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A talalmany targya emlésok retrovirus fertdzéseinek, példaul HIV fertézeé-
sének kezelésére szolgald eljaras, amelyben olyan retrovirus proteaz inhibito-
rok kombinacioit alkalmazzak, amelyek a retrovirusok in vitro vagy in vivo
replikacidjanak megakadalyozasaban hatasosak. A talaimany targyat kaléngs-
képpen tébb protedz inhibitor vegyulet kombinacidjanak terapias alkalmazasa
képezi. A talaimany targyat képezi tovabba olyan kombinaciods terapia, amely-
ben proteaz inhibitorok és a protedz inhibitoroktol elteré mas virusellenes sze-

rek kombinéacidjat alkalmazzak.
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Retrovirus-proteazinhibitor kombinacidk—~

A taldlmany targyat emlésok retrovirus fertézéseinek kezelésére alkalmas
kombinaciés kompoziciok képezik, igy human immunhiany virus (HIV) fert6zés
kezelése retrovirus proteaz inhibitorok olyan kombinacidjaval, amelyek hatéko-
nyan megelézik az emlds retrovirusok, példaul HIV in vitro és in vivo
replikaciéjat. A talalmany kdzelebbrdl olyan kombinaciés kompozicidkra vonat-
kozik, amelyek egy proteaz inhibitor vegyuletet egy masik proteaz inhibitor ve-
gyulettel egyutt tartalmaznak.

A retrovirusok replikaciés ciklusa soran gag és gag-pol gén transzkripcios
termékek transzlécidja révén jonnek létre proteinek. A proteinek ezutan virus
altal kdédolt proteazok (vagy proteinazok) hatasara alakulnak virus enzimekké
és a virus mag szerkezeti proteinjeivé. Legszokdsosabban a gag prekurzor
proteinek alakulnak mag proteinekké, és a pol prekurzor proteinek virus enzi-
mekkeé, azaz reverz transzkriptazza és retrovirus proteazza. Kimutattak, hogy
ahhoz, hogy fert6zd vironok jéjjenek létre, a prekurzor proteineknek a retrovirus
proteaz altal valé pontos atalakitasa szikséges. Kimutattak példaul, hogy a HIV
lyozza a gag prekurzor protein atalakulasat. A HIV proteaz aktiv helyének egy
aszparaginsav egysége hely-fajlagos mutagenezise révén azt is kimutattak,
hogy a gag prekurzor protein atalakulasa gatiodik. Ennek megfeleléen kisérle-
teket tettek a virusreplikacié gatlasara retrovirus protedzok hatédsanak gatlasa-
val.

A retrovirus proteaz gatlas jellemzden egy atmeneti allapotd mimetikus
hatast foglal magaban, amelynek sordn a retrovirus proteaz egy olyan
mimetikus vegyuletnek tevédik ki, amely a gag és gag-pol proteinekkel kompe-
titiv modon (jellemzéen reverzibilis médon) kétédik az enzimhez, és ezzel gatol-

ja a szerkezeti proteinek kialakulasat és maganak a retrovirus proteaznak a
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szabadda valasat. |ly modon a retrovirus replikacios protedzok hatésosan ga-
tolhatok.

Javasoltdk a mimetikus vegylletek néhany csoportjiat, kuléndsen
protedzok gatlasara szolgalokat, példaul HIV protedz gatlasara alkalmasakat.
Az ilyen mimetikus vegyuletek kérébe tartoznak hidroxi-etil-amin izoszterek, re-
dukalt amid izoszterek és nem-peptid izoszterek. Lasd példaul az EP 0 346 847
és EP 0 342 541 szamu szabadalmi leirdsokban; a Roberts és munkatarsai:
"Rational Design of Peptide-Based Proteinase Inhibitors", Science 248, 358
(1990); Erickson és munkatarsai: "Design Activity, and 2.8 A Crystal Structure of
a C, Symmetric Inhibitor Complexed to HIV-1 Protease", Science, 249, 527
(1990); és S. Thaisrivongs: "Structure-Based Design of Non-Peptide HIV
Protease Inhibitors,", 35th Annual Buffalo Medicinal Chemistry Meetings, State
University of New York at Buffalo, Buffalo, NY, US, 1994. majus 22-25. szakiro-
dalmi helyeken.

Egy a retrovirus protedz inhibitorokkal, igy a HIV proteaz inhibitorokkal
kapcsolatos probléma, hogy az inhibitorra rezisztens virustérzsek fejlédtek ki.
Példaul a Merck & Co., L-735 524 jelélést HIV proteaz inhibitora hatasos em-
ber HIV fertézéseivel szemben, de a betegekben késébb az L-735 524 inhibitor-
ra rezisztens HIV torzsek fejlddnek ki [Waldholz: The Wall Street Journal, 1994.
februar 25., B3 oldal, és Condra és munkatarsai: Nature 374., 569-571 (1995).
Tovabbi példak talalhatok a Vacca és munkatarsai: Proc. Natl. Acad. Sci., USA,
91, 4096-100 (1994); Ho és munkatarsai: J. Virol. 68. 2016-2020 (1994); és
Sardana és munkatarsai: Biochem. 33. 2004-2010 (1994) szakirodalmi helye-
ken].

A kovetkezékben roviden ismertetjik a talalmanyt.

A taldimany emlésok retrovirus fertézéseinek, igy ember immunhiany virus
(HIV) fertézésének kezelésére alkalmas kombinacios készitményekre vonatko-

zik, amelyek a retrovirusok in vitro vagy in vivo replikaciéjat megakadalyozd
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hatasos retrovirus proteaz inhibitorokat tartalmaznak. igy a talaimany foként
olyan kombinacids kompozicidkra vonatkozik, amelyek proteaz inhibitor vegyu-
letek kombinaciéjabdl allnak. Tovabba, ez a kombinacié tartalmazhat tovabbi vi-
rusellenes szereket is.

A kovetkezdkben részleteiben ismertetjik a taldimanyt.

A retrovirus proteaz egy kritikus enzim a retrovirus replikaciés folyamat-
ban. A retrovirusok, igy a HIV szaporodasa gatolhaté azaltal, ha a virust egy
retrovirus proteaz inhibitornak tesszik ki. Ha azonban a retrovirust tartésan
tesszUk ki a proteaz inhibitor hatasanak, varians retrovirusok szelektalédhatnak
ugy, hogy létrejon egy Uj, a tébbivel szemben tulstlyban 1évd, a proteaz inhibi-
torral szemben rezisztens retrovirus térzs. Ez a talsulyban 1évé retrovirus térzs
olyan proteaz termelésére képes, amelyet mar nem gatol vagy tobbnyire nem
kielégitden gatol a proteaz inhibitor, és ez a térzs a proteaz inhibitor jelenlété-
ben is szabadon szaporodhat, kivéve, ha az inhibitor koncentracidjat lényege-
sen megnoveljuk. A talaimany megoldast nyujt a retrovirus proteaz inhibitorok
irant rezisztens retrovirus térzsek kialakulasa megakadalyozasara.

A talalmany szerinti kombinaciés kompoziciok, amelyek emlésék, példaul
ember, majom, macska és hasonlok kezelésére alkalmasak, legalabb két
retrovirus proteaz inhibitor hatdsos mennyiségébdl tevédnek 6ssze. A kompo-
ziciék adagolhatok oly moédon, hogy legalabb két retrovirus protedz inhibitort
egyidejuleg adagolunk, azaz két vagy tébb retrovirus proteaz inhibitort ugy
adagolunk, hogy legalabb két inhibitor hatasos mennyisége minden idében je-
len legyen az emlésben. Mas megoldas szerint az adagolast végezhetjik leg-
alabb ket retrovirus proteaz inhibitor egymast kovetd vagy valtakozé adagola-
saval, azaz, a kombinéacié két vagy tébb retrovirus proteaz inhibitorat Ggy ada-
goljuk, hogy egyidejlleg csak egy inhibitor hatdsos mennyisége legyen jelen az

emlbsben. A retrovirus proteaz inhibitorok megfelelé megvalasztasaval ezzel a
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modszerrel hatasosan ellenérizhetjik a retrovirusok szaporodasat meg az in-
hibitorok valamelyikére rezisztens torzs jelenléte esetén is.

A retrovirus protedz inhibitorokat azoknak a rezisztens retrovirus
térzs(ek)nek a profilja alapjan valasztjuk meg, amelyek a retrovirusok szaporo-
d6 tenyészetének in vitro vagy in vivo az inhibitomak valo kitételekor létrejon-
nek. A retrovirus proteaz inhibitorokat Ugy valasztjuk meg, hogy ne jelentkezzen
kereszt-rezisztencia egy retrovirus rezisztens térzsre sem. A retrovirus torzset
akkor tekintjuk két proteaz inhibitorra kereszt-rezisztenciaval birdnak, ha a
retrovirus térzs mindkét inhibitorra rezisztens. Mig némi kereszt-rezisztencia
elviselhetd, elényds, ha az egy csoportban alkalmazott kivalasztott retrovirus
protedz inhibitorok kozott nem létezik kereszt-rezisztencia. igy egy olyan
retrovirus varians (vagy mutans) térzs, amely egy elsé retrovirus proteaz inhibi-
tornak valo kifejlddésre képes, még gatolt lesz a masodik retrovirus proteaz in-
hibitor altal, vagy ha a kitétel folytan mind az elsé, mind a masodik retrovirus
protedz inhibitorral szemben rezisztencia fejlédik ki, a gatlas még egy harmadik
retrovirus proteaz inhibitorral megvalosithatd, vagy egy negyedik retrovirus
proteaz inhibitorral, és igy tovabb.

A kulénb6zé protedz inhibitorok kereszt-rezisztencia profiljat sszehason-
litiuk, és a kombinaciés kompozicidkhoz olyan vegyuleteket valasztunk ki,
amelyek elénydsen nem, vagy csak gyenge kereszt-rezisztenciaval birmak. A
gyogyszer rezisztencia fenotipusokat a nem-rezisztens, alacsony rezisztencia
szint(i (az ECso vagy ECe értékeket mintegy 10-szeresnél kisebb mértékben
eltold), kézepes rezisztencia szintl (az ECso vagy ECy szinteket mintegy 10 és
mintegy 100-szoros kozo6tti mértékben eltolé) vagy magas rezisztencia szintl
(az ECso vagy ECgo értékeket tébb mint mintegy 100-szoros mértékben eltold)
csoportokra oszthatjuk. Feltételezzik, hogy a gyogyszer rezisztencia korrelaci-
6ban van a beteg virusterhelésére gyakorolt csokkent hatéssal, ha az elérhetd

in vivo inhibitor koncentraciok csékkent proteaz gatlé hatast fejtenek ki a rezisz-



tens virusra. igy elényésebbek azok a proteaz inhibitor kombinacidk, amelyek
minimalis kereszt-rezisztencia profillal birmak (azaz elénydésen nem tébb mint
k6zepes rezisztencia szintliek; még elényésebben nem tébb mint alacsony re-
zisztencia szintlek, legelénydésebben nem rezisztensek), és maximalis bels6
eredet(l (intrinzik) hatassal bimak a vad tipus( és/vagy rezisztens virusokra,
amelyek egy mas inhibitorral szemben szelektalodtak. Egy elsé vegyulettel vald
kombinacidban valé alkalmazéasra elény6s példaul egy olyan vegyulet, amely
elénydsen hatasos az olyan virustérzsekkel szemben, amelyek az els6 vegyulet
irant kozepes vagy még elénydsebben magas szintd rezisztenciat mutatnak.
Minden inhibitor és kombinacié farmakolégidja és toxikologidja részét képezi az
inhibitor kombinacié megvalasztasanak.

Még elénydsebb a retrovirus protedz inhibitorok megvalasztasa, ha leg-
alabb egy, az elsé retrovirus protedz inhibitor ellen rezisztens virustorzs és
legalabb egy, a masodik retrovirus proteadz inhibitor ellen rezisztens térzs ka-
I6nb6z6 aminosav helyettesitettséggel bir a proteaz peptid szekvencianak azon
inhibitor rezisztencidhoz hozzajarul. igy korlatozott azoknak a lehetséges ami-
nosav helyettesitéseknek a szdma, amelyek a protedz azonos helyén eléfordul-
hatnak. Kuléndsen igaz ez akkor, ha ez a hely az enzim aktivitdsa, hatékonysa-
ga és/vagy stabilitasa szempontjabdl kritikus.

Ezt az eseményt észleltuk a késtbb bemutatasra kertlé 1. és 2. példa
szerinti HIV proteaz inhibitorok vonatkozasaban. Az 1. példa szerinti vegyulet
irdnti retrovirus rezisztencia a HIV protedz 88-helyzeti aminosavjanak helyi
mutacitjabol adodott (a 88-helyzetll aszparagin aszparaginsavra cserélodott). A
2. példa szerinti vegyulet iranti retrovirus rezisztencia a HIV proteaz 88-
gin szerinre cserélédott). Ismert néhany olyan, a 88-helyzetl aminosavat érinté

helyettesités, amely az enzimaktivitas elvesztésével jar [Loeb és munkatarsai:



Nature 340, 387-400 (1989)]. igy, ha mind az 1., mind a 2. példa szerinti HIV
protedz inhibitort adagoljuk, Iényegesen csokken annak valészinisége, hogy
mindkét inhibitor iranti keresztrezisztenciaval bird virustérzsek jGjjenek létre si-
kerrel. Nem észleltiink a 6-hetes kezelés alatt a kombinaci6 alkalmazasa mellett
mindkét inhibitorra iranyulé rezisztenciat, mig egyetlen inhibitor esetén azonos
kérilmények mellett megjelent a rezisztens fenotipus. Az enzimaktivitast érinté
helyen bekévetkezd mutacié mellett ugyanabban a variansban mas helyen is
bekdvetkezhet mutacid, amely nem érinti lényegesen az enzimaktivitast és/vagy
rezisztenciat.

Mas modon, még elénydsebben, retrovirus proteéz inhibitorokat ugy va-
lasztunk, hogy ha legalébb egy az elsé retrovirus proteaz inhibitor irant rezisz-
tens egy virustérzs van, az megnévekedett érzékenységgel birjon az emilitett
masodik protedz inhibitor irdnt, vagy ha legalabb egy virustérzs rezisztens a
mésodik retrovirus protedz inhibitor irant, ez megnévekedett érzékenységgel
birjon az els6 proteaz inhibitor irant.

A talalmany megvaldsitaséra alkalmas retrovirus proteéz inhibitorok keép-
viseldi - a korlatozas szandéka nélkil - azok a protedz inhibitorok, amelyeket a
08/152 934 szamG (1993. november 15-én bejelentett), 08/253 531 szamu
(1994. junius 3-an bejelentett), 08/109 787 szamu (1993. augusztus 20-an beje-
lentett), 08/110 911 szadmu (1993. augusztus 24-én bejelentett), 08/110 913
szamu (1993. augusztus 24-én bejelentett), 08/110 912 szamu (1993. augusz-
tus 24-én bejelentett), 08/204 827 szamu (1994. mércius 2-an bejelentett),
07/886 556 szamu (1992. majus 20-an bejelentett), 07/886 663 szamu (1992.
majus 20-an bejelentett), 07/886 531 szamu (1992. méjus 20-an bejelentett),
08/148 817 szamu (1993. november 8-an bejelentett), 08/886 700 szamu (1992.
méjus 21-én bejelentett), és 07/998 187 szamu (1992. december 29-én bejelen-
tett) amerikai egyesult allamokbeli szabadalmi bejelentésekben, valamint a

PCT/US93/10552 szamu (1993. oktéber 29-én bejelentett), PCT/US93/10460
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(1993. oktdber 29-én bejelentett) és PCT/US93/10461 (1993. oktdber 29-én
bejelentett) szabadalmi leirasokban ismertetnek, amelyek mindegyikét teljes
egészében beépitjuk leirasunkba referenciaként.

Tovabbi, a talalmany szerinti alkalmazasra alkalmas retrovirus proteaz in-
hibitorokat ismertetnek - a korlatozas szandéka nélkul - az 5 157 041 szamu
amerikai egyesuilt allamokbeli szabadalmi leirdsban, a 346 847 szamu eurdpai
szabadalmi leirasban, a 07/883 825 szamu (1992. majus 15-én benyuitott)
amerikai egyesult allamokbeli szabadalmi bejelentésben, a WO 93/09096 kéz-
zétételi szamu PCT szabadalmi leirdsban, valamint a Tet. Lett, 35., 673-676
(1994); Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 91, 4096-4100 (1994); Y. N. Wong és mun-
katarsai., Biopharm. & Drug Dispos. 15, 535-544 (1994); M.L. West és D. P.
Fairlie, Trends Pharmacol. Sci. 16, 67-75 (1995); és S. Thaisrivongs, "HIV
Protease Inhibitors”, Ann. Reports Med. Chem. 29. kétet, 14. fejezet, 133-144.
oldal (1994), Academic Press, szerk.: J. Bristol szakirodalmi helyeken, amelyek
mindegyikeét teljes egészében referenciaként épitjik leirasunkba.

Ugy véljuk, hogy szakember a leirasban foglalt kitanitas birtokaban to-
vabbi vizsgalatok nélkul a taldimanyt teljes terjedelmében hasznositani tudja. A
kévetkez6kben elényés sajatos megvaldsitasi modokat ismertetink példakban
anélkdl, hogy minden lehetséges vegyulet-kombinacid kimerité leirasat adnank,
csak néhany olyan hatéanyag-kombinaciot ismertetink, amelyet hatasosnak
tartunk. Ezek és mas protedz inhibitorok rezisztens virus izolatumok alkalmaza-
saval valo vizsgélata segithet a megfelelé hatéanyag-kombinacidk azonositasa-
ra anelkll, hogy a felsoroltakra korlatoznank a lehetéségeket. Ezért az alabbi
elonyds megvalositasi modok csak a szemléltetést szolgaljgk a korlatozas

szandéka nélkul.
1. Példa, (1) képleti vegyiilet
Az [1${1R(R),2S-N"-[3-[(1,1-dimetil-etil)-amino}-karbonil])-2-metil-pro-

pil)-amino]-2-hidroxi-1 ~(fenil-metil)-propil]-2-[(2-kinolinil-karbonil)-amino]-butan-



diamid eléallithatd a 08/152 934 szamu (1993. november 15-én bejelentett) és a
08/156 498 szamu (1993. november 23-an bejelentett) szabadalmi bejelenté-
sekben leirt modon, amelyek bejelentéi jelen bejelentésével azonosak, mindkét

leirast teljes terjedelmében referenciaként leirdsunkba beepitjuk.

2. Példa, (2) képleti vegyiilet

A (2R,3S)-3-(N-metil-amino-acetil-L-terc-butil-glicinil)-amino-1-(N-izoamil-
-N-(terc-butil-karbamoil))-amino-4-fenil-2-butanol  eléallithaté a 08/109 787
szamu (1993. augusztus 20-an bejelentett), a jelen bejelentéssel egyidejlleg
benyuitott 2766/1 (igyvivéi szamu, és a 08/156 498 szamu (1993. november 23-
-an benyujtott) szabadalmi bejelentésekben leirt médon, mindharom bejelentés
bejelentdje jelen bejelentésével azonos, és mindharmat teljes terjedeimében

referenciaként épitjuk be leirasunkba.

3. Példa, (3) képleti vegyiilet

A (2R-hidroxi-3-[[(4-metoxi-fenil)-szulfonil}-(2-metil-propil)-amino}-1S-(fenil-
-metil)-propil]-karbaminsav-5-pirimidil-metil-észter eldallithato a 08/110 911
szamu (1993. augusztus 24-én benyUjtott) és a 08/156 498 szamu (1993. no-
vember 23-an benyujtott) amerikai egyesult allamokbeli szabadalmi bejelente-
sekben ismertetett médon, a fenti bejelentések mindegyikének bejelentbje jelen
bejelentésével azonos, mindkét bejelentést teljes terjedelmében referenciakeént

épitjuk leirasunkba.

4. Példa, (4) képletia vegyiilet

Az [1S1 R'(R*),28']]-N-[2—hidroxi-3-[N’-(2—metil-propiI)-N1—(4-metoxi-fenil-
-szulfonil)-amino]-1-(fenil-metil)-propil]-2-metil-3-(metil-szulfonil)-propanamid
eléallithatd a 08/110 913 szamu (1993. augusztus 24-én benydujtott) és a
08/156 498 szamu (1993. november 23-an benyujtott) amerikai egyesuit

allamokbeli szabadalmi bejelentésekben ismertetett médon, amelyek mindegyi-



kének bejelentdje jelen bejelentésével azonos, mindkettét teljes terjedelmében

referenciaként épitjuk leirasunkba.

5. Példa, (5) képleti vegyiilet

Az N-(2(R)-hidroxi-1(S)-indanil)-2(R)-fenil-metil-4(S)-hidroxi-5-(1-(4-(3-piri-
dil-metil)-2(S)-N'-(terc-butil-karboxamido)-piperazinil))-pentanamid  (L-735 524)
elballithatd a 07/883 825 szamu (1992. majus 15-én benydjtott amerikai egye-
sult allamokbeli szabadalmi leirasban és a WO 93/09096 koézzétételi szamu
PCT szabadalmi leirasban, valamint a Tet. Lett. 35, 673-676 (1994) és Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 91: 4096-4100 (1994) szakirodalmi helyeken leirt eljara-

sokkal, a fenti hivatkozasok mindegyikét teljes terjedeimében referenciaként

épitjuk leirasunkba.

6. Példa, (6) képleti vegyiilet

Az  N-terc-butil-dekahidro-2-[2(R)-hidroxi-4-fenil-3(S)-[[N-(2-kinolil-karbo-
nil)-L-aszparaginil]-amino]-butil]-(4aR,8aS)-izokinolin-3(S)-karboxamid (Ro 31-
-8959) el6allithaté az 5 157 041 szamu amerikai egyesult allamokbeli szaba-
dalmi leirasban ismertetett médon, amely leirast teljes terjedeimében referenci-

aként épitlnk leirasunkba.

7. Példa, (7) képleti vegyiilet

Az [1S-{1R*(R*),2S"]-N"{3-[[[(1,1-dimetil-etil)-amino]-karbonil}-(3-metil-bu-
til)-amino]-2-hidroxi-1-(fenil-metil)-propil}-2-[(2-kinolinil-karbonil)-amino]-butan-
diamid el6allithaté a 08/152 934 szamu (1993. november 15-én benydjtott) és a
08/156 498 szamu (1993. november 23-an benyujtott) amerikai egyesult
allamokbeli szabadalmi bejelentésekben ismertetett médon, mindkét bejelentés
bejelentdje azonos a jelen bejelentésével, és mindkét hivatkozott szabadalmi

leirast teljes terjedelmében referenciaként épitjik leirasunkba.



-----

- 10 -

8. Példa, (8) képleta vegyiilet

Az N-[IS-[NZ-[N1 -(1.1 -dimetiI-etil)—amino-szulfoniI]-Nz-(2-metiI-propil)-amino]-
-2R-hidroxi-1 S-(fenil-metil)-propiI]-2S-[(2—kinolinil-karboniI)-amino]-buténdiamid
eléallithatd a PCT/US93/10552 szamu (1993. oktéber 29-én benyujtott) szaba-
dalmi bejelentésben és a 08/156 498 szamu (1993. november 23-an benyuijtott)
amerikai egyesult allamokbeli szabadalmi bejelentesben ismertetett eljarasok-
kal, melyek mindegyikének bejelentdje a jelen bejelentés bejelentdjével azonos,'

mindkét bejelentést teljes terjedelmében referenciaként épitjuk leirasunkba.

9. Példa, (9) képleta vegyiilet

A (28,3R,4S,58)-2,5-bisz—[N—[N-[[N-metiI-N-(2-piridinil-metil)—amino]-karbo—
nil]—valinil]-amino]-3,4-dihidroxi-1,6-difeni|—hexén (A-77003) eldallithatd a J.
Med. Chem. 36. 320-330 (1993) szakirodalmi helyen leirt maodon, amelyet teljes

terjedelmében referenciaként épitink leirasunkba.

10. Példa, (10) képleta vegyiilet

A (28,3S,58)—5-[N-[N-[N-metil-N-[(Z-izopropiI-4-tiazolil)-metil]-amino]-kar-
bonii]-valiniI]—amino]-2-[N-[(5-tiazolil)-metoxi-karboniI]-amino]-3-hidroxi—1 ,6-di-
fenil-hexan (A-84538, ABT-538) eldallithaté a WO 94/14436 kozzétételi szamd
PCT szabadalmi bejelentésben (1993. december 16-an benyuitott) leirt modon,

amelyet teljes terjedelmében referenciakent épitink leirasunkba.

11. Példa, (11) képleta vegyiilet

A [2R-hidroxi—3-[[(4-amino-fenil)-szulfoniI]-(2-metiI-propil)—amino]-1S-(fenil-
-metil)-propil]-karbaminsav-3S-tetrahidrofuranil-észter (VX-478) eléallithatd a
WO 94/05639 kozzétételi szamu (1993. szeptember 7-én benydjtott) PCT sza-
badalmi bejelentésben ismertetett médon, amelyet telies egészében referencia-

ként épitunk leirasunkba.
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12. Példa, (12) képleta vegyiilet

Az  N-terc-butil-dekahidro-2-[2(R)-hidroxi-4-(fenil-tio)-3(S)-[[N-[(2-metil-3-
-hidroxi-fenil)-karbonil}-amino]-butil]-(4aR,8aS)-izokinolin-3(S)-karboxamid (AG-
-1343, AG-1350) eldallithaté a Bioorg. & Med. Chem. Let. 5, 715-720, 5, 721-
726 és 5, 727-732 (1995) szakirodalmi helyeken ismertetett modon, amelyek
mindegyikét telies egészében referenciaként épitjik leirasunkba. Kalénésen a
3-hidroxi-2-metil-benzoesav HOBT aktiv észtere [Bioorg. & Med. Chem. Let. 5,
727-732 (1995)] kapcsolhaté az N-terc-butil-dekahidro-2-{2(R)-hidroxi-4-(fenil-
-tio)-3(S)-amino-butil]-(4aR,8aS)-izokinolin-3(S)-karboxamidhoz [Bioorg. & Med.
Chem. Let. 5, 715-720 (1995)].

13. Példa, (13) képleti vegyiilet

A [4R-(40,50,6B,7B)]-1,3-bisz|(3-amino-fenil)-metil]-hexahidro-5,6-dihid-
roxi-4,7-bisz(fenil-metil)-2H-1,3-diazepin-2-on (DMP-450, XM-412) el6allithat6 a
WO 93/07128 kozzétételi szamu PCT szabadalmi bejelentésben ismertetett
moédon, amelyet teljes egészében referenciaként leirdsunkba épitink. Kuiéno-
sen egy 3-nitro-fenil-metil-halogenid, igy a 3-nitro-fenil-metil-klorid vagy -bromid
reagal a hidroxilcsoporton védett [4R-(4a,50,68,7p)]-hexahidro-5,6-dihidroxi-
-4,7-bisz(fenil-metil)-2H-1,3-diazepin-2-on-szarmazékkal, ezt koévetéen a
hidroxilcsoportok véddcsoportjat eltavolitiuk (lasd a WO 93/07128 kozzétételi
szamu PCT szabadalmi leirasban), és a nitrocsoportot aminocsoportta redukal-

juk. Az ilyen redukalas szakember szamara ismert eljarasokkal végezheto.

14. Példa, (14) képleti vegyiilet
N-[2R-hidroxi-3-[[(1,3-benzodioxol-5-il)-szulfonil]-(2-metil-propil)-
-amino]-1S-(fenil-metil)-propil]-2S-[[(pirrolidin-1-il)-acetil]-amino]-3,3-
-dimetil-butanamid elSallitasa

A Rész: 1,3-benzodioxol-5-szulfonil-klorid eléallitasa

4,25 g vizmentes N,N-dimetil-formamid 0 °C hémérsékletd oldatahoz nit-

rogéngaz atmoszférédban 7,84 g szulfuril-kloridot adunk, ekkor sziladrd anyag
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képzédik. Az elegyet 15 percig keverjik, majd 6,45 g 1,3-benzodioxolt adunk
hozza, és 2 6ran at 100 °C hdmérsékleten tartjuk. Ezutéan az elegyet leh(tjuk,
jeges vizbe éntjuk, metilén-kloriddal extrahaljuk, magnézium-szulfaton szaritjuk,
sz(rjuk, majd bestritjik. 7,32 g nyersterméket nyerink fekete olaj formajaban.
Ezt a nyersterméket szilikagélen kromatografaljuk, 20 % metilén-kloridot tartal-
mazo6 hexant alkalmazunk eluensként, igy 1,9 g (1,3-benzodioxol-5-il)-szulfonil-
-kloridot nyerunk.

Mas modon, egy 22 literes gbémblombikot mechanikus keverdvel,
kondenzaloh(itével, melegitéképennyel és nyomaskiegyenlitd csepegtetétol-
csérrel szereliink fel, és 2778 g, 18,1 mol kén-trioxid-DMF-komplexet adunk
bele. Ezutan 4 liter dikiér-etant adunk hozza, és meginditjuk a keverést. A cse-
pegtetétélcséren at 5 perc alatt 1905 g, 15,6 mol 1,3-benzodioxolt adunk az
elegyhez, majd hémérsékletét 75 °C-ra néveljik, és 22 6ran at ezen az értéken
tartjuk (NMR vizsgélat szerint a reakci6 9 6ra alatt lejatszédik). A reakcioelegyet
26 °C hémérsékletre hitjuk, és 2990 g, 18,1 mdl oxalil-kloridot adunk hozza
olyan sebességgel, hogy az elegy hémérsékletét 40 °C alatt tartsuk (ez mintegy
1,5 orat vesz igénybe). Az elegyet ezutan 67 °C hémérsékleten tartjuk 5 6ran at,
majd jégfurdében 16 °C-ra hitjuk. Az elegyhez 5 liter vizet adunk olyan sebes-
séggel, hogy hémérséklete 20 °C alatt maradjon. A viz teljes beadagolasa utan
az elegyet 10 percig keverjuk. A rétegeket elvalasztjuk, a szerves fazist 2 x 5
liter vizzel mossuk. A szerves fazisokat 500 g magnézium-szulfaton szaritjuk,
majd a szaritéanyag eltavolitasara szirjuk, ezutan az olddészert vakuumban 50
°C hémérsékleten eltavolitiuk. A visszamaradé meleg folyadékot hagyjuk lehul-
ni, ekézben szilard anyag képzddése indul meg. 1 6ra elteltével a szilard anya-
got 400 ml hexannal mossuk, szurjuk, és szaritjuk. igy 2823 g kivant szulfonil-
-kloridot nyertink. A hexanos mosoéfolyadékot besuritjuk, a kapott szilard anya-

got 400 m! hexannal mossuk, igy tovabbi 464 g szulfonil-kloridot nyerunk. Az
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&ssz-hozam az 1,3-benzodioxoira vonatkoztatott 955 %, az 0Ossz kapott

anyagmennyiség 3287 g.
B Rész: 2S-[Bisz(fenil-metil)-amino]-3-fenil-propanol elGallitasa

1. Eljaras: 2S-[bisz(fenil-metil)-amino]-3-fenil-propanol eléallitasa a

DIBAL-béI. N,N-bisz(fenil-metil)-L-fenilalanin-fenil-metil-észter reduka-

lasa

1. Lépés: 50,0 g, 0,302 mol L-fenilalanin, 24,2 g, 0,605 mol natrium-
-hidroxid és 83,6 g, 0,605 mdl kalium-karbonat 500 ml vizben keszuit oldatat 97
°C hémérsékletre melegitjik. Az elegyhez lassan (25 perces adagolasi id6 alatt)
108,5 ml, 0,605 mél benzil-bromidot adunk. Az elegyet 97 °C hémérsékleten 30
percig nitrogéngdz atmoszféraban keverjuk. Az oldatot szobahdmeérsékletre
hitjak, 2 x 250 mi toluollal extrahaljuk, majd az egyesitett szerves fazisokat viz-
zel és séoldattal mossuk, magnézium-szulfaton szaritjuk, szdrjik, majd olajja
stritiuk be. Az N,N-bisz(fenil-metil)-L-fenilalanin-fenil-metil-észter szilikagél
oszlopon kromatografélassal tisztithaté eluensként 15 % etil-acetatot tartalmazé
hexan alkalmazasaval. Szokasosan a termék elegendden tiszta ahhoz, hogy a
kévetkezd |épésben tovabbi tisztitas nélkil hasznaljuk fel. EIMS: m/z 434 (M-1).

2. Lépés: Az eldzé reakcidban kapott 0,302 mél benzilalt fenil-alanin-fenil-
-metil-észtert 750 ml toluolban oldjuk, és -55 °C hémérsékletre hitjak. Az oldat-
hoz 443,9 ml, 0,666 mdl, 1,5 mol/literes toluolos DIBAL oldatot adunk olyan se-
bességgel, hogy a hémérsékietet -55 °C és -50 °C kozétt tartsuk (az adagolas
ideje mintegy 1 6ra). Az elegyet 20 percig nitrogéngaz atmoszféraban keverjuk,
majd -55 °C hémérsékleten lassan hozzaadunk 37 ml metanolt. A hideg oldatot
ezutan 1,8 liter hideg (5 °C hémérsékletd) 1,5 n hidrogén-kloridba 6ntjuk, a ki-
csapodott mintegy 138 g szilard anyagot kisz(rjuk, és toluollal mossuk. A szi-
lard anyagot 400 ml toluol és 100 mi viz elegyében szuszpendaljuk. Az elegyet
5 °C hémérsékletre hitjuk, 186 ml, 2,5 n natrium-hidroxidot adunk hozza, és

szobahémérsékleten a szilard anyag oldédasaig keverjuk. A toluolos fazist a vi-
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zes fazistdl elkilénitjok, vizzel és sdoldattal mossuk, magnézium-szuifaton sza-
ritjuk, szurjuk, és 75 ml térfogatra (89 g) sdritjik be. A visszamarad6 anyaghoz
25 mi etil-acetatot és 25 ml hexant adunk, ekkor a kivant alkohol kristalyosoda-
sa megkezdddik. 30 perc elteltével tovabbi 50 ml hexant adunk a tovabbi krista-
lyosodas elbsegitésére az elegyhez. A szilard anyagot szUrjik, 50 ml hexannal
mossuk, igy 34,9 g els6 hozamot nyerink a termékbdl. A termék 5,6 g-os ma-
sodik hozamét az anyallg ismételt sztirésével izolaljuk. A két hozamot egyesit-
juk, és 20 ml etil-acetatbol és 30 ml hexanbol atkristalyositjuk. igy az L-
-fenilalaninra szamitott 40 %-os hozammal 40 g 2S-[bisz(fenil-metil)-amino]-3-
-fenil-propanolt nyertnk.

Elemzési eredmények a CxH.sON képlet alapjan:

szamitott: C%=8334 H%=760, N%=4723;

talalt: C%=8343, H%=759, N%=422

2. Eljaras: BS-2-[Bisz(fenil-metil)-amino]-benzol-propanol eléallitasa

L-fenil-alaninol N,N-dibenzilezésével

176,6 g, 1,168 mdl L-fenilalaninolt 484,6 g, 3,506 mél kalium-karbonat 710
ml vizben készilt kevert oldatahoz adunk. Az elegyet nitrogéngaz atmoszféra-
ban 65 °C hémérsékietre melegitjik, majd 400 g, 2,339 mdl benzil-bromid 305
ml 3A etanolban készult oldatat adjuk hozza olyan sebességgel, hogy az elegy
hémérséklete 60-68 °C kdzétt maradjon. A bifazisos oldatot 65 °C hdmérsékle-
ten 55 percig keverjuk, majd erételjes keverés mellett hagyjuk 10 °C hémérsék-
letre halni. Az olajos termék kis granulumok formajaban megszilardul. A termé-
ket 2,0 liter csapvizzel higitjuk, és 5 percig keverjik, hogy a szervetlen meliek-
termékek oldodjanak. A terméket vakuumban végzett sztréssel kaldnitjuk el, és
vizzel pH = 7-ig mossuk. A kapott nyersterméket 1,1 liter 1:10 aranyu etil-
-acetét/heptan elegybdl kristalyositjuk. A terméket -8 °C hémérsékleten végzett
szlréssel kulonitjuk el, 1,6 liter hideg (-10 °C hémérsékletd) 1:10 aranyu etil-

-acetat/heptan eleggyel mossuk, és levegdn szaritjuk. 88 %-os hozammal 339 g
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2S-[Bisz(fenil-metil)-amino]-3-fenil-propanoit nyerink, amelynek olvadaspontja

71,5-73,0 °C.

C Rész: 2S-[Bisz(fenil-metil)-amino]-3-fenil-propanaldehid eléallitasa

1. Eljaras: 200 g, 0,604 mdl 2S-[bisz(fenil-metil)-amino]-3-fenil-propanolt
300 ml, 2,15 mol trietil-aminban oldunk. Az elegyet 12 °C hémersékletre hatjak,
és 380 g, 2,39 mél kén-trioxid/piridin komplex 1,6 liter DMSO-ban késziilt olda-
tat adjuk hozza olyan sebességgel, hogy az elegy hémérséklete 8 - 17 °C ma-
radjon. Az oldatot szobahémérsékleten, nitrogéngaz atmoszféraban 1,5 oran at
keverjik, majd jeges vizzel hittjuk, és 45 perc alatt 1,6 liter hideg (10-15 °C ho-
mérsékletl) vizet adunk hozza. A kapott oldatot 2,0 liter etil-acetattal
extrahaljuk, 2,0 liter 5 %-os citromsavval és 2,2 liter séoldattal mossuk, 280 g
magnézium-szulfaton szaritjuk, majd szrjuk. Az elegyrdl az oldészert vakuum-
ban eltavolitjuk, a visszamaradd anyagot vakuumban szaritjuk, igy 99,9 %-os
hozammal 198,8 g 2S-|bisz-(fenil-metil)-amino]-3-fenil-propanaldehidet nyertnk
halvanysarga olaj formajaban. A kapott nyerstermék elegendden tiszta ahhoz,
hogy a kévetkezd lépésben tisztitas nélkil hasznaljuk fel.

2. Eljaras: 8,4 mi, 0,096 mél oxalil-klorid 240 ml diklor-metanban készult
oldatat -74 °C hoémérsékletre hltjuk. Az oldathoz lassan, olyan sebességgel,
hogy az elegy hémérséklete -74 °C maradjon, hozzaadjuk 12,0 ml, 0,155 mdl
DMSO 50 ml diklér-metanban készult oldatat (az adagolasi id6 mintegy 1,25
6ra). Az elegyet 5 percig keverjuk, majd 0,074 mol 2S-[bisz(fenil-metil)-amino]-
-3-fenil-propanol 100 mi dikiér-metanban készult oldatat adjuk hozza (az adago-
I&si id6 mintegy 20 perc, a hdmérséklet -75 °C és -68 °C kozotti). Az elegyet -78
°C hémérsékleten 35 percen at nitrogéngaz atmoszféraban keverjuk, majd 41,2
ml, 0,295 mél trietil-amint adunk hozza 10 perc alatt (a hdmérsékietet -78 °C és
68 °C kozott tartva), ekkor ammoéniumsoé csapdédik ki. A hideg elegyet 30 percig
keverjik, majd 225 mi vizet adunk hozza. A diklér-metanos fazist a vizes fazistol

elkalonitjuk, vizzel, majd séoldattal mossuk, magnézium-szulfaton szaritjuk, és
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bes(ritjik. A visszamaraddé anyagot etil-acetattal és hexannal higitjuk, majd
sz(rjuk az amméniumsé eltavolitasara. A sz(rletet bestritjuk, igy 2S-[bisz(fenil-
-metil)-amino]-3-fenil-propanaldehidet nyerink. Az aldehidet a kévetkezd reak-
ci6lépésbe tisztitas nélkul visszuk.

3. Eljaras: 1,0 g, 3,0 mmol 2S-[bisz(fenil-metil)-amino]-3-fenil-propanol,
0,531 g, 4,53 mmdl N-metil-morfolin, 2,27 g 4 A molekulaszita és 9,1 ml
acetonitril elegyéhez 53 mg, 0,15 mmdl tetrapropil-amménium-perrutenatot
(TPAP) adunk. Az elegyet 40 percig szobahémérsékleten keverjuk, majd va-
kuumban besdiritjik. A visszamaradd anyagot 15 ml etil-acetatban szuszpendal-
juk, szilikagél paman szurjuk, majd a szlrletet vakuumban besritjik. Az igy
kapott termék mintegy 50 % 2S-{bisz(fenil-metil)-amino]-3-fenil-propanaldehidet
tartalmaz halvanysarga olajként.

4. Eljaras: 1,0 g, 3,02 mmoél 2S-[bisz(fenil-metil)-amino]-3-fenil-propanol
9,0 ml toluolban készilt oldatahoz hozzaadunk 4,69 mg, 0,03 mmdél 2,2,6,6-
-tetrametil-1-piperidinil-oxi szabad gy6két (TEMPO), 0,32 g, 3,11 mmal natrium-
-bromidot, 9,0 ml etil-acetatot és 1,5 ml vizet. Az elegyet 0 °C hémérsékletre
hatjuk, és hozzéadunk 0,735 g, 8,75 mmél natrium-hidrogén-karbonatot tartal-
mazd 2,87 ml 5 %-os haztartasi fehéritét és 8,563 ml vizet, az adagolast lassan,
25 perc alatt végezzuk el. Az elegyet 0 °C hémérsékleten 60 percig keverjuk,
majd két tovabbi adag, egyenként 1,44 ml fehéritészert adagolunk, és ezzel az
elegyet 10 percig keverjuk. A vizes fazist 2 x 20 ml etil-acetattal extrahaljuk, az
egyesitett szerves fazisokat 4,0 ml 25 mg kalium-jodidot és 4,0 mi vizet tartal-
mazo, 4,0 mi oldattal, 20 ml 10 %-os vizes natrium-tioszulfat-oldattal, majd s6-
oldattal mossuk. A szerves oldatot magnézium-szulfaton szaritjuk, szurjik, majd
vakuumban besUritjuk. 1,34 g nyers olajat nyerink, amely kis mennyiségben
tartalmazza a kivant aldehidet, a 2S-[bisz(fenil-metil)-amino]-3-fenil-propan-

aldehidet.
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D Rész: N,N-dibenzil-3(S)-amino-1,2-(S)-epoxi-4-fenil-butan elSallitasa

1. Eljaras: 191,7 g, 0,58 mol 2S-[bisz(fenil-metil)-amino]-3-fenil-propanal-
dehidet és 56,4 ml, 0,77 mol klor-j6d-metant 1,8 liter tetrahidrofuranban tartal-
mazé oldatot rozsdamentes acél reaktorban nitrogéngaz atmoszféraban -30 és
-35 °C kézé hitink. Az oldathoz 365 ml, 0,58 mél 1,6 mél/literes hexanos n-
-butil-litium-oldatot adunk olyan sebességgel, amely mellett az elegy homersék-
lete -25 °C alatt marad. Az adagolas befejezése utan az elegyet -30 és -35 °C
kozotti hémérsékleten 10 percig keverjuk. A tovabbi reagens adagolast a kévet-
kezé modon végezzuk: (1) tovabbi 17 mi klor-jod-metant, majd 110 ml n-butil-
Jitiumot adunk -25 °C alatti hémérsékleten. Az adagolas befejezése utan az
elegyet -30 és -35 °C koézotti hbmérsékleten 10 percig keverjuk. Ezt a mlvelet-
sort még egyszer megismételjuk. (2) tovabbi 8,5 mi, 0,11 mdl klor-jod-metant,
majd 55 ml, 0,088 mol n-butil-litiumot adagolunk -25 °C alatti hémérsékleten. Az
adagolas befejezése utan az elegyet -30 és -35 °C kdzétti hdmersékleten 10
percig keverjuk. Ezt a muveletsort 6tszér megismételjuk. (3) Tovabbi 8,5 ml,
0,11 mol klér-jéd-metant, majd 37 ml, 0,059 mél n-butil-litiumot adagolunk -25
°C alatti hdmérsékleten. Az adagolas befejezése utan az elegyet -30 és -35 °C
kGz6tti hdmérsékleten 10 percig keverjuk. Ezt a miveletsort még egyszer meg-
ismételjuk. A kilsd hiitést megszuntetjlk, és az elegyet 4-16 6ra alatt szobah6-
mérsékletre melegitjlik, erre az idére a vékonyrétegkromatografias vizsgalat
(szilikagélen, 20 % etil-acetatot tartalmazd hexan kifejlesztOszerrel) azt mutatja,
hogy a reakcié lejatszddott. Az elegyet 10 °C hémérsékletre hitjuk, és 1452 g,
16 %-0os amménium-klorid-oldatot adunk hozza, a reakcidelegy hémérséklete-
nek 23 °C alatt val6 tartasa mellett. Az elegyet ezutan 10 percig keverjuk, majd
a szerves és vizes fazist elkllonitjuk. A vizes fazist 2 x 500 ml etil-acetattal
extrahaljuk, az etil-acetatos fazisokat a tetrahidrofuranos fazissal egyesitjuk. Az
egyesitett oldatot 220 g magnézium-szulfaton szaritjuk, sz(rjuk, és vakuumban

beparoljuk. A kapott barna olajos maradékot 70 °C hémersékleten 0,8 bar va-
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kuumban szaritjuk 1 6ran at. igy 222,8 g nyersterméket kapunk. A nyerstermé-
ket altalaban tovabbi tisztitas nélkal kézvetlentl hasznaljuk fel a kdvetkezd re-
akcidlépésben.

2. Eljaras: 0,074 mol nyers aldehid és 7,0 ml, 0,096 mol ki6r-jod-metan
285 mi tetrahidrofuranban készult oldatat -78 °C hémérsékletre hitjuk nitrogen-
gaz atmoszféraban. Az oldathoz 25 ml, 0,040 mél, 1,6 moél/literes hexanos n-
-butil-litiumot adunk olyan sebességgel, hogy az elegy hémérséklete -75 °C le-
gyen. Az els6 adagolas utan 1,6 ml, 0,022 mol tovabbi klér-jod-metant, majd 23
ml, 0,037 mél n-butil-litumot adagolunk, az elegy hdmérsékletét -75 °C értéken
tartva. Az elegyet 15 percig keverjuk. A reagensek mindegyikét, azaz 0,70 ml,
0,010 mé! kior-jod-metant és 5 ml, 0,008 mol n-butil-litiumot még 4 alkalommal
adagoljuk be 45 perc alatt -75 °C hémérsékleten. Ezutan a hitéfurdét eltavolit-
juk, és az oldatot 1,5 6ra alatt 22 °C-ra melegitjuk. Az elegyet 300 ml telitett vi-
zes ammonium-kiorid-oldatba ontjuk, a tetrahidrofuranos fazist elkulénitjuk, a
vizes fazist 1 x 300 ml etil-acetattal extrahaljuk. Az egyesitett szerves fazisokat
sooldattal mossuk, magnézium-szulfaton szaritjuk, szdrjuk, majd besuritjuk. 27,4
g barna olajat nyertink. A terméket a kdvetkezd 1épésben tisztitds nélkul hasz-
nalhatjuk.

3. Eljaras: 178,84 g, 0,54 modl 2S-[Bisz(fenil-metil)-amino]-3-fenil-propan-
aldehid és 46 ml, 0,71 mol brom-klér-metan 1,8 liter tetrahidrofuranban készult
oldatat -30 és -35 °C kozétti hédmérsékletre hlitjuk rozsdamentes acél reaktor-
ban, nitrogéngaz atmoszféraban. Az oldathoz ezutan 340 ml, 0,54 mdl, 1,6
mol/literes hexanos n-butil-litium-oldatot adunk olyan sebességgel, hogy a hé-
mérsékletet -25 °C alatt tartsuk. Az adagolas befejezése utan az elegyet -30 és
-35 °C kozotti hdmérsékleten 10 percig keverjuk. A reagensek tovabbi adagola-
sat a kovetkez6é mddon végezzik: (1) Tovabbi 14 ml brom-klér-metant, majd
102 ml n-butil-litiumot adagolunk -25 °C alatti hdmérsékleten. Az adagolas befe-

jezése utan az elegyet -30 és -35 °C kdozétti hdmérsékieten 10 percig keverjiuk.
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Ezt a mlveletsort még egyszer megismételjuk. (2) Tovabbi 7 mi, 0,11 mol brom-
Klér-metant, majd 51 ml, 0,082 mdl n-butil-litiumot adagolunk -25 °C alatti ho-
mérsékleten. Az adagolas befejezése utan az elegyet -30 és -35 °C k6z6tti ho-
mérsékleten 10 percig keverjik. Ezt a miveletsort 6tszér megismeteljuk. (3) To-
vabbi 7 ml, 0,11 mél brém-klér-metant, majd 51 ml, 0,082 mél n-butil-litiumot
adagolunk -25 °C alatti hémérsékleten. Az adagolas befejezése utan az elegyet
-30 és -35 °C kozotti hémérsékleten 10 percig keverjuk. Ezt a mlveletsort meg-
ismételjuk. Ezutan a kulsé hitést megszintetjiuk, az elegyet 4-16 ora kézott ido
alatt szobahémérsékletre melegitjiik, erre az id6re a vékonyrétegkromatografias
vizsgalat (szilikagél, 20 % etil-acetatot tartalmazd hexan kifejlesztoszer) azt jel-
zi, hogy a reakcid lejatszodott. A reakcidelegyet 10 °C hdmérsékietre hitjuk, és
1452 g 16 %-os ammonium-klorid-oldatot adunk hozzéa az elegy hémérsékletét
23 °C alatti értéken tartva. Ezutan az elegyet 10 percig keverjuk, majd a szerves
fazisokat elvalasztjuk. A vizes fazist 2 x 500 ml etil-acetattal extrahaljuk, az etil-
-acetatos fazist a tetrahidrofuranos fazissal egyesitjik, és az egyesitett oldatot
220 g magnézium-szulfaton szaritjuk, szdrjuk, és rotécios beparlon 65 °C ho-
mérsékleten beparoljuk. A visszamaradé barna olajat 70 °C hémérsékleten 0,8

bar vakuumban 1 éran at szaritjuk. 222,8 g nyersterméket nyerink.

E Rész: N-[3(S)-[N,N-bisz(fenil-metil)-amino]-2(R)-hidroxi-4-fenil-butil]-

-N-izobutil-amin - oxalsavso6 elbéllitasa

1. Lépés: 388,5 g, 1,13 mdl nyers N,N-dibenzil-3(S)-amino-1,2(S)-epoxi-4-
fenil-butan 2,7 liter izopropanolban (vagy etil-acetatban) készuit oldatahoz 2
perc alatt 1,7 kg, 23,1 mél izobutil-amint adunk. Az elegy hémérsékletét 25 °C-
-ra, majd 30 °C-ra néveljuk. Az oldatot ezutan 82 °C hémérsékletre melegitjuk,
és ezen a hémérsékleten 1,5 oran at keverjuk. A meleg oldatot vdkuumban be-
sUritjik, a visszamarad6 barna olajat 0,1 kPa vakuumban 16 6ran at szaritjuk,

igy 450 g nyers olaj terméket kapunk.
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2. Lépés: 8,08 g, 89,72 mmél oxalsav 76 ml metanolban készult oldatahoz
15 perc alatt hozzaadjuk a fenti nyers 3(S)-[N,N-bisz(fenil-metil)-amino}-1-(2-
-metil-propil)-amino-4-fenil-butan-2(R)-ol 90 ml etil-acetatban készult oldatat. Az
elegyet szobahémérsékleten mintegy 2 6ran at keverjuk, majd a kivalt szilard
anyagot sz(rjik, 2 x 20 ml etil-acetattal mossuk, és vakuumban mintegy 1 6ran
at szaritiuk. gy 21,86 g 97 %-os diasztereomer tisztasagu sét nyertnk. Olva-
daspont: 174,99 °C;

Mikroanalizis:
Szamitott: C % =71,05; H % =7,50; N % = 5,53,
Talalt: C%=7171, H% =775 N % = 5,39.

Mas modon, 5 g nyers 3(S)-[N,N-bisz(fenil-metil)-amino]-1-(2-metil-propil)-
-amino-4-fenil-butan-2(R)-olt 10 ml metil-terc-butil-éterben (MTBE) oldunk, és 4
m! metanolban oldott 1 g oxalsavat adunk hozza. Az elegyet mintegy 2 6ran at
keverjuk, majd a kapott szilard anyagot szrjik, hideg MTBE-vel mossuk, €s
szaritiuk. Igy 2,1 g fehér, szilard anyagot nyerink, amelynek diasztereomer

tisztasaga mintegy 98,9 % (HPLC csUcs alatti terulet alapjan).

F Rész: 1-[N-[(1,3-Benzodioxol-5-il)-szulfonil]-N-(2-metil-propil)-ami-

no]-3(S)-[N,N-bisz(fenil-metil)-amino]-4-fenil-2(R)-butanol

2000 m! 1,4-dioxanban 1évé 354,7 g, 0,7 mol N-{3(S)-[N,N-bisz(fenil-metil)-
-amino]-2(R)-hidroxi-4-fenil-butil]-N-izobutil-amin-oxalsav-séhoz 241,9 g, 1,75
mo! kalium-karbonat 250 ml vizben készuit oldatat adjuk. Az elegyet szobaho-
mérsékleten 2 éran at keverjik, majd 250 ml 1,4-dioxanban 162,2 g, 0,735 mal
1,3-benzodioxol-5-szulfonil-kloridot adunk hozza 15 perc alatt. Az elegyet szo-
bahdémérsékleten 18 oran at keverjik, majd 1000 ml etil-acetétot és 500 ml vizet
adunk hozza, és a keverést tovabbi 1 6ran at folytatjuk. A vizes fazist elkalonit-
juk, 200 mi etil-acetattal tovabb extrahaljuk, az egyesitett etil-acetatos fazisokat
500 ml 25 %-os sdoldattal mossuk, vizmentes magnézium-szulfaton szaritjuk,

szlrjilk, és a magnézium-szulfatot 200 mi etil-acetattal mossuk, majd az oldo-
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szert vakuumban leparoljuk. 105 %-os hozammal 440,2 g kivant szulfonamidot
nyertink viszkozus sarga, habos olaj formajaban. HPLC/MS (elektronpermet)
(m/z 601 [M+H]").

Mas médon, 2800 g, 5,53 mmél N-[3(S)-[N,N-bisz(fenil-metil)-amino]-2(R)-
-hidroxi-4-fenil-butil]-N-izobutil-amin-oxalsav-sét és 4 liter tetrahidrofurant 22 li-
teres, mechanikus keverdvel felszerelt gomblombikba adunk. 1921 g, 13,9 mdl
kalium-karbonatot 2,8 liter vizben oldunk, és a tetrahidrofuranos elegyhez ad-
juk. Az elegyet ezutan 1 éran at keverjuk, 1281 g, 5,8 mo! 1,3-benzodioxol-5-
-szulfonil-kloridot 1,4 liter tetrahidrofuranban oldunk, és 25 perc alatt hozzaad-
juk a reakcidelegyhez. Tovabbi 200 ml tetrahidrofurant alkalmazunk az adagol6-
tolcsér oblitésére. Az elegyet ezutan 14 6ran at keverjuk, majd 4 liter vizet
adunk hozza, Gjabb 30 percig keverjiuk, majd a fazisokat hagyjuk szétvalni. A
fazisokat elvalasztjuk, a vizes fazist 2 x 500 ml tetrahidrofurannal mossuk. Az
egyesitett tetrahidrofuranos rétegeket 500 g magnézium-szulfaton szaritjuk 1
6ran at. Az oldatot a szaritdszer eltavolitasara szGrjik, majd ebben az allapota-

ban hasznaljuk a kévetkez6 reakciokban.

G Rész: 1-[N-[(1,3-benzodioxol-5-il)-szulfonil]-N-(2-metil-propil)-

-amino]-3(S)-amino-4-fenil-2(R)-butanol-metanszulfonsav-s6 el6allita-

sa

62 g, 0,010 mél nyers 1-{N-[(1,3-benzodioxol-5-il)-szulfonil]-N-(2-metil-
-propil)-amino]-3(S)-[bisz(fenil-metil)-amino]-4-fenil-2(R)-butanolt 40 ml meta-
nolban oldunk. Az oldathoz 0,969 g, 0,010 mél metanszulfonsavat és 5 mi vizet
adunk. Az elegyet 500 ml-es Parr hidrogénezé palackba helyezzik, amely 225
mg 50 % viztartalmd, 20 % fémtartalmi szénhordozés Pd(OH).-t tartalmaz. A
palackot a hidrogénezé berendezésbe helyezzuk, nitrogénnel 6tszor atoblitjuk,
majd 6tsz6r hidrogénnel 6blitjuk. A reagaltatast 35 °C homérsékleten végezzuk
434 4 kPa hidrogéngaz nyomas mellett 18 6ran at. Ezutan tovabbi 125 mg kata-

lizatort adagolunk, a palackot hidrogéngazzal ¢blitjuk, majd a hidrogénezést to-



-22 -

vabbi 20 6ran at folytatjuk. Az elegyet Celiten szdrjuk, a szlrépogacsat 2 x 10
ml metanollal mossuk. A metanolnak mintegy 1/3-at véakuumban eltavolitjuk. A
visszamaradé metanolt toluollal valé azeotrdp desztillalassal 10,1 kPa vakuum-
ban eltavolitiuk. A toluolt 15, 10, 10 és 10 ml-es részletekben adagoljuk. A ter-
méket az elegybél kristalyositjuk, szlrjuk, majd 2 x 10 ml toluollal mossuk. A
szilard anyagot szobahémérséklieten 0,1 kPa vakuumban 6 éran at szaritjuk, igy
84 %-os hozammal 4,5 g amins6t nyerink: m/z 421 [M+H]".

Mas moédon, a nyers 1-[N-[(1,3-benzodioxol-5-il)-szulfonil]-N-(2-metil-
-propiI)-amino]—3(S)—[bisz(feniI-metil)-amino]-4-feniI-2(R)-butanol tetrahidrofura-
nos oldatahoz 500 ml vizet, majd 531 g, 5,5 mol meténszulfonsavat adunk. Az
oldatot a tokéletes elegyedés biztositasara keverjuk, majd 18,9 literes autoklav-
ba visszik. Az autoklavba 500 ml tetrahidrofurannal 200 g Periman katalizatort
(50 % viztartalmi 20 % fémtartaimu szénhordozés Pd(OH),) adunk. A reaktort
nitrogénnel négyszer atoblitjik, majd négyszer oblitjik hidrogénnel. Ezutan a
reaktort hidrogéngézzal 515 kPa nyomasig feltoltjik, és 450 fordulat/perc keve-
rést inditunk meg. 16 dra elteltével HPLC analizis szerint még kevés
monobenzil kéztitermék jelen van. Tovabbi 50 g katalizatort adagolunk, és a re-
agaltatast éjszakan at folytatjuk. Ezutan az oldatot 500 g Celiten szlrjuk a kata-
lizator eltavolitasara, majd 6t részletben vakuumban bepéroljuk. Minden rész-
lethez 500 ml toluolt adunk, és vakuumban azeotréposan eltavolitjuk a maradék
vizet. A visszamarado szilard anyagot harom részre osztjuk, és minden részt 2
liter metil-terc-butil-éterrel mosunk és sztrink. A visszamarad6 oldoszert szo-
bahémérsékleten, 0,1 kPa alatti vakuumban eltavolitjuk. igy 2714 g kivant sét

nyerunk.
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H Rész: N-[2R-hidroxi-3-[[(1,3-benzodioxol-5-il)-szulfoniI]—(2-metil-

-propil)-amino]-1S-(fenil-metil)-propiI]-23-[(feniI-metoxi-karbonil)-

-amino]-3,3-dimetil-butanamid eléallitasa

118,8 g, 0,776 mdl N-hidroxi-benzotriazol és 137,1 g, 0,52 mél N-
karbobenziloxi-karbonil-L-terc-leucin 750 ml vizmentes dimetil-formamidban
készult oldatahoz O °C hdmérsékleten, nitrogéngaz atmoszféraban 109,1 g,
0,57 mél EDC-t adunk. Az elegyet 0 °C homérsékleten 2 éran at keverjuk, majd
273 g, 0,53 mél 2R-hidroxi-3-{[(1,3-benzodioxol-5-il)-szulfonil]-(2-metil-propil)-
-amino]-1S-(fenil-metil)-propil-amin-metanszulfonat 250 ml vizmentes dimetil-
formamidban készult, elézetesen 228 ml, 210 g, 2,08 mdl 4-metil-morfolinnal
semlegesitett oldatat adjuk az elegyhez. A kapott elegyet O °C hoémérsékleten
30 percig, majd szobahomérsékleten 18 dran at keverjuk, ezutan az olddszert
vakuumban, 45 °C hémérsékleten eltavolitjuk réla, 1,5 liter etil-acetatot adunk
hozz4a, 5 %-o0s citromsavval, telitett natrium-hidrogén-karbonattal, majd séoldat-
tal mossuk, vizmentes magnézium-szulfaton szaritjuk, szlrjuk, és besdritjuk.
400 g nyersterméket kapunk. Ezt a nyersterméket harom részletben Prep 2000
Chromatogram szilikagélen, 20 és 50 % kozott valtozo koncentraciéju etil-
-acetatot tartalmazé hexan eluenssel kromatografaljuk, 320 g tisztitott anyagot

nyerink. m/e = 674 (M+Li), HPLC szerint 98 %-os tisztasag.

| Rész: N-[2R-hidroxi-3-[[(1,3-benzodioxol-5-il)-szulfonil]-(2-metil-

-propil)-amino]-1S-(fenil-metil)-propil]-2S-amino-3,3-dimetil-

-butanamid elballitasa

312 g N-[2R-hidroxi-3-{[(1,3-benzodioxol-5-il)-szulfonil]-(2-metil-propil)-
-amino]-1 S-(feniI-metiI)-propil]-ZS-[(feniI-metoxi-karboniI)-amino]-3,3-dimeti|-
-butanamid 1 liter tetrahidrofuranban készult oldatat 100 g 4 % fémtartaimu
szénhordozos palladiumkatalizator jelenlétében 515 kPa hidrogéngaz nyoma-
son 6 o6ran at szobahémérsékleten hidrogénezzik. A katalizatort kiszlrjik, a

sziirletrdl az olddszert vakuumban eltavolitjuk. 240 g kivant vegyulletet nyerink.
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J Rész: N-[2R-hidroxi-3-[[(1,3-benzodioxol-5-il)-szulfoni|]-(2-metil-

-propil)-amino]-1 S-(fenil-metil)-propil]-2S-{(kl6r-acetil)-amino]-3,3-

-dimetil-butanamid eléallitasa

234,3 g, 0,439 mal N-[2R-hidroxi-3-[[(1,3-benzodioxol-5-il)-szulfonil]-(2-
-metil—propil)—amino]—1S-(feniI-metil)-propil]-28-amino-3,3-dimetiI-buténamid 1
liter metilén-kloridban késziilt oldatdhoz 80 ml, 59,5 g, 0,46 mél diizopropil-etil-
-amint adunk, majd lassan szobahémérsékleten hozzaadunk 78,8 g, 0,46 mdl
klor-ecetsavanhidridet, mikézben a hémérsékletet 35 °C alatt tartjuk. Az elegyet
tovabbi 1 6ran at keverjuk, ekkor HPLC elemzés szerint még keves kiindulasi
anyag jelen van. Az elegyhez 1,5 g kior-ecetsavanhidridet adunk, majd 10 perc
mulva az oldészert vakuumban eltavolitjuk, és a visszamaradé anyaghoz 1 liter
etil-acetatot adunk, 5 %-os citromsavoldattal, telitett natrium-hidrogén-karbonat-
-oldattal és sooldattal mossuk, vizmentes magnézium-szulfaton szaritjuk, szar-
juk, és besdritjuk. 314 g nyersterméket kapunk. Ezt harom részletben Prep 2000
Chromatogram-on szilikagélen kromatografaljuk, eluensként 20 és 50 % kozott
névekvé etil-acetat koncentracidja hexant alkalmazunk. 165 g kivant vegyuletet

nyerink. m/e = 616 (M+Li), HPLC szerint 98 %-os tisztasag.

K Rész: N-[2R-hidroxi-3-[[(1,3-benzodioxol-5-il)-szulfonil]-(2-metil-

-propil)-amino]-1S-(fenil-metil)-propil]-2S-[[(pirrolidin-1 -il)-acetil]-

-amino]-3,3-dimetil-butanamid elSallitasa

164,2 g, 0,27 mol N-[2R-hidroxi-3-[[(1,3-benzodioxol-5-il)-szulfonil}-(2-me-
til-propil)-amino]-1 S-(fenil-metil)-propil]-2S-[(klér-acetil)-amino]-3, 3-dimetil-bu-
tanamidhoz 500 ml tetrahidrofurant adunk, az oldédszert vakuumban leparoljuk
az etil-acetat eltavolitasara, majd 350 ml tetrahidrofurant adunk a visszamarado
anyaghoz. Ehhez az oldathoz 10 °C hémérsékleten 130 ml, 1,56 mdl pirrolidint
adunk. 1 6ra elteltével az oldészereket vakuumban eltavolitiuk, a visszamarad6
anyaghoz 1 liter etil-acetatot adunk, telitett natrium-hidrogén-karbonat-oldattal

és sooldattal mossuk, vizmentes magnézium-szulfaton szaritjuk, szlrjuk, majd
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besdritjuk. 185 g nyersterméket nyerunk, ezt HPLC eljarassal vizsgalva 98,9 %-
-os tisztasagunak taldljuk. A terméket harom részre osztjuk, és Prep 2000
Chromatogram-on kromatografaljuk, eluensként elészér 50 % etil-acetatot tar-
talmazd hexant, majd 5 % metanolt tartalmazé etil-acetatot alkalmazunk. 160 g
tisztitott anyagot nyertnk, amely HPLC szerint 99 %-os tisztasagu. Ezt az
anyagot 460 mi dietil-éterbdl és 70 ml hexanbol atkristalyositva 121 g kivant
terméket nyertnk, amelynek tisztasaga HPLC szerint 99 % folotti, m/e = 651

(M+Li), olvadaspontja 112-114 °C.

15. Példa, (15) képleti vegyiilet
N-[2R-Hidroxi-3-[(2-metil-propil)-[(1 ,3-benzodioxol-5-il)-szulfonil]-
-amino]-1 S-(fenil-metil)-propil]-2S-metil-3-(metil-szulfonil)-

-propanamid eldallitasa

A Rész: 2(S)-metil-3-(metil-szulfonil)-propionsav eléallitasa

1. Lépés: 200 g, 1,23 mél D-(-)-3-acetil-b-merkapto-izovajsav 1,0 liter me-
tanolban készult oldatahoz 161,0 g, 2,47 moél kalium-hidroxid 500 mi metanol-
ban készult oldatat adjuk, mikézben az elegy hdmérsékletét jégfurdSben vald
hitéssel 10 °C alatt tartjuk. Az elegyet tovabbi 20 percig keverjik, majd 117 mi,
156 g, 1,23 mdl dimetil-szulfatot adunk hozza, mikézben hémérsékletét 20 °C
alatt tartjuk. A jégfurdét eltavolitjuk, és az elegyet tovabbi 60 percig keverjuk. A
sokat kiszurjik, az oldoszert vakuumban eltavolitjuk, és a visszamaradé anyag-
hoz etil-acetatot adunk. A vizes fazist elkilonitjuk, témény hidrogén-kloriddal
megsavanyitjuk, etil-acetattal extrahaljuk, vizmentes magnézium-szulfaton
széaritjuk, sziirjuk, majd besuritjuk. 99 %-os hozammal 164 g kivant 2S-metil-3-
~(metil-tio)-propionsavat nyerink: m/e = 133 (M-H).

2. Lépés: 10,0 g, 74,6 mmdl 2S-metil-3-(metil-tio)-propionsav 150 ml ace-
tonban és 30 ml vizben készult oldatahoz, az oldatot jégfirdében 18 °C hémér-
sékletre hitve 161,8 g, 263 mmé! oxont adunk. Miutan az anyagnak kérulbeldl a

felét beadagoltuk, és a hémérséklet 24 °C-ra emelkedett, az adagolast leallitjuk,
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a hémérsékletet 18 °C-ra csokkentjuk, majd az adagolast folytatjuk. Az elegyet
15-20 °C hémérsékleten 15 percig keverjuk, majd a fard6t eltavolitjuk, és a rea-
galtatast szobahdmérsékleten folytatjuk 1 oran at. A szilard anyagokat szGrjuk,
acetonnal mossuk, a sz(irletet mintegy 40 mi-re sdritjuk be, és a visszamaradd
anyagot 200 ml etil-acetatban oldjuk. Az etil-acetatos fazist vizmentes magnézi-
um-szulfaton szaritjuk, szdrjik, majd besdritjuk. 11,4 g olajat nyerunk. Ezt az
olajat minimalis mennyiségu etil-acetatban oldjuk, és hexant adunk hozza, hogy
csapadékot képezziink Ezt a csapadékot gytitjuk, 6,95 g kivant terméket nye-

rink: m/e = 167 (M+H).

B Rész: N-[2R-hidroxi-3-[(2-metil-propil)-[(1,3-benzodioxol-5-il)-

-szulfonil]-amino]-1S-(fenil-meti|)-propi|]-ZS-metiI-3-(metiI-szulfonil)—

-propanamid elballitasa

5,0 g, 30 mmdl 2S-metil-3-(metil-szulfonil)-propionsav és 6,90 g, 45 mmdl
N-hidroxi-benzotriazol 30 ml vizmentes dimetil-formamidban késziit oldatahoz O
°C hémérsékleten, nitrogéngaz atmoszféraban 6,34 g, 33 mmol EDC-t adunk.
Mintegy 10 perc maltan minden EDC feloldodik. Az elegyet 60 percig 0 °C h6-
mérsékleten tartjuk, majd hozzdadjuk 155 g, 30 mmol 2R-hidroxi-3-[[(1,3-
-benzodioxol-5-il)-szulfonil]-(2-metil-propil)-amino]-1 S-(fenil-metil)-propil-amin-
_metanszulfonat 30 m! vizmentes dimetil-formamidban készult, elézetesen 3,4
ml, 31,6 mmol 4-metil-morfolinnal semlegesitett oldatat. Az elegyet 3o0ran at o0
°C hémérsékleten, majd 17 6ran, éjszakan &t keverjuk. Ezutan a dimetil-
formamidot vakuumban eltavolitiuk, a visszamarad6é anyaghoz etil-acetatot
adunk, 5 %-os citromsavoldattal, telitett natrium-hidrogén-karbonat-oldattal, viz-
zel, majd séoldattal mossuk, vizmentes magnézium-szulfaton szaritjuk, szarjuk,
és bes(iritjuk. 16 g nyersterméket nyertnk, amely HPLC vizsgalat szerint 88 %-
-os tisztasagu. A terméket szilikagélen kromatografaljuk 20 és 80 % kéz6tt n6-

vekvd koncentracioju etil-acetatot tartalmazo hexan eluens alkalmazasaval, és
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a kapott tiszta terméket etil-acetat és hexan elegyébdl atkristalyositjuk. igy 8,84
g tiszta terméket nyerunk, amelynek olvadaspontja131,8-133,8 °C.

Mas médon, 35,0 g, 211 mmél 2S-metil-3-(metil-szulfonil)-propionsav és
48,3 g, 315 mmdl N-hidroxi-benzotriazol 210 ml vizmentes dimetil-formamidban
késziilt oldatahoz O °C hémérsékleten, nitrogéngaz atmoszféraban hozzaadunk
44,4 g, 231 mmél EDC-t. Mintegy 30 perc elteltével az EDC teljes egészében
oldodik. Tovabbi 60 percig 0 °C hémérsékleten tartjuk az elegyet, majd 108,8 g,
211 mmél 2R-hidroxi-3-[[(1 ‘3-benzodioxol-5-il)-szulfonil]-(2-metil-propil)-amino]-
-1S~(fenil-metil)-propil-amin-metanszulfonat 350 ml  vizmentes  dimetil-
formamidban készult, elézetesen 24 ml, 22,3 g 4-metil-morfolinnal semlegesi-
tett oldatat adjuk hozza. Az elegyet 2 6ran at 0 °C hémérsékleten, majd éjsza-
kan, 18 éran at keverjuk. Ezutan a dimetil-formamidot vakuumban eltavolitjuk, a
visszamaradé anyaghoz 1 liter etil-acetatot adunk, 5 %-os citromsavoldattal,
telitett natrium-hidrogén-karbonat-oldattal, vizzel, majd sooldattal mossuk, viz-
mentes magnézium-szulfaton szaritjuk, szlrjuk, majd besuritjuk. 120,4 g nyers-
terméket kapunk, amely HPLC szerint 90 % tisztasagu. A terméket 750-1000 ml

abszolGt etanolbdl kétszer kristalyositva 82,6 g kivant terméket nyerdnk.

16. Példa, (16) képleti vegyiilet

2S-[[((N-metil-amino)-acetil]-amino]-N-[2R-hidroxi-3-[[(1,3-benzo-

dioxol-5-il)-szulfonil]-(2-metil-propil)-amino]-1S-(fenil-metil)-propil]-

-3,3-dimetil-butanamid el8allitasa

6,55 g, 10,7 mmél N-[2R-hidroxi-3-[[(1,3-benzodioxol-5-il)-szulfonill-(2-
-metil-propil)-amino}-1 S-(fenil-metil)-propil]-2S-[(kiér-acetil)-amino]-3,3-dimetil-
-butanamidhoz 25 ml tetrahidrofurant adunk, és az oldészert az etil-acetat teljes
eltavolitasara vakuumban leparoljuk, majd a visszamaradé anyaghoz 25 ml
tetrahidrofurant adunk. Ehhez az oldathoz 10 °C hoémérsékleten 19 ml, 214
mmél 40 %-os vizes metil-amint adunk, majd 2 éra mulva vakuumban eltavolit-

juk az olddszer, és a visszamaradd anyaghoz 1 liter etil-acetatot adunk, telitett
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natrium-hidrogén-karbonat-oldattal, majd s6oldattal mossuk, vizmentes magné-
zium-szulfaton szaritjuk, szlrjik, majd besdritjik. 6,0 g terméket nyertnk, amely

98 %-os tisztasagu.

17. Példa

A taldlmany szerinti retrovirus protedz inhibitor vegyuletek hatasos HIV
proteaz inhibitorok. Az alabbi enzimes vizsgalat alkalmazhaté a kombinacios te-
répiaban hasznalandoé retrovirus protedz inhibitorok kivalasztasara. Az ilyen
vegyuletek ICs értéke (az a koncentraci6, amelyben az inhibitor vegyulet az
enzimaktivitast 50 %-kal csokkenti) ezzel az eljarassal kiszamithato.

Az enzimes eljaras az aldbbi. A szubsztrat 2-amino-benzoil-lle-Nle-Phe(p-
-NO,)-GIn-ArgNH,. A pozitiv kontroll MVT-101 [Miller, M. és munkatarsai:
Science 246, 1149 (1989)]. A vizsgalati puffer 20 mmol/liter-es, pH = 6,4-es
natrium-foszfat-puffer, amely 20 % glicerint, 1 mmol/liter EDTA-t, 1 mmol/liter
DTT-t és 0,1 % CHAPS-t tartalmaz. A szubsztratot DMSO-ban oidjuk, majd 10-
_szeres higitast készitink beldle a vizsgélati pufferrel. A végsd
szubsztratkoncentracié a vizsgalatnal mintegy 80 umolliter. A HIV proteazt a
vizsgalati pufferben mintegy 12,3 nmol végsé enzim koncentraciéra higitjuk, a
molekulatémeget 10780-nak szamitva.

A dimetil-szulfoxid végsé koncentracidja mintegy 14 %, a gliceriné mintegy
18 %. A vizsgalandé vegyiletet DMSO-ban oldjuk, és DMSO-val a vizsgalati
koncentracid mintegy 10-szeresére higitjuk, majd 10 pl szubsztratban. A
fluoreszcencia novekedését négy iddpontban (0, 8, 16 és 24 perc) komyezeti

hémérsékleten vizsgaljuk. Minden vizsgalatot parhuzamos lyukakban veégzunk.

18. Példa

A talalmany szerint kivalasztott HIV proteaz inhibitor vegyuletek hatékony-
saga az elézéekben leirt enzim vizsgalattal és az alabbi CD4+ sejtvonal vizsga-
lattal hatarozhaté meg. A protedz inhibitorok virusellenes aktivitasat az 50 %-os

hatékony koncentracié (ECso) €s/vagy 90 %-os hatékony koncentracié (ECe0)



.....

- 29 -

értékekben fejezzik ki. Ezek az inhibitor koncentraciok szukségesek ahhoz,
hogy a virus replikaciot 50, illetve 90 %-kal gatoljuk.

Az akutan fertézott sejtek HIV gatlasanak vizsgélatara szolgéld eljaras ié-
nyegében a Pauwels és munkatéarsai [J. Virol. Methods 20, 309-321 (1988)] altal
ismertetett eljaras. A vizsgélatot 96-lyuku szévettenyésztd lemezeken végez-
z(k. A CD4+ sejtvonalat, példaul a CEM, MT-2, MT-4 és hasonl6 sejtvonalakat,
10 % magzati borjiszérummal kiegészitett RPMI-1640 tapkozegben (Gibco)
tenyésztjiik, majd 2 pg/ml polybrennel kezeljuk. A szOvettenyészté lemez min-
den egyes lyukjaba 80 ul térfogatu, 1 x 10* sejtet tartalmazo tapkdzeget mérink.
Minden lyukba 100 ul vizsgalandé vegydiletet adunk, amely a szovettenyésztd
tapkozegben van oldva (vagy a tapkézeget adjuk kontroliként vizsgalandé ve-
gyulet nélkal), igy allitiuk be a végso6 kivant koncentraciét, majd a sejteket 1
oran at 37 °C hémérsékleten inkubaljuk. Egy fagyasztott HIV-1 tenyészetet a
tapkozegben 5 x 10* TCIDso/ml koncentraciéra higitunk (TCIDs, = az a dozis,
amelyben a virus a szovettenyészet sejtjeinek 50 %-at megfert6zi), és a vizsga-
landd vegyUletet tartalmazo lyukakba, illetve a csak tapkozeget tartalmazé lyu-
kakba (fertézétt kontroll sejtek) 20 pl virusmintat (amely 1000 TCIDs virust tar-
talmaz) adunk. Néhany lyukba tenyésztdé tapkoézeget adunk virus nélkdl
(fertézetlen kontroll). Hasonlé médon, meghatarozzuk a vizsgalandd vegyuletek
sajat toxicitasat oly modon, hogy néhany, a vizsgalandd vegyuletet tartalmazé
lyukba virus nélkuli tapkézeget adunk. Az alabbi tablazatban Osszegezzuk,

hogy a vizsgalatban a szévettenyészté lemezek mit tartalmaznak:

Sejtek Hatéanyag Virus
1 + - -
2 + + -
3. + - +
4 + + +

A 2. és 4. vizsgalatban a vizsgalandé vegyuletek végsd koncentracija 1,

10, 100, illetve 500 ug/ml. Pozitiv hatéanyag kontrollként azidotimidint (AZT)
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vagy didezoxiinozint (ddl) alkalmazunk. A vizsgalando vegyuleteket DMSO-ban
oldjuk, és a szdvettenyészté tapkdézeggel ugy higitjuk, hogy a végsé DMSO
koncentracié egyetlen esetben se haladja meg az 1,5 % értéket. DMSO-t min-
den kontroll lyukba a megfeleld koncentracidban adagolunk.

A virus beadagolasat illetéen a sejteket 37 °C hémérsékleten, nedvesitett,
5 9% szén-dioxidot tartalmazo atmoszféraban 7 napig inkubaljuk. A vizsgélandd
vegyuleteket kivant esetben a 0., 2. és 5. napon adagolhatjuk. A fert6zést kéve-
t6 7. napon minden lyuk seijtjeit Gjraszuszpenddljuk, és minden
sejtszuszpenziobdl 100 ul-t  vizsgalatra eltavolitunk. Minden  pl
sejtszuszpenziohoz 20 ul 5 mg/mi-es 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difenil-
_tetrazolium-bromidot adunk, és a sejteket 37 °C hdmérsékleten 5 % szén-
-dioxidot tartalmazé kérnyezetben inkubaljuk. Az inkubalas id6tartama alatt az
MTT-t az él6 sejtek metabolikusan redukaljak, aminek eredményeként a sejtben
egy szines formazan termék képzédik. Minden mintahoz 100 pl 10 %-os natri-
um-dodecil-szulfatot adunk, amely 0,01 n hidrogén-kloridban van oldva, ezzel a
sejteket lizaljuk, a mintakat éjszakan at inkubaljuk. 590 nm-nél minden minta
abszorpcidjat meghatarozzuk Molecular Devices mikrolemez leolvasé alkalma-
zasaval. Meghatarozzuk a vizsgalt vegyulet citotoxicitasat és virusellenes haté-
konysagat, minek sordn dsszehasonlitiuk a fertézott vagy fertozetlen sejteket
tartalmaz6 vegyulettel inkubalt és a fertézetlen, kezeletlen kontroll lyukak minta-

inak abszorpcid értékeit.

HIV tenyésztési eljarasok

Donor limfocitak stimulalasa

A koagulalt vérfolyadékot (a vér vorosvértestek killepitése utan visszama-
radt koaguldlt folyadéka) az amerikai Voroskereszitél vagy a Washington
University School of Medicine vérbankjétél kaptuk. Ezek a keszitmények HIV és
CMV antitestekre, HBV fellleti antigénre (HBsAg) és ALT (alanin transzferaz)

aktivitasra mint a nem-A és nem-B hepatitisz markerére elére szkrineitek. 30 ml
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leukocitaban dusitott vért eltavolitunk a mdanyag tartalybol, és két 50 ml-es
csavaros tetejli centrifugacsébe 15-15 mi-t téltink. Minden mintat azonos térfo-
gatu steril, foszfattal pufferolt séoldattal (PBS) higitunk, és pipettazassal keve-
rink. A higitott vér mintak ala Pasteur pipettaval 15 ml Ficoll-Paque-t vagy
LSM-t helyeziink, és hagyjuk az oldatot a cs6 aljara folyni. Ezutan minden cs6-
vet 1300 fordulat/perc sebességgel (400 x g) 45 percig 20 °C hémérsékleten
centrifugalunk. A centrifugalast kévetéen a koztes feluleten lévé limfocita savot
eltavolitjuk, és 50 ml-es csébe vissziuk. Steril PBS-t adunk az elkul6nitett
limfocitak higitasara, majd 1300 fordulat/perc mellett 8 percig centrifugaljuk. A
sejtuledéket PBS-ben al6 Ujraszuszpendalassal és Ujracentrifugalassal kétszer
mossuk. A végul kapott sejttledéket 20 mi PBS-ben ujra szuszpendaljuk pipet-

tazassal, és az Osszes €16 sejt szamat Trypan Blue kizarassal meghatarozzuk.

Klinikai izolatumok akut fertézottségének vizsgalata

Mintegy 3 x 10’ sejtet aktivalunk 48 éran at mintegy 3-5 ug/ml PHA-val 10
% magzati borjiszérumot és 10 E/ml IL-2-t tartalmazé RPMI tapkézegben. Az
aktivalt limfocita szuszpenzidhoz mintegy 0,001 - 0,01 fertézési sokasagban
ismert koncentracioju virus térzsoldatokat adunk. A sejt-virus szuszpenziét 37
°C hémérsékleten 2 6ran at inkubaljuk, hogy a virus abszorpcié megtdrténjen. A
visszamaradd virus inokulumot centrifugalassal eltavolitjuk, és a sejteket 10 %
magzati borjuszérumot és 10 E/ml IL-2-t tartalmaz6 RPMI tapkdzegben Ujra-
szuszpendaljuk. Ezeket a fertdézétt sejteket visszik a vizsgalati rendszerbe 10
mg/ml-es DMSO-ban készult térzsoldatbdl komplett szévettenyésztd tapkdzeg-
gel higitva oly mértékben, hogy a 96-lyuku mikrotiter lemez egy lyukjaba bevitt
200 ul mennyiség mintegy 5 x 10° sejtet tartalmazzon. Kontrollként fertézetlen,
kezeletlen sejteket és csak 0,1 % DMSO-val kezelt sejteket vagy AZT vagy DDI
egyikével kezelt sejteket alkalmazunk. A tenyészeteket szincitium-képzddés

(sejtfal nélkali roncsolt sejtek) tekintetében a fertézést kévetd 7. és 11. napon
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vizsgaljuk, illetve a feluliszokat reverz transzkriptaz aktivitds és p24 antigen

jelenléte vonatkozasaban vizsgaljuk.

Krénikus fert6zési vizsgalatok

12-lyukd mikrotiter lemez 6 lyukjaba mintegy 5 x 10* sejt/lyuk mennyiség-
ben HXB2-vel (laboratériumi HIV-1 térzs) kronikusan fert6zott CEM sejteket
adunk. A lyukak felét a vizsgalati vegyuletek kalénb6z6 koncentracidival kezel-
juk, és ugyanilyen szamu fertézetlen CEM sejtet tartunk fenn hozzaadott vegyt-
let nélkil. Harom egymast kévetd napon friss tapkdzeget adagolunk, amely
vizsgalati vegyuletet tartalmaz, vagy anélkili. A tenyészeteket ezutan 48 dran
at a tapkézeg cserélése nélkul inkubaljuk. A sejteket centrifugalassal gydjtjuk,
PBS-val kétszer mossuk, és 0,125 mol/liter 6,8-as triszt, 4 % SDS-t, 20 % glice-
rint, 10 % B-merkapto-etanolt és 0,02 % brémfenol-kéket tartalmazo6 2x Laemmli
pufferben Ujraszuszpendaljuk. A tenyészet fellluszoit 0,22 um-es sziron visz-
szik at a sejttérmelék eltavolitasara, majd 50 000 fordulat/perc mellett SO percig
centrifugéljuk a virusrészecskék bestritésére. A virus Uledéket 50 ml 2x
Laemmli pufferben Gjraszuszpendaljuk. A sejt- vagy virusszuszpenziét 5 percig
forraljuk, majd 10-20 %-os SDS-poliakrilamid gradiens gélen elektroforetikusan
elvalasztjuk. A gél tartalmat electroblott eljarassal nitrocellulézra visszuk at. A
HIV-fajlagos proteineket p24 és p17 elleni monoklondlis antitestek alkalmaza-
saval mutatjuk ki, majd biotinhoz kététt kecske - anti-egér IgG-vel és HRP-hez
kotott avidinnel. A monoklonélis antitestek altal felismert specifikus proteinek
lathatova tételére 4-klor-1-naftol enzimes konverzidjat alkalmazzuk. Megvizs-
galjuk tovabba a krénikusan fertéz6tt CEM sejtek aital termelt virusok fert6zo-
képességét a vizsgdlati vegyuletek jelenlétében vagy hidnyaban. A sz(rt felul-
UszOkbol sorozathigitast készitink, és ezt hasznaljuk fertbzetlen CEM sejtek
(mintegy 1 x 10%/lyuk) fertézésére. A tenyészeteket szincitiumok képzddése te-
kintetében a fertézést kovetd 7. és 11. napon megvizsgaljuk, illetve a feluluszé-

kat reverz transzkriptaz aktivitas vagy p24 antigén vonatkozasaban vizsgaljuk.



- 33 -

Mikro reverz transzkriptaz (RT) vizsgalat

A mikro RT vizsgalat néhany szokasos RT vizsgéalat adaptacija. A mod-

szert Ugy fejlesztettik ki, hogy lehetévé tegye HIV RT aktivitas kis térfogatbol

valé kvantitativ mérését, és megkénnyitse nagy szamu minta feldolgozasat.

Anyagok Térzsoldatok
milliliterenként

Trisz (pH 7,8) 1,0 mél/l 50 pl

KCI 3,0 mél/l 25 pl

DTT (tarolas: -20 °C-on) 0,1 mol/l 20 pl

MgCl, 0,15 mél/l 33 ul
poli(rA)p(dt012-18) Pharmacia 27-7878 |25 E/2,5 ml 25ul (0,5 E)
NP-40 2% 25 pl
*H-TTP (NET 221A, 80 Ci/mmol) 2,5 Ci/ml 10 ul

H.0 777 pl

Eljaras:

1. Lyukanként 50 pl koktélt adunk 96-lyuku U-fenekd mikrotiter lemez

lyukjaiba.

2. Lyukanként 10-20 ul sejtmentes fellluszé oldatot adagolunk.

3. Mechanikus keverdvel alaposan elegyitjik.

4. 37 °C hémérsékleten 2 6ran at inkubalast végzunk.

5. TOMTEK segitségével DE81 szirbpapirra vagy ennek ekvivalensére

szivatjuk.

6. 2X SSC-vel négy alkalommal éblitést végzunk.

7. 95 %-os etanollal egyszer éblitunk.

8. A szlrét szaritjuk.

9. Béta-lemez-szamlaléval (Pharmacia) vald szamlalast készitink eld.
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A tenyesztés menetét az 1. dbran mutatjuk be. T6bb ciklusban, a vegyiilet
névekvo koncentracidjaval ismételjik meg a tenyésztést, mig az ECs, értékben
eltolodast észlelunk.

A kévetkezékben a HIV proteaz inhibitorra rezisztens mutansok szelekta-
lasara alkalmas tenyésztési eljarast mutatjuk be. Fertézott sejteket szaporitunk
folytonosan proteaz inhibitor jeleniétében. Egyes tenyészeteket valtakozo hete-
ken magas, illetve alacsony inhibitor koncentracioknak teszink ki. Masokat al-
land6 koncentracio mellett passzalunk (atoltas). A hatdanyag koncentraciokat
idoszakosan néveljik mindaddig, mig az ECs, kdvetkezetes eltolédasat nem
észleljuk A dozis-hatas gérbe eltolddasa altalaban 0,5 - 1 ng/ml vagy ezt meg-
haladd (5-10-szer ECy) értéknél észlelhetd, és fugg a kezelt virus izolatumtol.
Mind laboratériumban adaptalt, mind primer klinikai HIV izolatumokat alkalmaz-
tunk. Ugyanazokat a virus izolatumokat hatéanyag nélkil azonos modon
passzaltuk, hogy a kezelt és kezeletlen izolatumok kozott kézvetlen nukleozid
szekvencia ésszehasonlitast tehesstnk. Altaldban a proteaz inhibitorokra re-
zisztens HIV-1 variansokat sorozat-passzaldssal szelektaltuk meghatarozott
proteaz inhibitorok néhany gatié koncentracidjanak jelenlétében [Markowitz és
munkatarsai: Journal of Virology 69, 701-706 (1995)]. Az aldbbiakban felsorolt
HIV-1 variansok azokat a mutansokat jeldlik, amelyek a szelektalt virus-
izolatumokban jelen vannak, de nincsenek jelen a kontroll, kezeletlen virus-
izolatumokban.

RF a HIV-1ge HIV-1 térzset jeléli, mig RFR jelentése azon rezisztens tér-
zsek elegye, amelyeket RF-nek az 1. példa szerinti vegyiilet elleni szelektala-
sanal nyertink. RFR a G48V (14/40 kién); G48V, V82A (18/40 klén) G48v,
L90S (2/40 kion); G48V, 154T, V82A (1/40 klon); G48M (1/40 klon); G48V, Q61H
(1/40 Kldn): V13I, G48V (1/40 kidn); G48V, F53L. V82A (1/40 klon) és G48v,
VB2A, C95Y (1/40 klén) proteaz genotipussal bird virustérzsek elegye. RFR2
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jelentése azon rezisztens térzsek elegye, amelyeket RFR klonozasaval kaptunk
limitalé higitas melletti szaporodas harom kérében.

RFR2 a G48V, V82A (13/15 kion); G17E, G48V, V82A (1/15 kidn), G48V,
V82A, N37D, N88D (1/15 kldn) proteaz genotipusu virustdrzsek elegyét foglalja
magaban. RFRR azon rezisztens torzsek elegyét jelenti, amelyeket RF-nek az
1. és 2. példak szerinti vegyuletekkel szembeni szelektélasaval nyertink, majd
limitald higitasnal végzett szaporitassal harom kérben klonoztunk. RFRR a
G48V, 154T, L63P, V82A (7/9 KIén); G48V, 154T, L63P, V82A, N88S (1/9 kidn),
és 48V, 154T, L63P, G73M, V82A (1/9 klon) protedaz genotipusu virustorzsek
elegyét foglalja magaban. SF162 jelentése a HIV-1 SF-162 torzs és SF162R
SF162-nek az 1. példa szerinti vegyllettel valo szelektalasaval kapott rezisz-
tens térzsek elegyét jelenti. SF162R az M461, F53L, L63P, A71V, N88D (2/3
klén); és M461, F53L, L63P, A71V, N88D, Q92R (1/3 klén) proteaz genotipusu
virustérzsek elegyét foglalja magaban. A 89-959 jel6lés a HIV-1 89-959 torzset
jelenti, és a 89-959R jelolés a 89-959 térzsnek a 2. példa szerinti vegyullettel
val6 szelektalasa révén kapott rezisztens torzsek elegyét jelenti. A 89-959R az
N88S (4/5 kldn); és D25N, T26A, D30ON, D37N, R41K, G73D, R87K, N88S (1/4
klén) proteaz genotipusu virustorzsek elegyét foglalja magaban. NL4 jelentése
a HIV-1 HIV-1y143 torzs. NL4(G48V) jelentése egy olyan térzs, amelyben szinte-
tikusan létrehozott helyspecifikus mutacioé van a proteaz 48 helyzetl aminosav
helyén, ahol glicin helyett valin all. Az NL4(I184V) egy olyan torzs, amelyben a
protedz 84 helyzet(l aminosav helyén szintetikusan létrehozott helyspecifikus
mutacid révén izoleucin helyett valin all. NL4(R8Q,M46l) jelentése egy szinteti-
kusan létrehozott helyspecifikus mutaciéval nyert térzs, amelynek proteazaban
a 8-helyzeti aminosav arginin helyett glutamin, és a 46-helyzetld aminosav
metionin helyett izoleucin. Az NL4(P22-538) rezisztens torzsek elegye, amelyet
a HIV-1y43 10. példa szerinti vegyulettel valo szelektalasaval kaptunk 22

passzalast kovetéen, és amely az M46l, L63P, A71V, VB2F, 184V (4/10), M461,
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L63P, V82F, 184V (3/10); és M46l, A71V, VB2F, 184V (3/10) proteaz genotipu-
sokat foglalja magaban.

NL4 (P37-538) jelentése HIV-1yes 10. péida szerinti vegyulettel valo szelekta-
lasabdl 37 passzalas utan kapott rezisztens torzsek elegye, amelyek M46l,
L63P, A71V, 184A protedz genotipusokat foglaljdk magukban. NL4(538/524)
olyan rezisztens térzseket jeldl, amelyeket NL4(P22-538) 5. példa szerinti ve-
gyulettel valé szelektalasaval 24 passzalas utédn nyertink, és az M46l, L63P,
A71V, I184A proteaz genotipusokat foglalja magaban. NL4(538/P7-AG) jelentése
olyan rezisztens térzsek elegye, amelyeket az N|.4(P22-5638) 12. példa szerinti
vegyulettel valé szelektalasaval kaptunk 7 passzéalast kévetben, és az M46l,
L63P, A71V, I184A és V32l, V82| protedz genotipusokat foglalja magéban.
NL4(538/P24-AG) olyan rezisztens torzseket jeldl, amelyeket NL4(P22-538)
-nak a 12. példa szerinti vegyulettel val6 szelektalasaval 24 passzalast kdveto-
en kaptunk, és az M46l, L63P, A71V, 184A proteaz genotipusokat foglalja ma-
gaban. NLA (P19-003) olyan rezisztens térzseket jelél, amelyeket HIV-1y.4.5-nak
a 9. példa szerinti vegyulettel valé szelektalasaval nyertink 19 passzalast kove-
téen, és az R8K és M46i proteaz genotipusokat foglalja magaban. NL4(P34-
-003) olyan rezisztens torzseket jeldl, amelyeket HIV-Iy43-nek a 9. példa sze-
rinti vegyulettel valo szelektalasa révén nyertink 34 passzalast kdvetben, és az
R8K, M46l, L63P A71V, L90OM proteaz genotipusokat foglalja magaban. A virus
izolatum rezisztenciara vonatkozé eredményeket az 1.-11. tablazatokban foglal-

juk 6ssze.

20. Példa

Az 1-3. tablazatokban Gsszegzett virus izolatum rezisztencia eredménye-
ket az alabbi vizsgalati eljarassal vagy annak kis modositasaival nyertuk. Mint-
egy 3 x 10 sejtet aktivaltunk 48 6ran &t 10 % magzati borjuszérumot és 10 E/ml
IL-2-t tartalmazé RPMI tapkézegben iévé mintegy 3 - 5 ug/ml PHA-val. Ismert

koncentracioju virus térzsoldatokat adunk az aktivalt limfocita szuszpenziéhoz
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mintegy 0,001 - 0,1 fertézési sokasagban. A sejt - virus szuszpenziét 37 °C ho-
mérsékleten 2 6ran at inkubaljuk a virus abszorpcio |étrejétte érdekében. A ma-
radék virus oltéanyagot centrifugalassal eltavolitjuk, és a sejteket 10 % magzati
borjuszérumot és 10 E/ml IL-2-t tartalmazé RPMI tapkézegben Ujraszuszpendal-
juk. Ezeket a fertézott sejteket a vizsgalati vegyilet 10 mg/mi-es DMSO-ban ké-
szult térzsoldatabdl teljes szovettenyésztd kézegben késziilt higitasokhoz adjuk
96-lyuku mikrotiter lemezek lyukjaiba ugy, hogy lyukanként 200 ul-ben mintegy
5 x 10° sejt legyen jelen. Fertézott, kezeletlen sejteket, és csak 0,1 % DMSO-val
kezelt sejteket vagy AZT-vel vagy DDI-vel kezelt sejteket alkalmazunk kontroll-
ként. A tenyészeteket a fertdzést kvetd 7. és 11. napokon szincitium képzbdés
szempontjabol megvizsgaljuk, vagy a feltluszdkat vizsgéljuk reverz transzkrip-

taz aktivitas vagy p24 antigén vonatkozasaban.

1. Tablazat
A példa szama Virus izolatum (ECs ng/mil)
SF162 SF162R
1. 31 443
2. 2 6
5. 4 4
6. 2 11
2. Tablazat
A példa szama Virus izolatum (ECs ng/mil)
SF162 SF162R
1. 2 111
7. 1 108
8. 1 98
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3. Tablazat
A példa szama Virus izolatum (ECs ng/ml)
89-959 89-959R 89-959R
1. 96" 5* 37
2. 100" 395* 872*
5. 36" 5* 38"
6. 4 6*
7. 13 128
8. 128 118

%8 Azonos vizsgalatban kapott értékek

21. Példa

A 4-6. tablazatban 6sszegzett virus izolatum rezisztencia eredményeket az
alabbi vizsgalati mod szerint vagy annak kis médositasaival nyertuk. A vizsgala-
tokat 96-lyuku szovettenyésztd lemezeken végeztiuk. CEM-T4 sejteket szusz-
pendaltunk 90 % RPMI tapkézeg (Gibco BRL Life Technologies, Inc.,
Gaithsburg, MD) és 10 % hoékezelt magzati borjuszérum (Gibco BRL Life
Technologies, Inc., Gaithsburg, MD) elegyében 5 x 10° 816 sejt/mi végkoncent-
raciéra. Egy HIV tenyészet (HIV-1ge torzs) fagyasztott alikvot mintajat gyorsan
felolvasztjuk (37 °C hémérséklet vizfurdében), és a CEM-T4 sejtekhez adjuk
mintegy 0,001 - 0,01 fert6z6 egység/sejt végkoncentracioban. A virus - sejt
szuszpenziét kavarassal gyorsan elegyitjuk, és 100 pl-t azonnal hozzaadunk
minden egyes vizsgalati vegydlet 100 ul mennyiségl (amelyet 90 % RPMI és 10
% FBS elegyében készult kétszeres koncentratumként keészitunk), 96-lyuku
szdvettenyésztd lemez lyukjaiban 1évé higitdsahoz. Minden lemez tartalmaz
kontroll lyukakat, amelyek sejteket és virust tartalmaznak, de vizsgalati vegyule-
tet nem. Minden vizsgalatban pozitiv kontrollként 3'-azido-3'-dezoxitimidint

(AZT) hasznalunk.




-39 -

--_ wews wo
. [ )

ve S
A .

o '

A szdvettenyésztd lemezeket 37 °C hdmérsékieten inkubaljuk nedvesitett,

5 % szén-dioxidot tartalmazé l1égkérben 7 napon at. Ezutan meghatarozzuk a vi-

rus replikacié szintjét a felGliszdban 1évd reverz transzkriptaz aktivitas mérése-

vel, amit szokdsos modszerekkel végzunk (mint azt példaul az eléz6ekben is-

mertettik, példaul a Techniques in HIV Research, szerk.. Aldovini & Walker,

1990, Stockton Press, NY szakirodalmi helyen ismertetett médon).

4. Tablazat

A példa szama

Virus izolatum (ECg ng/ml)

RF RFR
1. 30 223"
2. 40 g
3. 5 2
4. 10 0,4'
5. 44" 7
6. 12* 15"
*# Azonos vizsgalatban kapott értékek
5. Tablazat

A példa szama

Virus izolatum (ECs, ng/ml)

RF RFR
1. 24 394
7. 2 78
8. 2 1
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6. Tablazat
A példa szama Virus izolatum (ECs, ng/ml)
RF RFR2 RFRR
1. 19 880 5609
2. 35 367 1111
5. 6 57 982
6. 6 31 962
14. 1 6 39
15. 5 9 21
16. 3 1 9
22. Példa

A 7-11. tablazatokban dsszegzett virus izolatum rezisztencia eredménye-

ket Markowitz és munkatarsai eljarasaval vagy annak kisebb médositasaival

nyertilk. Az eljarast a Journal of Virology, 69, 701-706 (1995) szakirodalmi he-

lyen ismertetik, amelyet leirasunkba teljes egészében referenciaként épitink

be.
7. Tablazat
A példa szama Virus izolatum (ECs;, nmol/l)

NL4 NL4 (G48V) NL4 (184V)
5. 80 160 640
6. 30 150 90
10. 80 160 800
12. 25 125 125
13. 250 1000 6250
14. 8 8 72
15. 60 60 60
16. 8 8 8
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8. Tablazat
A példa szama Virus izolatum (ECs, nméiil)
NL4 NL4 (R80,M461)
5. 80 240
6. 30 30
10. 80 240
12. 25 125
13. 250 750
16. 8 8
9. Tablazat
A példa szama Virus izolatum (ECs, nmél/l)
NL4 NL4 (P22-538) | NL4 (P37-538
5. 80 800 6400
6. 30 150 2400
10. 80 1600 6400
12. 25 500 >3125
13. 250 5000 >31250
14. 60 60 1000
15. 8 400 1000
16. 8 8 40
10. Tablazat
A példa szama Virus izolatum (ECs, nmo6l/l)
NL4 | NL4(538/524) | NL4(538/P7-AG) | NL4(538/P24-AG)
5. 80 6400 6400 6400
6. 30 2400 2400 2400
10. 80 6400 6400 6400
12. 25 >3125 >3125 >3125
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10. Tablazat
(folytatas)
A példa szama Virus izolatum (ECs, nmol/l)
NL4 | NL4(538/524) | NL4(538/P7-Ag) | NL4(538/P24-AG)
13. 250 >31250 >31250 >31250
16. 8 40 40 40
11. Tablazat
A példa szama Virus izolatum (ECs, nmdl/l)
NL4 NLA (P19-003) | NL4 (P34-003)
5. 80 240 400
6. 30 30 30
10. 80 400 400
12. 25 150 375
13. 250 1250 1250
16. 8 8 8
23. Példa

A hatdéanyag rezisztens HIV-1 variansok in vitro szelektalasara az 1. és 2.

példak szerinti proteaz inhibitorokat alkalmaztuk, amelyek egyedi hidroxi-etil-

-karbamid-izosztert tartalmaznak. Klinikai és laboratériumi HIV-1 térzseket

passzaltunk T-sejt sejtvonalban vagy periférids vér mononuklearis sejtekben

(PBMC) névekvd hatdéanyagkoncentraciok jelenlétében. A rezisztens variansok

kévetkezetesen legalabb 10-szer magasabb ECs, értékeket mutattak, mint az

azonos idétartamon at, de inhibitor jelenléte nélkul passzalt kontroll virus. A vi-

rus DNS-t PCR eljarassal sokszoroztuk, és a proteazt kdédolé gén nukleotid-

szekvencidjat szokasos eljarasokkal meghataroztuk. A 2. és 1. példa szerinti

proteaz inhibitorokra rezisztens virusok esetén a szelektalt varidansok koézul
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szamosban kévetkezetesen a 88-helyzetli aminosavban észleltunk véltozast. A
88-helyzetli Asn maradék a szerkezetileg megdrzétt spiralis doménen belul
esik, amely mind a monomer, mind a dimer aszparaginsav proteinazokban jelen
van. A megfeleld Gly-Arg-Asp/Asn (86-88. egység) karboxil-terminalis szekven-
cia egyedi a retrovirus aszparaginsav proteinazoknal. Mig az ezen eredmé-
nyekre adott valaszok mindegyike csak spekulativ, a rekombinans HIV-1
proteazhoz kététt prototipus hidroxi-etil-karbamid inhibitorok nagy felbontasu
Rtg-sugar szerkezetébdl szarmazo templaton alapuldé modell kisérletek azt a
feltételezést valészinlsitik, hogy az Asn88 mutacié megvaltoztathatja a proteaz
konformacidjat.

A talalmany szerinti retrovirus proteaz inhibitor vegyuletek elonyésen ha-
tékony virusellenes vegyuletek, és féként retrovirusok, kiléndsen lentivirusok
hatasos inhibitorai, mint az el6zéekbdl lathaté.

Fentieknek megfelelen a taldimany szerinti vegyuletek hatasos inhibitorai
a HIV-nek. Feltehetd, hogy a targyi vegyuletek mas HIV térzseket is gatoinak,
példaul a HIV-2-t, és mas virusokat, példaul a VISNA virust, a majom immunhi-
any virust [Simian Immunodeficiency virus (SiV)], a HTLV-1-t és a HTLV-2-t.
Ennek megfeleléen a taldimany szerinti vegylletek hatasosak retrovirus ferto-
zések kezelésére és/vagy megelbzésére.

A taldlmany korébe tartoznak a retrovirus protedz inhibitor vegyuletek
szolvatjai és hidratjai is, ha ilyenek vannak, ezeket a taldlmany szerinti médon
allitjuk eld vagy izolaljuk.

A retrovirus protedz inhibitor vegyuletek alkalmazhatok szervetlen vagy
szerves savakkal alkotott séik formajaban. Ezen sék kérébe tartoznak - a korla-
tozas szandéka nélkul - az acetat-, adipat-, alginat-, citrat-, aszpartat-,
benzoat-, benzolszulfonat-, biszulfat-, butirdt-, kamforat-, kamforszuifonat-,
diglukonat-, ciklopentapropionat-, dodecilszulfat-, etanszulfonat-, glukohepta-

noat-, glicerofoszfat-, hemiszulfat-, heptanoét-, hexanoat-, fumarat-, hidrogen-
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klorid-, hidrogén-bromid-, hidrogén-jodid-, 2-hidroxi-etanszulfonat-, laktat-,
maleat- metanszulfonat-, nikotinat-, 2-naftalinszulfonat-, oxalat-, palmoat-,
pektinat-, perszulfat-, 3-fenil-propionat-, pikrat-, pivalat-, propionat-, szukcinat-,
tartarat-, tiocianat-, tozilat-, mezilat- és undekanoatsok.

A gyogyaszati célra alkalmas sok képzésére alkalmas savak korébe olyan
szervetlen savak tartoznak, mint példaul a hidrogén-klorid, kénsav és foszfor-
sav, valamint olyan szerves savak, mint példaul az oxalsav, maleinsav, boros-
tyankdsav és citromsav, elényésen a hidrogén-klorid. A sok tovabbi példai az
alkalifémekkel vagy alkaliféldfémekkel alkotott sok, példaul a natrium-, kalium-,
kalcium- vagy magnéziumsok vagy a szerves bazisokkal alkotott sok.

A gazdaszervezetnek beadott napi 6ssz-dozis egyszerre vagy napi tobb
aldozisban beadva példaul 0,01 - 50 mgltesttémeg kg, nap, szokasosabban
0,1 - 30 mg/testtémeg kg, nap. A dbzisegység készitmények tartaimazhatjak a
napi dozis kisebb alegységeit.

Az a hatdéanyag mennyiség, amelyet a hordozéanyagokkal kombinalva
egyetlen dozis format allitunk eld, a kezelendd gazdaszervezettdl és az adago-
las maodjatél fuggben valtozo.

A koros allapotoknak a retrovirus protedz inhibitor vegyuletekkel és/vagy
kompoziciékkal valé kezelésének dozis rendjét szamos tényez6tol fuggden va-
lasztjuk meg, ezek kérébe tartoznak a beteg faja, kora, testtdmege, neme, tap-
lalkozasa és egészségi allapota, a betegség sllyossaga, az adagolas modja,
farmakoldgiai megfontolasok, példaul az adott esetben alkalmazott vegyulet ak-
tivitasa, hatékonysaga, farmakokinetikai és toxikoldgiai profilja, tovabba az,
hogy a hatdéanyagot szallité rendszert alkalmazzuk-e, vagy hogy a hatéanyagot
valamely hatéanyag-kombinacio részeként alkalmazzuk-e. Ennek megfeleléen
az adott esetben alkalmazott adagolasi rend széles kérén belll valtozhat, és

ennek megfeleléen eltérhet az el6z6ekben megadott elényés adagolasi rendtdl.
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A talalmany szerinti vegyuletek adagolhatok oralisan, parenteralisan, inha-
lalasos permetként, rektalisan vagy helyileg dozisegység készitményekkent,
amelyek kivant esetben szokasosan alkalmazott nem-toxikus, gyogyaszati cél-
ra elfogadhaté hordozdanyagokat, segédanyagokat és vivéanyagokat tartal-
maznak. A helyi adagolasu készitmények lehetnek transzdermalis adagolasra
kialakitottak is, példaul transzdermalis tapaszok vagy iontoforézis eszk6zok. A
parenteralis kifejezésen itt a szubkutan injekcidkat, intravénas, intramuszkula-
ris, intrasternalis injekcidkat és infuzids technikakat ertjuk.

Az injektalhaté készitmények, példaul steril injektalhaté vizes vagy olajos
szuszpenzidk a szakterileten szokdsos moédon formélhatok megfeleld
diszpergal6- vagy nedvesitdszerek és szuszpendaloszerek alkalmazasaval. A
steril injektalhato készitmények lehetnek steril injektalhaté oldatok vagy szusz-
penzidk, nem-toxikus, parenterdlis adagolas céljara elfogadhatd higito-
anyagokban vagy olddszerekben, példaul 1,3-butandiolban készult oldatok. Az
elfogadhatd hordozéanyagok és olddszerek korébe tartoznak példaul a viz, a
Ringer-oldat és az izotonias natrium-klorid-oldat. Szokasosan alkalmazottak to-
vabba oldészerként vagy szuszpendald kézegként a steril allandé olajok. Erre a
célra minden steril allandé olaj alkalmas, beleértve a szintetikus mono- vagy
diglicerideket is. Tovabba, a zsirsavak, példaul az olajsav ugyancsak alkalmaz-
hatok injekciok készitésére.

A hatdanyag rektalis adagolasara kupok készitheték a hatéanyagnak
megfeleld nem-irritald segédanyaggal, példaul kakadvajjal és polietiléngliko-
lokkal vald elegyitésével, amelyek szokdsos homérsékleten szilardak, de a
végbél homérsékletén folyékonyak, és ezért a végbélben megolvadnak, és a
hatéanyagot szabadon engedik.

Az oralis adagolasra szolgal6 szilard dézisformak kérébe tartoznak kap-
szuldk, tablettak, piruldk, porok és granulumok. Az ilyen szilard dézisformakban

a hatéanyag legalabb egy inert higitdanyaggal, példaul szachar6zzal, laktézzal
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vagy keményitével elegyitett lehet. Az ilyen dézisformak tartalmazhatnak - a
szokasos gyakorlatnak megfeleléen - az inert higitéanyagokon kivul tovabbi
anyagokat is, példaul sikositoszereket, példaul magnézium-sztearatot. Kapszu-
lak, tablettak és pirulak esetén a dézisforméak tartalmazhatnak pufferol6szereket
is. A tablettakat és pirulakat készithetjuk tovabba bélben oldédé bevonatokkal
ellatott formaban is.

Az oralis adagolasra szolgalé folyékony dézisformak kérébe tartozhatnak
gyogyaszati szempontbdl elfogadhatéd emulzidk, oldatok, szuszpenziok, sziru-
pok és elixirek, amelyek a szakterlleten szokasosan alkalmazott inert
higitdanyagokat, példaul vizet tartalmaznak. Az ilyen készitmények tartalmaz-
hatnak segédanyagokat is, példaul nedvesitészereket, emulgeald- és szusz-
pendalészereket, édesitdszereket, izesitd- és illatositéanyagokat.

A talalméany szerinti retrovirus proteaz inhibitor vegyuletek adagolhatok
egyetien hatdéanyagként, de alkalmazhaték mas, a retrovirusok, példaul HIV-1
ellen hatasos virusellenes szerekkel kombinalva is. Az ilyen vegyuletek kérébe
tartoznak példaul - a korlatozas szandéka nélkul - mas HIV-1 proteaz inhibito-
rok, kulénféle nukleozid analégok, nem-nukleozid reverz transzkriptaz inhibito-
rok, tat antagonistak és glikozidaz inhibitorok.

A HiV-1 protedz inhibitorok kérébe tartoznak példaul - a korlatozas szan-
déka nélkil - az Ro 31-859 [Roberts, N.A. és munkatarsai: Science, 248, 258-
-261 (1990) és Drugs of the Future, 16(3), 210-212 (1991)], KNI-272,
(Kagayama, S. és munkatarsai: Antimicrobial Agents and Chemotherapy 1993,
810-817), a gy(lris karbamid sorozat (Lam P. és munkatérsai: "De Novo Design
and Discovery of Potent, Nonpeptidal HiV-1 Protease Inhibitors", a 205.
American Chemical Society National Meeting, Medicinal Chemistry Division,
Denver, CO, 1993. marcius 28-aprilis 2. 96. szamu anyaga), az L-735, 524
(Dorsey, B.D. és munkatarsai: "L-735,524: The Rational Design of a Potent and
Orally Bioavailable HIV Protease Inhibitor”, a 206. American Chemical Society
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National Meeting, Medicinal Chemistry Division, Chicago, IL, 1993. augusztus
22-27., 6. szamu anyaga) és ezek analégjai.

A kompetitiv nukleozid analégok kérébe tartoznak - a korlatozas szandéka
nélkul - az azidotimidin (AZT), didezoxinozin (DDI), DDC, 3TC, D4T és a PMEA.
A nem-nukleozid, nem-kompetitiv reverz transzkriptaz inhibitorok példai kérébe
tartoznak - a korlatozas szandéka nélkul - a piridon osztaly, [Wei, J.S. és mun-
katarsai: J. Med. Chem. 36, 249-255 (1993); Hoffman, J.M. és munkatérsai, J.
Med. Chem. 35, 3784-3791 (1992); Saari és munkatarsai: J. Med. Chem. 35.
3792-3802 (1992); Drugs of the Future 17, (4), 283-285 (1992)] és analbgjai; a
bisz(heteroaril)-piperazinok osztalya [Romero, D.L. és munkatarsai, J. Med.
Chem. 36, 1505-1508 (1993); Romero, D.L. és munkatarsai: Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 34, 746-751 és 3187-3198 (1991)] és analdgjaik, es a triciklusos
piridobenzo- és depirido-diazepinonok [Hargrave, K.D., J. Med. Chem. 34,
2231-2241 (1991); Merluzzi, M. J. Science 250, 1411-1413 (1990)] és analégja-
ik, és az 5-klor-3-(fenil-szulfonil)-indol-2-karboxamid és analégjai [Williams,
T.M. és munkatérsai, J. Med. Chem. 36, 1291-1294 (1993)]. A tat antagonistak
kérébe tartoznak - a korlatozas szandéka nélkul - az Ro 5-3335 és Ro 24-7429
[Hsu, M.C. és munkatérsai, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 908, 6395-6399 (1993);
Tam, S. és munkatarsai: "TAT INHIBITORS: A New class of anti-HIV agents”, a
204. American Chemical Society National Meeting, Organic Chemistry Division,
Washington, DC, 1992. augusztus 23-28. 372. szamu anyaga] és analogjai. A
glikozidaz inhibitorok példaiként emlitjiuk - a korlatozas szandéka nélkul - a
kasztanospermint, a kasztanospermin-6-butiril-észtert, az N-butil-1-dezoxi-
nojirimicint, az N-butil-1-dezoxi-nojirimicin-perbutil-észtert, analogjaikat és
prodrugjaikat.

A terapias szerek formalhatok kalénalld kompozicidkként, amelyeket |é-
nyegében egyidében adunk be, vagy mas médon, a terapias szerek beadhatok

egyetlen kompoziciéként, ugy, hogy minden hatdanyag terapiasan hatékony
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mennyiségben jusson a gazdaszervezetbe. Mas megoldas szerint, a terapias
szerek adagolhatok kualonbozé idépontokban ugy, hogy egyidoben csak egy
vagy két hatdéanyag terapias mennyisége legyen a szervezetben.

A talalmany szerinti vegyuletek és kombinaciok hatasos virusellenes ve-
gyuletek és kombinaciok, kiulénésen hatasosak retrovirus inhibitorokként amint
azt az el6zéekben bemutattuk. igy a talaimany szerinti vegyuletek hatasos HiV
protedz inhibitorok. Ugy véljik, hogy a talalmany szerinti vegyuletek mas
retrovirusokkal szemben is hatasosak lesznek, példaul mas lentivirusokkal, és
kalénésen egyéb HIV torzsekkel, példaul HIV-2-vel, human T-sejt leukémia vi-
russal, sarcoma virussal, majom immunhiany virussal, macska leukémia virus-
sal, macska immunhidny virussal és hasonlékkal szemben. igy a talalmany
szerinti vegyUletek hatasosak retrovirus fertézések kezelésére és/vagy megelé-
zésére.

A taldlmany szerinti vegyuletek és kombinaciok ugyancsak hatékonyak
retrovirusok oldatokban valé szaporodasanak megelézésére. Mind human,
mind allati sejttenyészetek, példaul T-limfocita tenyészetek hasznalatosak sza-
mos jolismert célra, példaul kutatasi és diagnosztikai célra, beleértve ebbe a
kalibralasokat és kontrollokat. A talalmany szerinti vegyuletek hatasos mennyi-
ségét a sejttenyészet szaporitasa és tarolasa el6tt vagy alatt adhatjuk a sejtte-
nyészet tapkdzegébe, hogy megakadalyozzuk a sejttenyészetben nem szandé-
kosan, vagy nem tudottan jelenlévé retrovirus nemkivant és nem vart
replikacidjat. A virus lehet eredetileg jelen a sejttenyészetben, példaul a HIV
jelen lehet a human T-limfocitdkban sokkal azt megel6zéen, minthogy a vérbdl
kimutathato lenne, illetve jelen lehet egy virus a virusnak valé kitettség folytan.
A talalmany szerinti vegyuletek és kombinaciok ilyen alkalmazasa megelézi,
hogy a kutaték vagy klinikusok esetlegesen letalis, nem tudott vagy varatlan ki-

tettség részesei legyenek.
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Az elézéek csak a taldlmany bemutatasat szolgaltak, anélkul, hogy a ta-
lalmanyt a bemutatott vegyuletekre kivannank korlatozni. A szakemberek sza-
mara nyilvanvald variaciok és valtoztatasok ugyancsak a talalmany oltalmi ko-
rébe tartoznak.

Az eldzd leirasbol szakember kénnyen megismerheti a talalmany lényeges
jellemzoit, és anélkul, hogy a taldlmany szellemétdl és terjedelmétdl eltérne, a
taldlmanyon szamos valtoztatast és médositast hajthat végre annak érdekében,

hogy a kulénb6z6 felhasznalasokhoz és kéraiményekhez adaptalja azt.
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Szabadalmi igénypontok

1. Eljaras retrovirus fertézések kezelésére emibésben, azzal jelle-
mezve, hogy az emlésnek

(a) egy elsé retrovirus proteaz inhibitor hatasos mennyiségét, és

(b) egy masodik retrovirus inhibitor hatasos mennyiségét adagoljuk, ahol a
masodik retrovirus proteaz inhibitor legaldbb egy olyan retrovirus térzzsel
szemben hatékony, amely az elsd retrovirus proteaz térzs irant rezisztens.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy az elsd
és masodik inhibitorokat ugy adagoljuk, hogy az emliésben mindkét inhibitor
hatasos mennyisége legyen jelen.

3. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy az elsd
és masodik inhibitort valtakozva adagoljuk, gy, hogy egyidében egy inhibitor
hatasos mennyisége legyen jelen az emldsben.

4. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy az al-
kalmazott retrovirus proteaz inhibitor

N-(2(R)-hidroxi-1(S)-indanil)-2-(R)-fenil-metil-4(S)-nhidroxi-5-(1-(4-(3-

-piridil-metil)-2(S)-N'-(terc-butil-karboxamido)-piperazinil))-pentanamid:

N-terc-butil-dekahidro-2-[2(R)-hidroxi-4-fenil-3(S)-[[N-(2-kinolil-karbonil)-L -

-aszparaginil]-amino]-butil]-(4aR,8aS)-izokinolin-3(S)-karboxamid;

(28,3R,4S,58)-2,5-bisz-[N-[N-[[N-metil-N-(2-piridinil-metil)-amino]-

-karbonil]-valinil]-amino]-3,4-dihidroxi-1,6-difenil-hexan:

(2S,38,55)-5-[N-[N-[N-metil-N-[(2-izopropil-4-tiazolil)-metil]-amino}-

-karbonil]-valinil]-amino]-2-[N-[(5-tiazolil)-metoxi-karbonil}-amino}-3-hidroxi-

-1,6-difenil-hexan:;

[2R-hidroxi-3-[[(4-amino-fenil)-szulfonil]-(2-metil-propil)-amino]-1S-(fenil-

-metil)-propil-karbaminsav-3S-tetrahidrofuranil-észter:
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N-terc-butil-dekahidro-2-[2(R)-hidroxi-4-(fenil-tio)-3(S)-[[N-((2-metil-3-
-hidroxi-feniI)-karbonil]-amino]-butiI]-(4aR,8aS)-izokinoIin-3(S)-karboxamid:
[4R-(4a,50,6B,7B)]-1,3-bisz[(3-amino-fenil)-metil}-hexahidro-5,6-dihidroxi-
-4,7-bisz(fenil-metil)-2H-1,3-diazepin-2-on;
N-[2R-hidroxi-3-[[(1 ‘3-benzodioxol-5-il)-szulfonil]-(2-metil-propil)-amino]-
-1S-(fenil-metil)-propil}]-2S-[[(pirrolidin-1 -il)-acetil]-amino]-3,3-dimetil-
-butanamid;
N-[2R-hidroxi-3-[(2-metil-propil)-[(1 ,3-benzodioxol-5-il)-szulfonil}-amino]-
-1S-(fenil-metil)-propil]-2S-metil-3-(metil-szulfonil)-propanamid,
[1S-[1R"(R"),2S"]]-N-[2-hidroxi-3-[N'-(2-metil-propil)-N'-(4-metoxi-fenil-
-szulfonil)-amino}-1-(fenil-metil)-propil]-2-metil-3-(metil-szulfonil)-
-propanamid,
2S-[[(N-metil-amino)-acetil]-amino]-N-[2R-hidroxi-3-{[(1 ,3-benzodioxol-5-il)-
-szulfonil]-(2-metil-propil)-amino}-1S-(fenil-metil)-propil]-3,3-dimetil-
-butanamid; vagy
(2R,3S)-3—(N-metiI-amino—acetiI-L-terc—butiI-gliciniI)-amino-1-(N-izoamil-N-
-(terc-butil-karbamoil))-amino-4-fenil-2-butanol.
5. Az 1. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve, hogy az al-
kalmazott masodik retrovirus inhibitor
N-(2(R)-hidroxi-1(S)-indanil)-2-(R)-fenil-metil-4(S)-hidroxi-5-(1-(4~(3-piridil-
-metil)-2(S)-N'-(terc-butil-karboxamido)-piperazinil))-pentanamid;
N-terc-butil-dekahidro-2-[2(R)-hidroxi-4-fenil-3(S)-[[N-(2-kinolil-karbonil)-L -
-aszparaginil]-amino)-butil]-(4aR,8a8S)-izokinolin-3(S)-karboxamid;
(2S,3R,4S,5S)-2,5-bisz-[N-[N-[[N-metil-N-(2-piridinil-metil)-amino]-
-karbonil]-valinif]-amino]-3,4-dihidroxi-1,6-difenil-hexan;
(2S,38,5S)-5-[N-[N-[N-metil-N-[(2-izopropil-4-tiazolil)-metil]-aminc]-
-karbonil]-valinii]-amino}-2-[N-[(5-tiazolil)-metoxi-karbonil]-amino}-3-hidroxi-

-1,6-difenil-hexan;
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[2R-hidroxi-3-[[(4-amino-fenil)-szulfonil}-(2-metil-propil)-amino]-1S-(fenil-
-metil)-propil-karbaminsav-3S-tetrahidrofuranil-észter;
N-terc-butil-dekahidro-2-[2(R)-hidroxi-4-(fenil-tio)-3(S)-[[N-((2-metil-3-
-hidroxi-fenil)-karbonil]-amino]-butil]-(4aR,8aS)-izokinolin-3(S)-karboxamid;
[4R-(40,50,68,7 B)]-1,3-bisz[(3-amino-fenil)-metil]-hexahidro-5,6-dihidroxi-
-4,7-bisz(fenil-metil)-2H-1,3-diazepin-2-on;
N-[2R-hidroxi-3-[[(1,3-benzodioxol-5-il)-szulfonil]-(2-metil-propil)-amino}-
-18-(fenil-metil)-propil]-2S-[[(pirrolidin-1-il)-acetil]-amino]-3, 3-dimetil-
-butanamid;
N-[2R-hidroxi-3-[(2-metil-propil)-[(1,3-benzodioxol-5-il)-szuifonil]-amino]-
-1S-(fenil-metil)-propil]-2S-metil-3-(metil-szulfonil)-propanamid,;
[1S-{1R"(R"),2S"])-N-[2-hidroxi-3-[N'-(2-metil-propil)-N"-(4-metoxi-fenil-
-szulfonil)-amino]-1-(fenil-metil)-propil}-2-metil-3-(metil-szulfonil)-
-propanamid,
2S-[[(N-metil-amino)-acetil]-amino]-N-[2R-hidroxi-3-[[(1,3-benzodioxol-5-il)-
-szulfonil]-(2-metil-propil}-aminol-1S-(fenil-metil)-propil]-3, 3-dimetil-
-butanamid; vagy
(2R,3S)-3-(N-metil-amino-acetil-L-terc-butil-glicinil)-amino-1-(N-izoamil-N-
-(terc-butil-karbamoil))-amino-4-fenil-2-butanol.
6. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy az al-
kalmazott elsd retrovirus proteaz inhibitor
N-(2(R)-hidroxi-1(S)-indanil)-2-(R)-fenil-metil-4(S)-hidroxi-5-(1-(4-(3-piridil-
-metil)-2(S)-N'-(terc-butil-karboxamido)-piperazinil))-pentanamid;
N-terc-butil-dekahidro-2-[2(R)-hidroxi-4-fenil-3(S)-[[N-(2-kinolil-karbonil)-L-
-aszparaginil]-amino]-butil]-(4aR,8aS)-izokinolin-3(S)-karboxamid;
(2S,3R,4S,58)-2,5-bisz-[N-[N-[[N-metil-N-(2-piridinil-metil)-amino}-

-karbonil]-valinil]-amino]-3,4-dihidroxi-1,6-difenil-hexan;
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(28,38,5S)-5-[N-[N-[N-metiI-N-[(2-izopropiI—4—tiazo|i|)-metiI]-amino]-
-karboniI]-valiniI]-amino]-2-[N-[(5-tiazoIiI)-metoxi-karboniI]—amino]-3—hidroxi-
-1,6-difenil-hexan;
[2R-hidroxi-3-[[(4-amino-fenil)-szulfoni 1]-(2-metil-propil)-amino}-1S-(fenil-
-metil)-propil-karbaminsav-3S-tetrahidrofuranil-észter;
N-terc-butil-dekahidro-2-[2(R)-hidroxi-4-(fenil-tio)-3(S)-[[N-((2-metil-3-
-hidroxi-fenil)-karbonil]-amino]-butil]-(4aR,8aS)-izokinolin-3(S)-karboxamid;
[4R-(40c,50.,68,78)]-1 \3-bisz[(3-amino-fenil)-metil}-hexahidro-5,6-dihidroxi-
-4,7-bisz(fenil-metil)-2H-1,3-diazepin-2-on;
N-[2R-hidroxi-3-[[(1,3-benzodioxol-5-il)-szulfonil]-(2-metil-propil)-amino]-
-1S-(fenil-metil)-propil]-2S-{[(pirrolidin-1-il)-acetil]-amino]-3,3-dimetil-
-butanamid;
N-[2R-hidroxi-3-[(2-metil-propil)-[(1,3-benzodioxol-5-il)-szulfonil}-amino]-
-1S-(fenil-metil)-propil]-2S-metil-3-(metil-szulfonil)-propanamid;
[1S1 R‘(R'),28']]-N-[2-hidroxi-3-[N1-(2-meti|—propi|)-N1-(4-metoxi-feni|—
-szulfonil)-amino}-1-(fenil-metil)-propil]-2-metil-3-(metil-szulfonil)-
-propanamid vagy
(2R,3S)-3-(N-metil-amino-acetil-L-terc-butil-glicinil)-amino-1-(N-izoamil-N-
-(terc-butil-karbamoil))-amino-4-fenil-2-butanol, és
a masodik retrovirus proteaz inhibitor
2S-[[(N-metil-amino)-acetil}-amino]-N-[2R-hidroxi-3-{[(1,3-benzodioxol-5-il)-
-szulfonil]-(2-metil-propil)-amino]-1S-(fenil-metil)-propil]-3,3-dimetil-
-butanamid.
7. Az 1. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve, hogy az elso
retrovirus proteaz inhibitor
N-(2(R)-hidroxi-1(S)-indanil)-2-(R)-fenil-metil-4(S)-hidroxi-5-(1-(4-(3-piridil-
-metil)-2(S)-N'-(terc-butil-karboxamido)-piperazinil))-pentanamid, és

a masodik retrovirus proteaz inhibitor
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(2R,3S)-3-(N-metil-amino-acetil-L-terc-butil-glicinil)-amino-1-(N-izoamil-N-
-(terc-butil-karbamaoil))-amino-4-fenil-2-butanol;
N-[2R-hidroxi-3-[(2-metil-propil)-[(1,3-benzodioxol-5-il)-szulfonil]-amino]-
-1S-(fenil-metil)-propil]-2S-metil-3-(metil-szulfonil)-propanamid;
[1S-[1R"(R*),2S"]}-N-[2-hidroxi-3-[N'-(2-metil-propil)-N'-(4-metoxi-fenil-
-szulfonil)-amino]-1-(fenit-metil)-propil}-2-metil-3-(metil-szulfonil)-
-propanamid; vagy
2S-[[(N-metil-amino)-acetil}-amino]-N-[2R-hidroxi-3-{[(1,3-benzodioxol-5-il)-
-szulfonil]-(2-metil-propil)-amino]-1S-(fenil-metil)-propil]-3,3-dimetil-
-butanamid.
8. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy azelso
retrovirus proteaz inhibitor
(2S,3S,58)-5-[N-[N-[N-metil-N-[(2-izopropil-4-tiazolil)-metil]-amino]-
-karbonil]-valinil}-amino}-2-[N-[(5-tiazolil)-metoxi-karbonil}-amino]-3-hidroxi-
-1,6-difenil-hexan; és
a masodik retrovirus proteaz inhibitor
(2R,3S)-3-(N-metil-amino-acetil-L-terc-butil-glicinil)-amino-1-(N-izoamil-N-
-(terc-butil-karbamoil))-amino-4-fenil-2-butanol;
N-[2R-hidroxi-3-[[(1,3-benzodioxol-5-il)-szulfonil]-(2-metil-propil)-amino]-
-1S-(fenil-metil)-propil]-2S-{[(pirrolidin-1-it)-acetil]-amino]-3, 3-dimetil-
-butanamid; vagy
2S-[[(N-metil-amino)-acetil]-amino]-N-[2R-hidroxi-3-[[(1,3-benzodioxol-5-il)-
-szulfonil]-(2-metil-propil)-amino}-1S-(fenil-metil)-propil]-3,3-dimetil-
-butanamid.
9. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a be-
tegnek egy harmadik retrovirus proteaz inhibitort is adunk, amely harmadik
retrovirus proteaz inhibitor legalabb egy olyan virustérzs irant hatékony, amely

mind az elsé, mind a masodik retrovirus proteaz inhibitor irant rezisztens.
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10. A 9. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez ve, hogy a har-
madik retrovirus proteaz inhibitor
N-(2(R)-hidroxi-1(S)-indanil)-2-(R)-fenil-metil-4(S)-hidroxi-5-(1 -(4-(3-piridil-
-metil)-2(S)-N'-(terc—butiI-karboxamido)-piperaziniI))-penténamid;
N-terc-butil-dekahidro-2-[2(R)-hidroxi-4-fenil-3(S)-[[N-(2-kinolil-karbonil)-L -
-aszparaginiI]-amino]-butil]—(4aR,8aS)-izokinoIin-3(S)-karboxamid;
(28,3R,4S,58)-2,5-bisz—[N-[N-[[N-metiI-N-(2-piridinil-metiI)—amino]-
-karbonil]-valinil]-amino]-3,4-dihidroxi-1 ,6-difenil-hexan;
(28,38,58)-5-[N-[N-[N-metiI—N~[(2-izopropiI—4—tiazoIil)-metiI]—amino]-
-karboni!]-valiniI]-amino]-2-[N-[(5—tiazoIil)-metoxi-karbonil]—amino]—S-hidroxi-
-1,6-difenil-hexan;
[2R-hidroxi-3-[[(4-amino-feniI)-szulfoniI]-(2—metil-propiI)-amino]-1 S-(fenil-
-metil)-propil-karbaminsav-3S-tetrahidrofuranil-észter:
N-terc-butiI—dekahidro-2—[2(R)-hidroxi-4-(feniI—tio)-3(S)—[[N—((2-metiI~3-
-hidroxi-fenil)-karboniI]—amino]-butiI]-(4aR,8aS)-izokinolin-3(S)-karboxamid;
[4R-(4ct,50,68B,7pB)]-1 ,3-bisz[(3-amino-fenil)-metil]-hexahidro-5,6-dihidroxi-
-4,7-bisz(fenil-metil)-2H-1,3-diazepin-2-on:
N-[2R-hidroxi-3-[[(1 ,3-benzodioxol-5-il)-szulfonil]-(2-metil-propiI)—amino]-
-1S-(feniI—meti|)—propil]-28-[[(pirro|idin-1-iI)-acetil]-amino]—3,3—dimetil-
-butanamid;
N-[2R-hidroxi-3-[(2-metil-propil)-[(1 ,3-benzodioxo|—5-iI)-szulfonil]-amino]—
-1 S-(fenil-metil)-propiI]—2S-metil-3-(metiI—szulfonil)-propénamid;
[1S-[1 R'(R*),2S']]-N-[2-hidroxi-3-[N1-(2-metiI-propil)-N’-(4-metoxi-feni|-
-szulfonil)-amino]-1-(feniI-metil)-propil]-2-metil-3-(metil-szulfonil)-
-propanamid;
ZS—[[(N-metil-amino)—acetil]-amino]-N-[2R-hidroxi-3-[[(1 ,3-benzodioxol-5-il)-
-szulfonil]-(2-metil-propil)-amino}-1 S-(fenil-metil)-propil]-3, 3-dimetil-

-butanamid; vagy
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(2R,38)—3-(N-metiI-amino-acetiI-L-terc-butiI-glicinil)-amino-1-(N-izoami|-N-

-(terc-butil-karbamoil))-amino-4-fenil-2-butanol.

11. Az 1. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve, hogy azel-
s6 retrovirus protedz inhibitor irant rezisztens virus térzsek kézul legalabb egy,
és a masodik retrovirus protedz inhibitor irant rezisztens virus térzsek kozdl
legalabb egy olyan retrovirus proteazt termel, amely a proteaz peptid szekven-
ciaban legalabb egy olyan aminosav-helyettesitéssel bir, amely helyettesites a
protedz azonos szubsztrat-kétéhely régidjat érinti, és hozzajarul az észlelt in-
hibitor-rezisztenciahoz. '

12. Az 1. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve, hogy leg-
alabb egy, a protedz inhibitortdl eltéré virusellenes szert is adagolunk.

13. A 12. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy vi-
rusellenes szerként egy nukleozid analégot, egy nem-nukleozid reverz transz-
kriptaz inhibitort, egy tat-antagonistat vagy glikozidaz-inhibitort alkaimazunk.

14. A 13. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemezve, hogy azal-
kalmazott nukleozid analég AZT, DDI, DDC, 3TC, DAT vagy PMEA, és a
glikozidaz-inhibitor kasztanospermin vagy N-butil-1-dezoxi-nojirmicin.

15. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy ake-
zelt emlés ember, majom vagy macska.

16. Az 1. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve, hogy a
retrovirus HIV vagy HTLV.

17. A 16. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve, hogy a
retrovirus HIV-1 vagy HIV-2.

18. Eljaras betegek retrovirus fertézéseinek kezelésére, azzal jel-
lemezve, hogy

(a) két olyan retrovirus proteaz inhibitort valasztunk ki, amelyek kozul a

masodik kivalasztott retrovirus protedz inhibitor legalabb egy olyan retrovirus
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torzs irant hatékony, amellyel szemben a kivalasztott elsd retrovirus proteaz
térzs rezisztens, és

(b) a betegnek mind az elsé, mind a masodik kivalasztott inhibitor hatasos
mennyisegét adagoljuk.

19. A 18. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve, hogy azel-
s6 és masodik inhibitort Ugy adagoljuk, hogy a betegben egyidejlleg legyen je-
len mindkét inhibitor hatasos mennyisége.

20. A 18. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemezve, hogy azel-
s6 és masodik inhibitort egymassal valtakozva adagoljuk tgy, hogy egyidejlleg

csak az egyik inhibitor hatasos mennyisége legyen jelen a betegben.

A meghatalmazott:

Danubia Szabadalmi és
Védjegy lroda Kit.
/
Ale,
Valas Gyérgyné dr.
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