barmely gyiri-nitrogénatom oxidalt allapotban lehet N-oxidként,
mely gylrid tetszés szerint kondenzalédhat egy benzolgylir(in6z vagy egy
5-, 6- vagy 7-tagu heterociklusos gyiriih6z, és amelyben a gyirik barme-
lyike tetszlegesen az alabbi szubsztituenseket tartalmazhatja:

(a) egy vagy tébb szubsztituens, melyeket egy mastdl figgetlenul a
hidroxilcsoport, halogénatom, -CN, -CO,H, -CO,-(1-6 szénatomos
alkil)-, -(1-6 szénatomos alkil)-CO.-(1-6 szénatomos alkil)-,-
CONH,, -CONH-(1-6 szénatomos alkil)-, -CON-(1-6 szénatomos
alkil),-, -CHO, -CH,OH, 1-4 szénatomos perfluoralkil-, -O-(1-6
szénatomos alkil)-, -S-(1-6 szénatomos alkil)-, -SO-(1-6 szénato-
mos alkil)-, SO,-(1-6 szénatomos alkil)-, -NO,, -NH,, -NH-(1-6
szénatomos alkil)-, -N-(1-6 szénatomos alkil),-, és -NHCO-(1-6
szénatomos alkil)-csoport, vagy

(b) egy csoport, melyet az 1-6 szénatomos alkil-, 2-6 szénatomos
alkenil-, 2-6 szénatomos alkinil-, 3-8 szénatomos cikloalkil-, 4-8
szénatomos cikloalkenil-, fenil-, benzil-, heteroaril- vagy heteroaril-
metil-csoport kdzil valasztunk, melyek barmelyike tetszdlegesen
egy vagy tobb szubsztituenst tartalmazhat az alabbiak kézil: ha-
logénatom, hidroxil-, amino-, karboxil-, 1-4 szénatomos
perfluoroalkil-, 1-6 szénatomos alkil-, -O-(1-6 szénatomos alkil)-

vagy -S-(1-6 szénatomos alkil)-csoport.



Rs jelentése hidrogénatom vagy 1-6 szénatomos alkilcsoport;

vagy e vegyulet s6ja, hidratja vagy szolvatja.

A taldlmany rovid leirasa

Az N'-[2,2-dimetil-1S-(piridin-2-ilkarbamoil)-propil]-N*-hidroxi-2R-izo-
butil-3S-metoxi-szukcinamid a vegyuletek egy olyan osztalyanak tagja,
melyet a WO 95/19956 sz. szabadalmi kérelemben altalanosan leirnak és
levédenek, de se magat az osztalyt, sem annak tulajdonsagait nem jellem-
zik kozelebbrél.

A WO 95/19956 sz. szabadalmi kérelem azt allitja, hogy a k6zolt ve-
gyuletosztalyban az aromas vagy heteroaril R, szubsztituens altalaban az-
zal a varatlan és kivanatos hatassal rendelkezik, hogy az ismert vegylle-
tekkel dsszehasonlitva, melyek hasonlé szerkezetiliek, de eltéré (altalaban
metil) R, szubsztituenst tartalmaznak, novekvd aktivitassal bir a
stromelizinnel szemben, mig a kollagenazzal és a zselatindzzal szemben
az aktivitasa hasonlé. Ezen osztaly tagjaként a kivalasztott N'-[2,2-dimetil-
1S-(piridin-2-ilkarbamoil)-propil]-N*-hidroxi-2R-izobutil-3S-metoxi-
szukcinamid szintén rendelkezik ezekkel a tulajdonsagokkal.

Mindazonaltal, ismert, hogy egyes allatokban és human betegekben
bizonyos MMP inhibitorok mellékhatasaként izom- és csontfajdalom
(melyet néha “tendinitis”-nek is neveznek) Iép fel az iziletekben, példaul a

valliziiletben, ha magas és/vagy hosszantarté dézisban kapjék a fenti ve-
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gyuleteket. Bar ugy sejtik, hogy ez a hatas gyakorlatilag reverzibilis a szer
szedésének abbahagyasa utan, mégis egy nemkivanatos hatas. A fajda-
lom keletkezésének mechanizmusat még nem értjik, és eddig még nem
sikerult 6sszefuggésbe hozni a vegyllet fajdalomkivaltdé hajlamat a mole-
kula szerkezeti jellegzetességeivel vagy enzimgatld profiljaval. Ennek
megfeleléen, ma még nem lehet elére megjésolni, hogy egy adott MMP
inhibitor okoz-e mellékhatast, és ha okoz, milyen stlyossagban, ezért em-
pirikusan kell tesztelni a molekulakat.

Azt talaltdk, hogy a kivalasztott N’-[2,2-dimetil-1S-(piridin-2-il-
karbamoil)-propil]-N*-hidroxi-2R-izobutil-3S-metoxi-szukcinamid igen csdk-
kent hajlandésagot mutat az izom- és csontfajdalomkeént jelentkezd mel-
lékhatés kivaltasara. Ebbdl a szempontbdl kilonbdzik kodzeli szerkezeti
analégjaitdl, példaul az N'-[2,2-dimetil-1S-(piridin-3-ilkarbamoil}-propil]-N*-
hidroxi-2R-izobutil-3S-hidroxi-szukcinamidtdl, mely sokkal nagyobb meér-
tékben valtja ki e mellékhatast.

A WO 95/19956 sz. szabadalmi kérelem azt is allitia, hogy az
arilamid MMP inhibitorok kozoélt osztalya olyan vegylleteket is tartaimaz,
melyek szajon keresztiil térténd bevétel esetén biolégiailag hasznosithaték.
Azonban a WO 95/19956 sz. szabadalmi kérelemben szerepl6 vegyuletek
kdzul nem mindegyik hasznosithaté megfelelé mértékben bioldgiailag sza-
jon keresztll torténé bevétel esetén, amint azt példaul a szert szajon ke-

resztul szedd allatok vérében talalhaté hatéanyagszinthez rendelheté MMP
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inhibitor-aktivitds csucsszintje vagy az aktivitasszint idébeli valtozasa
(“gbrbe alatti teriilet”) bizonyitja. Azt talaltak, hogy a jelen talaimanynak
megfeleléen valasztott vegyilet, az N'-[2,2-dimetil-1S-(piridin-2-ilkarba-
moil)-propil}-N*-hidroxi-2R-izobutil-3S-metoxi-szukcinamid szajon at szed-
ve biolégiailag hasznosithaté emberben és mas emiésékben.

Ez a kombinacio, mely a szajon at torténd szedés melletti bioldgiai
hasznosithatésagot és a tendinitikus mellékhatasok kivaltasanak csékkent
hajlamat 6tvozi, magaban foglalja azt, hogy a talalmany szerinti vegyiilet
viszonylag széles terapias hatokérrel rendelkezik olyan betegségek keze-
Iesében, melyek az MMP inhibitorok kdzepes vagy hosszabb ideig tarté
szedesét kivanjak meg. A vegyllet ennek megfeleléen javallt példaul a re-
umas arthritis, a radkos daganatok, a sclerosis multiplex (MS), a Guillain-

Barre szindroma (GBS) és a psoriasis kezelésében.

A talalmany részletes leirasa

A jelen talalmany targyat a (I1) képleti N'-[2,2-dimetil-1S-(piridin-2-
ilkarbamoil)-propil]-N*-hidroxi-2R-izobutil-3S-metoxi-szukcinamid, valamint
gyogyszerészetileg elfogadhaté soéi, hidratjai és szolvatjai képezik.

A talalmany szerinti vegyililet harom aszimmetrias szénatomot tar-

g0 2

meg, és a (ll) abran abrazoljuk. Mindazonailtal, figyelembe kell venniink,

hogy a talalmany a (lI) vegyiilet enantiomereinek keverékét is magaban
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foglalja, feltéve, hogy a megjeldlt enantiomer tdlsilyban van. Az ilyen
enantiomer-keverékek elénydsen 90%-ban (tdmeg%) vagy annal nagyobb
aranyban tartalmazzak a megjeldlt enantiomert.

A taldlmany szintén tartalmazza azokat a gyogyszerészeti 6sszeté-
teleket, melyek az N'-[2,2-dimetil-1S-(piridin-2-ilkarbamoil)-propil]-N*-
hidroxi-2R-izobutil-3S-metoxi-szukcinamidot vagy annak gyégyszerészeti-
leg elfogadhat6 séjat, hidratjat vagy szolvatjat egy gydgyszerészetileg elfo-
gadhaté vivéanyaggal egyitt tartalmazzak. A talalmany szerinti elényds
Osszetételek azok, melyek alkalmasak szajon at térténd bevitelre.

A taldlmany tovabba tartalmazza az N'-[2,2-dimetil-1S-(piridin-2-
ilkarbamoil)-propil]-N*-hidroxi-2R-izobutil-3S-metoxi-szukcinamid vagy an-
nak gyoégyszerészetileg elfogadhatdé séja, hidratja vagy szolvatja felhasz-
nalasat emlGsok, kdztiik emberek esetén a reumas arthritis, a rakos daga-
natok, a sclerosis multiplex (MS), a Guillain-Barre szindréma (GBS) és a
psoriasis kezelésére alkalmas gydgyaszati készitmények elballitasara.

A talalmany szintén tartalmaz egy eljarast a reumas arthritis, a rakos
daganatok, a sclerosis multiplex (MS), a Guillain-Barre szindréma (GBS)
€s a psoriasis kezelésére emlésdk, koztilk emberek esetén, mely eljaras
soran az emldsnek az N'-[2,2-dimetil-1S-(piridin-2-ilkarbamoil)-propil]-N*-
hidroxi-2R-izobutil-3S-metoxi-szukcinamid vagy annak gyégyszerészetileg

elfogadhato séja, hidratja vagy szolvatja olyan mennyiségét adjuk be, mely
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elegendd ezen betegségek tiineti és/vagy patoldgias megjelenésének
csokkentésére.

A taldlmany szerinti vegytlet séi kézé tartoznak a fiziolégiailag elfo-
gadhaté savaddiciés sék, példaul a hidroklorid-, hidrobromid-, szulfat-,
metanszulfonat-, p-toluolszulfonat-, foszfat-, acetat-, citrat-, szukcinat-,
laktat-, tartarat-, fumarat- és maleat-sok. Sék képezhetdk bazisokkal is,
példaul natrium-, kalium-, magnézium- és kalcium-sok.

A talalmany szerinti kivalasztott vegytiletet a tovabbiakban kovetkez6
peldaban leirt mddon allithatjuk el és barmilyen eljarassal alkalmassa te-
hetjuk a bevételre, mely dsszhangban van farmakokinetikai tulajdonsagai-
val. A szgjon at bevehetd Osszetételek lehetnek tabletta, kapszula, por,
szemcse, elszopogathatd tabletta alakban, folyadék- vagy gélkészitmény,
mint oralis, topikalis vagy steril parenteralis oldat vagy szuszpenzi6é forma-
jaban. A szajon at bevehetd tablettak és kapszulak lehetnek egységnyi do-
zist tartalmazé alakban és tartalmazhatnak hagyomanyos kétéanyagokat,
mint tapadast elésegité anyagok, téltéanyagok, tabletta-nedvesiték, szét-
esést elbsegitd anyagok vagy elfogadhaté nedvesitészerek. A tablettakat a
szokasos gyogyszerészeti gyakorlatban jol ismert eljarasokkal vonhatjuk
be. Az oralis folyadékkészitmények lehetnek példaul vizes vagy olajos
szuszpenziodk, oldatok, emulzidk, szirupok vagy elixirek, illetve lehetnek por
alakban, felhasznalas el6tt vizzel vagy mas alkalmas segédanyaggal torté-

nd oldat- illetve szuszpenziokészités céljara. Az ilyen folyadékkészitmé-



(3 sy OBV I o9 G- w
e ¢ e e s o
v 820 0o~ ~ e
-9 - 3 [y ) .
~-® e U > 0o

nyek tartalmazhatnak hagydményos adalékokat, mint a szuszpen-
dalészerek, emulgealészerek, nem-vizes oldészerek (melyek kozeé tartoz-
hatnak az étkezési olajok), tartésitoszereket, és ha kivanatos, hagyoma-
nyos izesitbanyagokat és szinezékeket.

A hatéanyagot parenteralisan is beadhatjuk egy steril k6zegben. Az
alkalmazott oldészertél és koncentraciotdl fliggben a gyogyszer lehet
szuszpendalva vagy oldva az olddszerben. Az adjuvansok, mint a helyi ér-
zésteleniték, tartdsitdszerek és pufferold vegytliletek lehetnek oldva az ol-
ddészerben.

A talalmany szerinti vegyiilet dézisa barmely adott klinikai javallat és
a beadas adott mddja esetén klinikai vizsgalatok soran hatarozhaté meg a
megfelelé hatésagok elfogadasi szabalyainak szokasos gyakorlatanak
megfeleléen. Altalanosan, varhaté, hogy emberek esetén a gydgyszert
szajon at adjuk be, 5 és 100 mg kézoétti doézisegységenként, naponta két-
harom alkalommal.

A kovetkez6 példa a taldlmany szerinti vegyulet eléallitasat szemlél-
teti. A kiindulasi anyagokat, a 2R-(2,2-dimetil-5-oxo-[1,3]-dioxolan-4S-il)-4-
-metil-pentansavat és az L-terc-leucin-N-(2-piridil)-amidot a WO 95/19961

sz. szabadalmi kérelemben leirtak alapjan allitjuk el6.
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A példaban a kovetkez0 roviditéseket hasznaljuk:

DMF N,N-dimetilfformamid
EDC N-etil-N’-(3-dimetilaminopropil)-karbodiimid-hidroklorid
HOBt 1-hidroxi-benzotriazol
NMM N-metilmorfolin
THF tetrahidrofuran
PELDA

N'-[2.2-dimetil-1S-(piridin-2-ilkarbamoil)-propil]-N*-hidroxi-2R-

-izobutil-3S-metoxi-szukcinamid

A. lépés:

2S-hidroxi-3R-izobutil-borostyankésav-dimetilészter

2R-(2,2-dimetil-5-ox0-[1,3]-dioxolan-4S-il)-4-metil-pentansavat (75.0
g, 0.326 mmdl) feloldunk metanolban (500 ml) és lehdtjik 0°C-ra, majd a
keletkezett oldatot hidrogén-klorid gazzal telitjuk. A reakcidelegyet hagyjuk
szobahdmérsékletre felmelegedni és éjszakan at keverjik. Az oldészert
csokkentett nyomason eltavolitiuk és a maradékot feloldjuk dikldr-
metanban, majd egymas utan telitett natrium-hidrogénkarbonattal és telitett
sooldattal mossuk. A szerves fazist vizmentes magnézium-szulfat folott
szaritjuk, leszdrjlk, és csdkkentett nyomason szarazra paroljuk, igy a cim-

vegyiiletet kapjuk sarga olaj formajaban (53 g, 75%). 'H-NMR; & (CDCl,);
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4.10 (1H, d, J = 4.0 Hz), 3.60 (3H, s), 3.50 (3H, s), 3.18 (széles s), 2.78

(1H, m), 1.61-1.40 (2H, m), 1.28 (1H, m), és 0.76-0.73 (6H, m).

B. lIépés

2R-izobutil-3S-metoxi-borostyankésav-dimetilészter

2S-hidroxi-3R-izobutil-borostyankésav-dimetilésztert (23.9 g, 110
mmodl) feloldunk DMF-ban (200 ml) és desztillalt j6dmetant (8.2 ml, 132
mmodl), majd eziist(l)-oxidot (27.95 g, 121 mmadl) adunk hozza. A reakcié-
elegyet 7 napig keverjik szobahémérsékleten, fénytél elzarva. Az oldoszert
csOkkentett nyomason eltavolitiuk, a maradékot oszlopkromatografiaval
tisztitjuk (szilikagél, diklérmetan eluens), igy a cimvegyiiletet kapjuk visz-
kozus sarga olaj alakjaban (19.16 g, 75%). 'H-NMR; & (CDCl;); 3.83 (1H,
d, J = 7.5 Hz), 3.71 (3H, s), 3.62 (3H, s), 3.30 (3H, s), 2.85 (1H, m), 1.65-

1.39 (2H, m), 1.10 (1H, m), és 0.83-0.81 (6H, m).

C. Iépés

Dilitium-2R-izobutil-3S-metoxi-szukcinat

Litium-hidroxidot (1.76 g, 42.0 mmodl) hozzaadunk 2R-izobutil-3S-
metoxi-borostyankdsav-dimetilészter (4.70 g, 20.0 mmadl) metanol (30 ml)
és viz (30 ml) elegyében felvett oldatahoz. A reakcidelegyet szobahéhér—
sékleten keverjuk két 6ran at, ekkor az olddszereket csdkkentett nyomason

eltavolitjuk, igy a cimvegyiiletet kapjuk sarga szilard anyag formajaban
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(4.40 g, kvantitativ). "H-NMR; & (CD,0D); 3.52 (1H, d, J = 5.1 Hz), 3.27
(3H, s), 2.65 (1H, m), 1.56-1.53 (2H, m), 1.31 (1H, m), és 0.82-0.78 (6H,

m).

D. lépés

2R-izobutil-3S-metoxi-borostyankdsav-4-metilészter

Dilitium-2R-izobutil-3S-metoxi-szukcinatot (25.14 g, 116 mmal) felol-
dunk vizmentes THF-ban (150 ml) és az oldatot 0°C-ra hitjik.
Trifluorecetsav-anhidridet (30 ml) adunk hozza és az elegyet 0°C-on ke-
verjuk tovabbi 4 éran at. Az oldészert csdkkentett nyomason eltavolitjuk és
a maradékot feloldjuk vizmentes metanolban (200 ml) 0°C-on, majd az ol-
datot éjszakan at keverjik szobahémérsékleten. Az olddszert csOkkentett

nyomason eltavolitjuk, igy a cimvegyiletet kapjuk sarga olaj formajaban

(54.3 g, beleértve 2 ekvivalens litium-trifluoracetatot is), melyet tovabbi
tisztitas nélkiil hasznalunk fel az E. Iépésben. 'H-NMR; & (CD;0D); 7.71
(1H, d, J = 7.5 Hz), 3.65 (3H, s), 3.24 (3H, s), 2.72 (1H, m), 1.56-1.42 (2H,

m), 1.06 (1H, m), és 0.81-0.79 (6H, m).
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E. Iépés

3R-[2,2-dimetil-1S-(piridilkarbamoil)-propilkarbamoil]-2S-metoxi-5-

metil-hexansav-metilészter

A D. lépés termékét (25.06 g, 53.7 mmdl 2R-izobutil-3S-metoxi-
borostyank&sav-4-metilészterrel ekvivalens) feloldjuk DMF-ban (200 ml) és
az oldatot 0°C-ra hitjuk, mig a HOBt-t (8.70 g, 53.7 mmdl) és az EDC-t
(12.35 g, 64.4 mmdl) hozzaadjuk. Az elegyet keverés kdozben hagyjuk szo-
bahémérsékletre felmelegedni 2 éra alatt. Az igy képzddott aktiv észter ol-
datat leh(tjiik 0°C-ra, L-terc-leucin-N-(2-piridil)-amidot (11.11 g, 53.7 mmol)
adunk hozza és az elegyet éjszakan at szobahémérsékleten keverjik. Az
olddszert csokkentett nyomason eltavolitjuk és a maradékot feloldjuk etil-
acetatban. Az oldatot egymas utan mossuk 1M natrium-karbonat oldattal
és telitett sdoldattal, vizmentes magnézium-szulfat folétt szaritjuk, leszlrjik
és szarazra parolijuk. A maradékot oszlopkromatografiaval tisztitjuk
(szilikagél, 0-5% kozétt valtozd metanol-gradiens diklormetanban), igy a
cimvegyuletet kapjuk fehér szilard anyag formajaban (13.41 g, 61%). 'H-
NMR; 6 (CDCl;): 9.61 (1H, s), 8.47 (1H, m), 8.24 (1H, d, J = 8.4 Hz), 7.74
(1H, m), 7.07 (1H, m), 6.97 (1H, d, J = 8.9 Hz), 4.64 (1H, d, J = 8.9 Hz),
4.01 (1H, d, J = 7.6 Hz), 3.76 (3H, s), 3.41 (3H, s), 2.75 (1H, m), 1.79 (1H,
m), 1.51 (1H, m), 1.11 (1H, m), 1.02 (9H, s), 0.84 (3H, d, J = 6.3 Hz) és

0.82 (3H, d, J = 6.3 Hz).
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F. lépés
Litium-3R-[2,2-dimetil-1S-(piridin-2-ilkarbamoil)-propilkarbamoil]-2S-

metoxi-5-metil-hexanoat

3R-[2,2-dimetil-1S-(piridin-2-ilkarbamoil}-propilkarbamoil]-2S-metoxi-
5-metil-hexansav-metilésztert (13.4 g, 32.9 mmol) feloldunk THF (265 ml)
és viz (65 ml) keverékében, és litium-hidroxid-monohidratot (1.396 g, 33.3
mmdl) adunk hozza. Az oldatot két éran at keverjik szobahé6mérsékleten,
majd csokkentett nyomason beparoljuk, igy egy sarga olajat kapunk, me-
lyet tovabb szaritunk toluollal térténd azeotrépos elegy képzésével. A ter-
méket (13.4 g, oldészermaradvanyokat tartalmaz) azonnal felhasznaljuk
tovabbi tisztitas nélkil. 'H-NMR; § (CD;0OD, 3.5:1 aranyu diasztereomer-
keverék): 8.31 (1H, m), 7.99 (1H, d, J = 8.3 Hz), 7.66 (1H, m), 7.00 (1H, m),
4.49 (0.23H, s; kisebb aranyban jelen lévé diasztereomer), 4.37 (0.77H, s,
nagyobb aranyban jelen Iévé diasztereomer), 3.52 (0.77H, d, J = 7.6 Hz,
nagyobb aranyban jelen lévé diasztereomer), 3.21 (0.69H, s; kisebb arany-
ban jelen lévé diasztereomer), 3.20 (2.31H, s, nagyobb aranyban jelen levé
diasztereomer), 2.64 (1H, m), 1.53 (2H, széles m), 1.18 (1H, m), 1.01

(9H,s) 0.85 (3H, d, J = 6.4 Hz) és 0.81 (3H, d J = 6.3 Hz).
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G. lépés
N*-benziloxi-N'-[2,2-dimetil-1S-(piridin-2-ilkarbamoil }-propil]-2R-

izobutil-3S-metoxi-szukcinamid

Az F. |épés termékét (13.4 g, kb.33 mmdl) feloldjuk vizmentes DMF-
ban (250 ml) majd argonatmoszféraba helyezzik és -10°C-ra hiitjik keve-
rés kézben. Etil-kloroformatot (3.47 ml, 36 mmol) adunk hozza cseppen-
ként, majd NMM-t (1.8 ml, 16.5 mmadl). Az elegyet 30 percig keverjiik, mie-
I6tt cseppenként hozzaadunk O-benzil-hidroxilamint (6 g, 49 mmadl) DMF-
ban (10 ml). A reakcidelegyet hagyjuk szobahémérsékletre felmelegedni és
éjszakan at keverjuk. Az olddszert cs6kkentett nyomason eltavolitjuk és a
maradékot etil-acetat és telitett séoldat kdz6tt megosztjuk. A szerves fazist
1M nétrium-karbonat oldattal mossuk, magnézium-szulfat folott szaritjuk,
lesziirjik és beparoljuk. A maradékot flash kromatografiaval tisztitjuk
(szilikagél, 5% metanol diklormetanban). A kivant terméket tartalmazoé
frakcidkat 6sszedntjuk és beparoljuk. A terméket dietil-éterrel elmorzsoljuk,
hogy a nyomnyi szines szennyez6dést eltavolitsuk. Termelés: 9.44 g (58%,
>10:1 aranyu diasztereomer-elegy). '"H-NMR; & (CDCl;, a nagyobb arany-
ban jelen lév$ diasztereomerre) 10.26 (1H, s), 9.93 (1H, s), 8.32 (1H, m),
8.23 (1H, d, J = 8.2 Hz), 7.63 (1H, m), 7.25 (5H, m), 7.12 (1H, d, J = 9.2
Hz), 7.02 (1H, m), 4.94 (1H, d, J = 10.8 Hz), 4.76 (2H, d, J = 3.8 Hz), 3.88

(1H, d, J = 5.5 Hz), 3.32 (3H, s), 2.91 (1H, m), 1.72 (1H, m), 1.55 (1H, m),
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1.35 (1H, m), 1.02 (9H, s), 0.89 (3H, d, J = 6.5 Hz) és 0.85 (3H, d, J = 6.5

Hz).

H. lépés
N'-[2 2-dimetil-1S-(piridin-2-ilkarbamoil)-propil]-N*-hidroxi-2R-

izobutil-3S-metoxi-szukcinamid

N*-benziloxi-N'-[2,2-dimetil-1S-(piridin-2-ilkarbamoil)-propil]-2R-
izobutil-3S-metoxi-szukcinamidot feloldunk metanol (75 ml) és etanol (75
ml) keverékében és argonatmoszféra ala helyezziik. 10% palladiumot tar-
talmazoé aktiv szenet adunk hozza és hidrogéngazt buborékoltatunk ke-
resztul az oldaton 2 éran at, mely id6 alatt TLC-analizissel bizonyitva vala-
mennyi kKiindulasi anyag elfogy. A rendszert atéblitjik argonnal és a katali-
zatort szliréssel eltavolitjuk. Az oldészereket csdkkentett nyomason eltavo-
litjuk, igy a cimvegylletet kapjuk fehér szilard anyag formajaban (8.8 g,
kvantitatl'\); 12:1 aranyu diasztereomer-keverék). Op.: 163-164°C. 'H-NMR;
3 ((CD3),S0O): 10.67 (1H, s), 10.13 (1H, s), 8.90 (1H, s), 8.15 (1H, m), 7.89
(1H, d, J = 8.4 Hz), 7.81 (1H, d, J = 8.8 Hz), 7.60 (1H, m), 6.93 (1H, m),
4.53 (0.12H, d, J = 9.4 Hz), 4.43 (0.88H, d, J = 8.8 Hz), 3.74 (0.12H, d, J =
10.0 Hz), 3.32 (0.88H, d, J = 9.8 Hz), 2.98 (0.3H, s), 2.96 (2.64H, s), 2.78
(1H, m), 1.23 (2H, m), 0.84 (10H, s és m), 0.65 (3H, d, J = 6.4 Hz) és 0.56

(3H, d, J = 6.3 Hz). ®C-NMR; & (CD,OD), 172.6, 170.0, 166.0, 151.5,
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147.9, 136.0, 119.5, 113.6, 61.2, 60.6, 56.7, 46.2, 37.0, 34.0, 26.5, 25.2,
23.7 és 21.7. IR: vmax (KBr): 3255, 2957, 1700, 1645, 1524, 1467, 1435,
1370, 1301, 1213 és 1152 cm™'. Szamitott elemi dsszetétel CyoH3oN4O5 .
0.2 H,O esetén: C 58.40, H 7.92, N 13.61%. Talalt értékek: C 58.29, H

7.92, N 13.60%.

A. biolégiai példa

A taldlmany szerinti vegyiilet hatékonysagat a szdvetek kozotti

kollagenaz inhibitoraként Cawston és Barrett, (Anal. Biochem., 99, 340-

345, 1979) moddszerével hatarozzuk meg, mely szerint a vizsgalni kivant
vegyllet 1 mM oldatat, vagy annak higitasat 37°C-on kollagénnel és
kollagenazzal (melyet 5 mM CaCl,-ot, 0.05% Brij 35-6t és 0.02% NaNj3-ot
tartalmazé 25 mM HEPES, pH 7.5 oldattal pufferolunk) egyutt inkubaljuk 16
oran keresztiil. A kollagén acetilezett '*C-kollagén, melyet Cawston és

Murphy (Methods in Enzymology, 80, 711, 1981) mddszere szerint allitunk

el6, melyet itt hivatkozasként emlitiink. A mintakat lecentrifugaljuk, hogy az
emésztetlen kollagén lelilepedjen, és a radioaktiv fellluszét eltavolitjuk
szcintillaciés szamlaldban torténd mérés céljara, mellyel a hidrolizis merté-
két hatarozzuk meg. A tesztvegylilet 1 mM koncentracidja illetve annak hi-
gitasa jelenlétében mért kollagenaz aktivitast 6sszehasonlitjuk az inhibitort

nem tartalmazé kontroll minta aktivitidsaval és az eredményeket az alabbi-
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akban tintetjluk fel a kollagenaz aktivitas 50%-anak gatlasat el6idéz6 inhi-
bitor-koncentracié megadasaval (ICsp).
A talalmany szerinti vegytlet hatékonysagat a stromelizin-1 inhibito-

raként Cawston et al., (Biochem. J., 195, 159-165, 1981) mddszere szerint

hatarozzuk meg, ahol a vizsgalni kivant vegytlet 1 mM oldatat, vagy annak
higitasat 37°C-on stromelizinnel és '“C-acetilezett kazeinnel (melyet 5 mM
CaCl,-ot, 0.05% Brij 35-6t és 0.02% NaNs-ot tartalmazé 25 mM HEPES,
pH 7.5 oldattal pufferolunk) egyitt inkubaljuk 16 éran keresztil. A kazein a
Cawston et al., (fent idézett munka) eljarasa szerint eléallitott '“C-
acetilezett kazein. A tesztvegyilet 1 mM koncentracidja illetve annak higi-
tasa jelenlétében mért stromelizin aktivitast 6sszehasonlitjuk az inhibitort
nem tartalmazé kontroll minta aktivitdsaval és az eredményeket az alabbi-
akban tiintetjlk fel a stromelizin aktivitas 50%-anak gatlasat el6idéz6 inhi-
bitor-koncentracié megadasaval (ICx).

A taldlmany szerinti vegytlet hatékonysagat a 72 kDa zselatinaz in-
hibitoraként a Sellers et al., (Biochem. J., 171, 493-496, 1979) modszerén
alapulé eljaras szerint hatarozzuk meg. A 72 kDa zselatinazt RPMI-7951
sejtekbdl nyerjik és zselatin-agar6z kromatogréafiaval tisztitjuk. Az enzimet
aminofenil-higany-acetattal torténé inkubalassal aktivaljuk, és korilbelil
0.05 egységnyi mennyiséget 50 ug ['“C]-radiojelzett zselatinnal inkubalunk

egy megfelelé pufferban 16 6ran keresztil 37°C-on. Az inkubacios idé el-
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teltével 50 pg borju szérumalbumint és triklérecetsavat (végkoncentracio
16%) adunk az elegyhez a reakcié leallitasara és a lebontatlan szubsztrat
kicsapasara. A reakciocsdveket jégre helyezziik 15 percre, majd 10,000 g
fordulatszammal 15 percig centrifugaljuk, hogy a kicsapédott szubsztrat
kililepedjen. A reakcidelegy felliliszéjabdl 200 pl-t kivesziink és a radioak-
tivitasat szcintillaciés szamlaléval megmérjik. Az inhibitorok hatasat egy
dézis-valasz gorbével torténé dsszehasonlitassal hatarozzuk meg. Az 1Csg
értéket (az az inhibitorkoncentracié, mely az enzimaktivitds 50%-os csOk-
kenéséhez szilkséges) az adatokhoz torténd gorbeillesztéssel és az en-
zimaktivitas 50%-anak gatlasahoz sziikséges inhibitorkoncentracio kisza-

molasaval hatarozzuk meg. Minden ICsy meghatarozasahoz az inhibitor

és higitjuk.
A taldlmany szerinti vegyllettel végzett fenti vizsgalatok eredmenyei

a kovetkezok:

Enzim IC50(nM)
kollagenaz 10
72 kDa zselatinaz 70
stromelizin 30

B. bioldgiai példa
A laboratdriumi allatokkal végzett vizsgalatokban a talalmany szerinti

vegyllet beadasa utan mérjiik az allatok vérében a tesztvegyulet koncent-
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raciéjanak id6beli valtozasat. A vegylletet gyomorszondan keresztul keze-
lési csoportonként 6 him (300 g sulyld) patkanynak adjuk be. A vérmintakat
a farokvénabdl torténd vérvétellel nyerjik a beadas utan 0.5, 1.0, 2.0, 6.0
és 24 o6raval. 0.4 ml vért 4.5 ml-es csOvekbe helyeziink, melyek 0.1 ml sa-
vas citrat-dextrézt (ACD) tartalmaznak véralvadasgatioként. Az extrahalas-
hoz 3 ml metanolt adunk a csévekhez és a kicsapddott vért centrifugalas-
sal ulepitjuk (30 perc 3000 fordulat/perc sebességgel). A feliiluszé 2 ml-es
alikvotjat eltavolitjuk és liofilezéssel betéményitjiik. Az extraktumot feloldjuk
200 pl DMSO-ban és egy 10 pl-es alikvotot felhasznélunk a klllagenaz-
inhibitor aktivitdas meghatarozasahoz. Az extraktumok kollagenaz-inhibitor
aktivitasat a fenti A. bioldgiai példaban emlitett kollagenaz-mérés felhasz-
nalasaval hatarozzuk meg, az inhibitor (azaz a gydgyszer és barmely aktiv
kapjuk meg. Az eredményeket ng/ml-ben kifejezett csicskoncentracioként,
a gorbe alatti tertletként (AUC) ng/ml x éra egységben kifejezve 0.5 és 24
6ra kozott, valamint a gorbe alatti teriiletként az ICso-ek szama x dra egy-

ségben kifejezve adjuk meg.
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Eredmények
Csucskonc. AUC (0.5-24 6ra) AUC (0.5-24 ¢6ra)

ng/ml ng/ml x 6ra ICs0-ek szama x 6ra
212 2966 | 674

A talalmany szerinti vegyuletet szajon keresztiil térténé beadas mel-
lett szintén teszteljik fehér selyemmajmokon és egészséges Onkéntes em-
bereken, és jelentds inhibitoraktivitasi szinteket talalunk ezen alanyok vé-

rében ilyen beadas utan.

C. biolégiai péida

A taldlmany szerinti vegylletet két rakos allatmodellen teszteljiik és
aktivnak talaljuk:

B16 egér melanéma modell

Ebben a modellben C57/BL6J egerek bdére ala 10° B16 egér
melanéma sejtet injektalunk. A tumorokat 18 napig hagyjuk néni, a tumor
tomegeét kalibralé6 mérések és a kovetkezd képlet segitségével szamitjuk ki:
tdmeg (mg) - hossz (mm) x szélesség (mm) + 4. Az egerek egy csoportja
(n=19) a vizsgalando vegyiiletet kapja, melyet a B16 tumorral atellenes ol-
dallagyék bére ala Ultetett miniatlir ozmotikus pumpa juttat a szervezetiik-
be. A pumpat a tumor injektalasa el6tti napon lltetjiik be és a vegyiiletet

360 ng/nap adagban juttatjuk az egerekbe. A kontrolicsoport (n=17) a
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megfelelé hordozbéanyag azonos térfogatat kapja azonos bedltetett pumpak
segitségével. |

A 18. napon a kontroll-tumorok atlagtomege 1145 + 97 mg (a 15. ab-
ran lathatd). A vegyllettel kezelt tumorok atlagtomege 774 + 50 mg. Ez a
csokkenés (32%-os a tesztvegyillet esetében) szignifikans (p < 0.005). A
vizsgalat végén vett mintak mérése azt mutatja, hogy a plazmaszint 26.8 +

3.2 ng/ml a tesztvegylilet esetében.

MDA-435 emli6-karcinéma modell

Ebben a modellben az allatokba MDA-435 sejteket injektalunk (10°
sejt/egér), a tumorokat négy napig hagyjuk néni, ekkor az allatokat a tumor
tdbmege szerint harom kezelési csoportba osztjuk (n = 15 csoportonkeént).
Az 5. napon minipumpakat Ultetlink be sebészeti uton, melyek vagy a hor-
dozdt, vagy a tesztvegyliletet tartalmazzak 15 mg/ml illetve 60 mg/ml kon-
centracioban (180 illetve 720 ug/egér/nap mennyiségben juttatjgk a ve-
gyuletet az allatba). A pumpakat a 19. napon Ujakra cseréljuk és a vizsga-
latot a 32. napon fejezziik be. A tumornévekedés dozisfliiggd gatlasat fi-
gyelhetjik meg, 19%-os gatlassal a 180 ug/egér/nap doézisnal, és 33%-os
gatlassal a 720 ug/egér/nap doézisnal. A gatldas a magasabb dézisnal sta-

tisztikailag szignifikdns (p < 0.005). A vizsgalat végén vett mintak mérése
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azt mutatja, hogy a plazmaszint 99 + 6 ng/ml és 136 + 42 ng/ml a tesztve-

gyulet alacsony és magas dézisat kap6 csoport esetében.

D. biolégiai példa

A talalmany szerinti vegyiletnek azon hajlamat teszteljik, hogy okoz-
e megfigyelhetd, tendinitisre utald jeleket patkanyokban. A taldlmany sze-
rinti vegyiilet (“A vegyiilet’) tendinitist okozé hatasat patkanyokban dssze-
hasonlitiuk egy kozeli szerkezeti izomer, nevezetesen az N'-[2,2-dimetil-
1S-(piridin-3-ilkarbamoil)-propil]-N*-hidroxi-2R-izobutil-3S-hidroxi-
szukcinamid (“B vegyulet”) hasonld hatasaval.

Him Lewis patkanyokat hasznalunk. Minden vizsgalatnal 30 patkanyt
lemériink és testsuly szerint csoportokba osztjuk, n=6/csoport. Minden
vizsgalatban egy megfelelé hordozét kapd kontrollcsoportot vizsgalunk a
kezelt csoportokkal parhuzamosan.

Az A vegyiiletet a mezilat-s6 alakjaban hasznéljuk beadasra, mig a B
vegyiiletet a szabad bazis alakban adjuk be. Az A vegyiilet 15 mg/ml-es
oldatanal a hordozé 50% DMSO, 37% 0.1 M metanszulfonsav, 13% steril
viz, a 30 mg/ml-es oldatanal a hordozé 50% DMSO, 37% 0.2 M
metanszulfonsav, 13% steril viz. A B vegyilet 15 mg/ml-es oldatanal a hor-

dozé 50% DMSOlviz.
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Alzet (markanév) ozmotikus minipumpakat (2ML2, 14 napos, Sul/éra
kapacitassal az Alza Corp.-tél, Palo Alto CA 94303) lemériink Uresen és
telitve, hogy megbizonyosodjunk a pontos téltési térfogatrél. A beultetés
el6tt a megtoltdétt pumpakat 37°C-os inkubatorba helyezzuk. Valamennyi
patkanyt halothannal altatjuk el. Amint az allatok elalszanak, a bdruket a
kivant helyen leborotvaljuk és fertétlenitjik. Egy hosszanti, kb. 2 cm-es be-
vagast ejtiink az elékészitett bérén, és egy bdr alatti zsebet alakitunk ki két
erszoritd segitségével. A minipumpakat behelyezzuk gy, hogy a pumpa
kimenete a sebbel atellenes oldalon helyezkedik el. A vagott sebet varra-
tokkal Osszezarjuk és a seb kortli teruletet Gjra fertdtlenitjk. A mitét utan
koézvetlenul valamennyi patkany fajdalomcsillapitét kap (Temgesic-
kereskedelmi marka- Reckitt and Colman), 0.1 mg/kg dézisban bér ala az
oldallagyékba. Az altatasbdl valé ébredés utan az allatokat visszahelyez-
zlik a ketrecekbe, melyek szaraz almot tartalmaznak, hogy biztositsuk a
seb pormentességét a gyogyulasig. A mitétet kdvetdé napon valamennyi
patkanyt visszahelyezzik standard alomra és 3-as csoportokba osztjuk,
hogy a tendinitis jeleit pontosabban megfigyelhessik.

A minipumpdak beliltetését kévetéen a patkanyokat lemérjuk és fi-
gyeljuk az esetlegesen fellépd tendinitis jeleit. A tendinitis megjelenését és
sulyossagat egy megfigyelésen alapulé pontozasos rendszerrel értékeljuk.

A patkanyokat 16 napon keresztiil naponta megfigyeljik. A 2-nél nagyobb
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atlagértékeket tartjuk szignifikansnak. Az alkalmazott pontozasi rendszer a

kovetkez6:

Tamaszkodas: Ha mozgasra késztetjlk az allatot:

normalis 0 normalisan mozog 0

egy labon tamaszkodik 1 kelletlenul mozog 1

egy labon sem tamaszkodik 2 kézepesen kelletlenil mozog 2
nagyon kelletlenul mozog 3

Testtartas

normalis 0

nem hasznal egy hatsé labat 1

nem hasznalja egyik hatso labat sem 2

Az eredmény azt mutatja, hogy az A vegyiiletet kapott patkanyok
(mind a 15 mg/ml, mind a 30 mg/ml dézis esetében, valamint a csak hor-
dozét kapott allatok is) nem mutatnak tendinitisre utalé szignifikans jeleket,
mig azok az allatok, melyek a B vegyiiletet kaptak, a 8 naptdl szignifikans
jeleket mutatnak (a 8. napon az atlagérték >2, amely a 15-16. napon 6-ra
emelkedik).

Annak meger@sitésére, hogy a fenti vizsgalatban az A és B vegyu-
letet kapé patkanyok plazmajaban megtalalhaték a minipumpak altal koz-

vetitett anyagok, a minipumpak beiiltetését kdvetd 3. és 10 napon vérmin-
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takat veszink a patkanyoktdl, melyeket enyhén elaltatunk halothannal a
farokvénan keresztiil. A vérmintakat (0.5 ml) 3.0 ml metanolt tartalmazé
csovekbe helyezziik, hogy a szabad és kotott vegylileteket extrahaljuk. Az
A illetve B vegyllet vérbeli koncentracidjat fluorimetrikus eljarassal hata-
rozzuk meg, a kumarin-peptid szubsztrat, Mca-Pro-Leu-Gly-Leu-Dpa-Ala-
Arg-NH, felhasznalasaval (Mca = (7-metoxikumarin-4-il)-acetil, Dpa = N-3-
(2,4-dinitrofenil)-L-2,3-diaminopropil) (lasd Knight et al., FEBS Lett. 1992,
296, 263-266). A beliltetést kdvetd 16. vagy 17. napon a vizsgalat véget ér,
ekkor az allatokat halothannal tulaltatjuk és vérmintakat (0.5 ml) veszink a

sziviregbdl, és az A illetve B vegyiilet vérbeli koncentracidjat meghataroz-

zuk.

E. biolégiai példa

A talalmany szerinti vegylilet hatasat vizsgaljuk a GBS egy allatmo-
delljében.

A kisérleti autoimmun neuritis (EAN) a periférias idegrendszer egy T-
sejt altal kozvetitett, autoimmun zavara. A modell rendelkezik a GBS sok
patoldgias jellemzéjével, példaul az ataxia, gyengeség és bénulas tinetei-
vel. Az EAN-t eldidézhetjuk Ugy, hogy az allatokba periférias idegekbdl
szarmazdé mielint, vagy a mielin egy fehérjekomponensét, példaul 0 Fehér-
jét injektalunk adjuvansban. Az EAN sériilés a gerincgyokérben és a perifé-

rias idegekben torténik, és a mononuklearis sejtek ér korili besziirédése,
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az axonok demielinizacidja és az idegek vezettkeépességeének csdkkenese
jellemzi. A TNFa szerepet jatszik a GBS és az EAN patoldgiajaban; a
GBS-betegek vérében a TNFa-szintek megemelkednek és az anti-TNFa
antitestek csokkentik a betegség sulyossagat az EAN-ben (Hartung HP.
Annals of Neurology 1993;33:563-567.)

A talalmany szerinti vegyuletet teszteljiik a patkany EAN modellben,
melyben a betegség tlneteit periférias idegek mielinjének adjuvansban
torténd injektalasaval valtjuk ki.

A vegyuletet sebészeti uton beiltetett minipumpak segitségével jut-
tatjuk be, 15 vagy 30 mg/ml koncentraciéban 5Sul/éra sebességgel (lasd a
D. bioldgiai példat), 7 illetve 14 mg/kg/nap dézisban. A vegyiilettel végzett
kezelés a kisérlet egész idétartama alatt, az 1.-15 napig szignifikansan,
dozisfiggd mdédon csdkkenti a klinikai tiinetek kialakulasat. A vegytilet ak-
kor is dozisfiggbéen csokkenti a klinikai tiineteket az EAN modellben, ha
terapiasan a 8.-15 napok kozott adjuk, 15 illetve 30 mg/ml koncentracio-

ban, 10ul/6ra sebességgel, tehat 14 illetve 28 mg/kg/nap ddézisban.

F. biolégiai példa
A talalmany szerinti vegyulet aktivitdsa az MS egy kisérleti modelljé-

ben:
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Mddszer

Az MS Matyszak és Perry altal leirt hiperszenzitivitdsi modellt alkal-
mazzuk (Matyszak MK and Perry VH. 1995. Demyelination in the central
nervous system following a delayed type hypersensitivity response to
bacillus Calmette-Guerin. Neuroscience 64:967-977). Him Lewis patkanyo-
kat elaltatunk és 10° hével eldlt Calmette-Guerin bacillust (BCG) tartalmaz6
foszfattal pufferolt sdoldat 1pl-ét injekciézzuk a bal félteke striatumaba. Az
injektalast egy 27G, 10ul kapacitdsu fecskendével végezzik,
sztereotaxikusan. Az injektalas koordinatai: bregma + 1.2 mm, lateralis +
3.0 mm és mélység 4.5 mm. 4 hét elteltével 200ul, 107 hével eldlt BCG or-
ganizmust komplett Freund adjuvansban tartalmazé oldatot injektalunk a
hatsé végtag bérébe. Ujabb 15 nap elteltével a patkanyok 2750U |l tipusu
torma-peroxidazt (HRP) tartalmazé intravénas injekciét kapnak. 30perccel
ezutan a patkanyokat mélyen elaltatjuk natrium-pentobarbitonattal és a szi-
ven keresztil 100 ml, 5000 U/l heparint tartalmazé 0.9% (w/v) NaCl oldatot,
majd ezt kévetéen 200 ml, 2% paraformaldehidet és 0.05% glutaraldehidet
tartalmazé parformaldehid-lizin-perjodat fixalé oldatot (PLP) aramoltatunk
at. Az allatok agyat eltavolitjuk, még egyszer fixaljuk PLP-ben tovabbi 4
oran keresztll, és 30%-0s szacharézban 4°C-on éjszakan at tortéend azta-
tassal védjik a fagyasztas karos hatasaitol, miel6tt egy Tissue-Tek O.C.T

(miles inc Elkhart USA) készllékben beagyazzuk és folyékony nitrogénben
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lefagyasztjuk. Koronalis, szabadon lebeg6 50 um-es metszeteket készitlink
a HRP Hanker-Yates mddszerrel torténd lokalizalasara (Perry VH et al.,
1992). Ez az eljaras egy késleltetett hiperszenzitivitasi reakciét valt ki a
sztereotaxikus BCG-injekcié helyén, melyre jellemzé a vér-agy gat lokalis
lebomlasa, melyet a HRP ereken kiviili jelenlétére iranyuld festés jelez; a
limfocitak beszirédése, melyet a leukocita altalanos antigén magas mole-
kulasulya formajara specifikus OX-22 antitesttel torténd festés mutat; a le-
ukocitak aktivalasa, melyet a Il osztalyu f6 hisztokompatibilitasi antigénre
specifikus OX-6 antitesttel végzett festés jelez; és a mielin lebomlas, mely-
re a mielin bazisfehérje elleni antitesttel térténd festés utal. Mindezek a
jellemzdk az MS-ban szenved6 betegek kdzponti idegrendszerében talal-
haté aktiv sérlléseket vagy plakkokat fémijelzik. A limfocitak szamat ugy
becstiljik meg, hogy a legintenzivebben festédétt terileteken megszamol-
juk az OX-22 pozitiv sejteket. Az egy latdbmezében 1évé sejtek szamat fel-
jegyezziik és sejtmm?3-ben fejezziik ki. A Il osztalyd MHC kifejez6désének,
a vér-agy gat szivargasanak és a demielinizaciénak a tertletét szamitoge-
pes képanalizis segitségével szamitjuk ki és mm?-ben fejezziik ki.

A talalmany szerinti vegyllet hatasat patkanyokon vizsgaljuk, a ve-
gyulet 30 mg/kg doézisat naponta kétszer szajon at beadva az allatoknak, a
masodik BCG-injekcié utan 5 nappal kezdve és a 15. napig folytatva. A ta-
lalmany szerinti vegyiiletet 0.01% Tween 80-at tartalmazé foszfattal

pufferolt sdoldatban formulazzuk. A kontrollallatok csak a hordozét kapjak.
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A talalmany szerinti vegylilettel kezelt allatokban a vér-agy gat szi-
vargasanak, a Il osztalyad MHC kifejez6désének, a demielinizacidénak a te-
ruletét és a T-sejtek szamat 6sszehasonlitjuk a csak hordozéval kezelt

kontrollallatok megfeleld értékeivel, a Student-féle T-teszt alkalmazasaval.

Eredmények

A hordozdval kezelt allatokban a DTH-valaszt a vér-agy gat lebomla-
sa, a limfocitdk beszlirédése, a Il osztalyd MHC kifejez6dése és a
demielinizacio jellemzi. A talalmany szerinti vegyilettel kezelt allatokban
jelentdés csokkenés tapasztalhatdé a vér-agy gat szivargasanak teriilete
(p<0.05) és a beszlrédé T-sejtek szama (p<0.0001) esetén. A
demielinizacio és a |l osztalya MHC kifejez6dése terliletének nagysagaban
is megfigyelheté csdkkenés, habar ez statisztikailag nem szignifikans.

A talalmany szerinti vegyulet hatasa a MS DTH-modelljében:

Hordozo Vegyllet
vér-agy gat szivargasa 6.325 + 1.953 2.042 + 0.487
T-sejt beszlrédés | 851.1 £66.5 341.2+21.9
Il osztalyd MHC kifejezédés 1.763 £ 0.370 1.318 £ 0.300
demielinizacio 0.960 + 0.329 0.758 = 0.227

Az értékek kozépérték + a kdzépérték standard deviacidja alakban

vannak megadva.
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. A (I) képletli N'-[2,2-dimetil-1S-(piridin-2-ilkarbamoil)-propil]-
N*-hidroxi-2R-izobutil-3S-metoxi-szukcinamid, vagy annak gy6gyszerésze-

tileg elfogadhaté sdja, hidratja vagy szolvatja.

2. Olyan gyogyszerészeti 6sszetétel, mely az N'-[2,2-dimetil-1S-
(piridin-2-ilkarbamoil)-propil]-N*-hidroxi-2R-izobutil-3S-metoxi-szukcinami-
dot, vagy gyogyszerészetileg elfogadhaté séjat, hidratjat vagy szolvatjat

egy gyogyszerészetileg elfogadhaté vivéanyaggal egydutt tartalmazza.

3. A 2. igénypont szerinti 6sszetétel, mely alkalmas a szajon ke-

resztul torténé beadasra.

4, Az N'-[2,2-dimetil-1S-(piridin-2-ilkarbamoil)-propil]-N*-hidroxi-
2R-izobutil-3S-metoxi-szukcinamid, vagy annak gydgyszerészetileg elfo-
gadhaté sdja, hidratja vagy szolvatja felhasznalasa gydgyszerészeti 6sz-
szetétel készitésére a reumds arthritis, a rdkos megbetegedések, a
sclerosis multiplex, a Guillain-Barre szindréma vagy a psoriasis kezelésére

emldsokben, beleértve az embert is.
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5. Eljaras a reumas arthritis, a rakos megbetegedések, a
sclerosis multiplex, a Guillain-Barre szindréoma vagy a psoriasis kezelésére
eml&sokben, beleértve az embert is, melynek soran az emlésnek az N'-
[2,2-dimetil-1S-(piridin-2-ilkarbamoil}-propil]-N*-hidroxi-2R-izobutil-3S-me-
toxi-szukcinamid, vagy annak gyogyszerészetileg elfogadhaté séja, hidratja
vagy szolvatja olyan mennyiségét adjuk be, mely hatdsosan csokkenti a

betegség tiineti és/vagy patoldgias megjelenéseit.
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