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(57) Sammendrag:

De disstereoisomere former af N-(4- [2-(2-amino-4-hy-
droxy-5,6,7,8-tetrahydropyrido{2, 3-d] pyrimidin-6-yl)~
chyljbenzoyl)-n-glutuinsyte er antineoplastiske
stoffer. Forbindelserne fremstilles ved adskillelse
af den diastereoisomere form af de pi tilsvarende mi-
de beskyttede glutaminderivater og hydrolytisk eller
hydrogenolytisk f£jernslse af carboxylsyre- og/eller
amincbeskyttelsesgrupper.
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DIASTEREOISOMERE TETRAHYDROPYRIDO[2,3-d] PYRIMIDIN-DERIVATER
SAMT FREMGANGSMADE TIL ADSKILLELSE AF DISSE DIASTEREOISOME-

RE FORBINDELSER

DETALJERET BESKRIVELSE

Denne opfindelse angdr hidtil ukendte diastereoisomere af
N-(4—[2—(5,6,7,8-tetrahydropyrido[2,3—d]pyrimidin—6—yl)
ethyl]lbenzoyl)-L-glutaminsyre samt en fremgangsmade til ad-

skillelse af disse diastereoisomere forbindelser.

Den diastereoisomere forbindelse ifglge opfindelsen er
ejendommelig ved, at den er udvalgt af gruppen, der bestar

af:

(i) den diastereoisomer af N-(4-[2-(2-amino-4-hydroxy-
5,6,7,B—tetrahydropyrido[z,3—d]pyrimidin—6-yl)et-
hyl]lbenzoyl)-L-glutaminsyre, der har

25
[a] = -21,06°,
e 589nm

og er i hovedsagen fri for den diastereoisomer af
N-(4—[2-(2-amino—4-hydroxy-5,6,7,8—tetrahydro—
pyrido[z,3—d]pyrimidin—6—yl)ethyl]—benzoyl)-L—glu—

taminsyre, der har

25

[a]
589nm

+31,09°%;

[}

(ii) den tautomere 4(3H)-oxo form deraf;
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et farmaceutisk acceptabelt alkalimetal-, jordal-
kalimetal-, ikke-giftigt metal-, ammonium- eller
substitueret ammoniumsalt deraf, der er i hovedsa-
gen frit for det tilsvarende salt éf den diaste-
reoisomer, der har

25
[al = +31,09°.
589nm

den diastereoisomer af N-(4-[2-(2-amino-4-hydroxy-
5,6,7,8-tetrahydropyrido[2,3-d]pyrimidin-6-yl)et-
hyllbenzoyl)-L-glutaminsyre, der har

25
[al = +31,09°,
589nm

og er i hovedsagen fri for den diastereoisomer af
N-(4-[2-(2-amino-4-hydroxy-5,6,7,8~tetrahydropyri-
do[2,3-d]pyrimidin-6-yl)ethyl]-benzoyl)-L-gluta-

minsyre, der har

25
[a] = -21,06°%;
589nm

den tautomere 4(3H)-oxo form deraf;

et farmaceutisk acceptabelt alkalimetal-, jordal-
kalimetal-, ikke-giftigt metal-, ammonium- eller
substitueret ammoniumsalt deraf, som er i hoved-
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sagen frit for det tilsvarende salt af den dia-

stereoisomer, der har

25
[a] = -21,06°.
589%nm

Fremgangsmaden ifglge opfindelsen er ejendommelig ved, at
man behandler en oplgsning af en blanding af
diastereoisomere forbindelser med formlen:

OH

u/ cu-cu -CH @coun-eu—cnzcnzcooa
coor’
AN .

[ ]

hvori

R og R’ er ens eller forskellige carboxylsyrebeskyt-

telsesgrupper;

R’ er hydrogen eller en aminobeskyttelsesgruppe, og
konfigurationen omkring det carbonatom, der er merket * er

L,

med en chiral syre, der er i stand til at danne salt med
blandingen, adskille de resulterende to diastereoisomere
salte af syren og forbindelsen, og derefter frig¢re den ka-
tioniske del af mindst det ene af de adskilte salte som den
fri base ved behandling med base og fjernelse af beskyttel-
sesgrupperne, idet frig¢relsen udf¢gres enten som et separat
trin f¢r eller efter fjernelse af beskyttelsesgrupperne,



10

15

20

25

30

DK 170023 B1

eller samtidig med fjernelsen til dannelse af mindst én af

(1) den diastereoisomer af N-(4-([2-(2-amino-4-
hydroxy-5, 6,7, 8-tetrahydropyrido[2,3-d]lpyrimidin-
6-yl)ethyl]lbenzoyl)-L-glutaminsyre, der har

25
[a] = -21,06°,
589nm

i hovedsagen fri for den diastereoisomer af N-(4-
[2-(2-amino-4-hydroxy-5, 6,7, 8~tetrahydropyrido
[2,3-d]pyrimidin-6-yl)ethyl]benzoyl)-L-glutamin-
syre, der har

25

[al
58%nm

+31,09°,

og

(ii) den diastereoisomer af N-(4-[2-(2-amino-4-hy-
droxy-5,6,7,8-tetrahydropyrido[2,3-d]pyrimidin-6-
vl)ethyl]lbenzoyl)-L~glutaminsyre, der har

25
[a] = +31,09°,
589nm

i hovedsagen fri for den diastereoisomer af N-(4-
[2-(2-~amino-4-hydroxy-5,6,7,8~tetrahydropyri-
do[2,3-d]pyrimidin-6-yl)ethyl]benzoyl)-L-gluta-
minsyre, der har
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25
[a] = -21,06°.
589nm

Folsyreantimetabolitterne aminopterin og amethopterin (ogsa
kendt som 10-methylaminopterin eller methotrexat) er anti-
neoplastiske stoffer. Disse stoffer inhiberer enzymatiske
omdannelser, der involverer metaboliske derivater af fol-
syre. F.eks. inhiberer amethopterin dihydrofolatreductase,
et enzym, der er ng¢dvendigt for regenereringen af tetra-
hydrofolat fra dihydrofolat, som opstar ved omsztningen af
2~-deoxyuridylat til thymidylat ved hjelp af enzymet thymi-
dylatsyntetase.

Andre derivater af folsyre og aminopterin er synthetiseret
og testet som antimetabolitter. Blandt disse er forbindel-
ser, i hvilke en methylen- eller methylidengruppe optager
en plads i molekylet, der normalt er besat med henholdsvis
en imino- eller nitrilgruppe. Disse derivater har en
varierende grad af antimetabolisk aktivitet. 10-
deazaaminopterin er sterkt aktiv (Sirotak et al., Cancer
Treat. Rep., 1978, 62, 1047), og 5-deazaaminopterin har en

aktivitet svarende til amethopterins (Taylor et al., J.
Org. Chem., 1983, 48, 4852). 8,10-dideazaaminopterin rap-
porteres at vare aktiv (U.S. Patent nr. 4.460.591) og
5,8,10-trideazaaminopterin udviser aktivitet mod L1210 leu-
kemi i mus (Yan et al., J. Heterocycl. Chem., 1979, 16,
541). P4 den anden side viser 1l0-deazafolsyre ingen navne-
verdig aktivitet (Struck et al., J. Med. Chem., 1971, 14,
693) og 5-deazafolsyre er kun svagt cytotoxisk. 8,10-
dideazafolsyre er kun ganske lidt virksomt som
dihydrofolatreductaseinhibitor (De Graw et al., "Chemistry
and Biology og Pteridines", Elsevier, 1979, 229) og 5,8,10-

trideazafolsyre viser ogsd kun svag aktivitet mod L1210
leukemi i mus (Oatis et al., J. Med. Chem., 1977, 20,
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1393). 5,10-dideazaaminopterin og 5,10-dideaza-5,6,7,8-
tetrahydroaminopterin og de tilsvarende 5,10-
dideazafolsyrederivater er beskrevet af Taylor et al., J.
Med. Chem., 28:7, 914 (1985).

Som beskrevet i sydafrikansk patent nr. 86/1235 er forbin-~
delsen N-(4-[2-(2-amino-4-hydroxy-5,6,7,8-tetra-hydropyri-
do-[2,3-d]pyrimidin—6—yl)ethyl]benzoyl)-L-glutaminsyre et
bredspektret antineoplastisk stof. Der er to chirale centre
i denne forbindelse: carbonatomet i tetrahydropyrido[2,3-
d]pyrimidinringens 6-stilling og alfa-carbonatomet i gluta-
minsyregruppen. Af de teoretisk fire former af forbindelsen
reducerer brugen af L-glutaminsyre som reagens ved den ind-
ledende kobling af forbindelserne som beskrevet i sydaf—
rikansk patent nr. 86/1235 mulighederne til to. Begge disse
opstdr imidlertid ved den efterfglgende hydrogenering og
fplgelig opstdr ved fjernelse af beskyttelsesgrupperne det
¢nskede stof som en blanding af (S,S) og (R,S) diastereoi-

somererne:
(5,.8):
OH
- CH,CH,COOH
2 C. ..CH,=CH, CONH o C=aCOOH
A c’ ‘
B ﬁ
H
H,N \N N7 2
H
(R,S):
OH
R A
.
> \C.,.H | c}azcuzcoos
| 1 \cnz—CHz CONH = <#C00H
J% CH !
s 2 :
H,N N N H
H
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Digsse diastereoisomere kan adskilles mekanisk, f.eks. ved
chromatografi, men dette besverligg¢res i nogen grad, navn-
lig ved operationer i stor skala, af den lave oplgselighed
af disse forbindelser i de fleste organiske oplgsningsmid-
ler. Blandingen af diastereoisomere kan benyttes terapeu-
tisk, idet de begge virker som substrater'for relevante
folatenzymer. De er imidlertid h¢jeffektive mod tumorer,
herunder sadanne, der er resistente over for methotrexat.
En forklaring af denne overraskende egenskab kan findes i
den kendsgerning, at de ikke inhiberer dihydrofolatreduk-
tase, men i stedet GAR-transformylase. Dette er fuldstendig
uventet, jfr. ogsd de efterfgplgende eksempler 2-5 med hen-
syn til den konstaterede antineoplastiske virkning.

En oplg¢sning af en blanding af diastereoisomert diethyl N-
(4-[2—(2-acetamido-4-hydroxy-5,6,7,8-tetrahydropyrido[2,3—

d]pyrimidin-6-yl)ethyllbenzoyl)-L-glutamat eller andre be-
skyttede derivater behandles med en chiral syre, der er i
stand til at danne et salt hermed. De resulterende diaste-
reoisomere salte adskilles sd ved en eller flere fraktione-
rede omkrystalisationer, og derefter frig¢res den frie base
af den kationiske del af i det mindste ét af de udskilte
salte ved behandling med en base og fjernelse af be-
skyttelsesgruppen. Friggrelsen af kationen fra saltet kan
udfgres som et separat trin f¢r eller efter fjernelsen af
beskyttelsesgrupperne, eller samtidig med fjernelsen, nar
disse grupper kan fjernes under basiske omstendigheder,

d.v.s., basisk hydrolyse.

Egnede chirale syrer omfatter de enkelte enantiomere af 10-
camphersulfonsyre, camphersyre, alfa-bromcamphersyre,
menthoxyeddikesyre, vinsyre, diacetylvinsyre, &blesyre og

pyrrolidon-5-carboxylsyre.

Sadledes fas (i) den diastereoisomer af N-(4-[2-(2-amino-4-
hydroxy-s,6,7,B-tetrahydropyrido[z,3ud]pyrimidin-6—yl)et—
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hydroxy-5, 6,7, 8-tetrahydropyrido[2,3-d]pyrimidin-6-yl)et-
hyl]lbenzoyl)-L-glutaminsyre, der har

25
[a] = -21,06°,
589nm

og er stort set fri for den diastereoisomer af N-(4-[2—(2-
amino-4-hydroxy-5, 6,7, 8-tetrahydropyrido[2,3-d]pyrimidin-6-
yl)ethyllbenzoyl)-L-glutaminsyre, der har

25
[a] = +31,09°,
589nm

og (ii) den diastereoisomer af N-(4-[2-(2-amino-4-hydroxy-
5,6,7,8-tetrahydropyrido[2,3-d]lpyrimidin-6~yl)-ethyl]benzo-
yl)~-L-glutaminsyre, der har

25
[a] = +31,09°,
589nm

og pa den anden side er stort set fri for den diastereoi-
somer af N-(4-[2-(2-amino-4-hydroxy-5,6,7,8-tetrahydropyri-
do[2,3-d]pyrimidin-6-yl)ethyl]lbenzoyl)-L-glutaminsyre, der
har

25
[a] = -21,06°.
589nm

Fjernelsen af beskyttelsesgrupperne kan opnds ved hydro-
lyse, der udfgres ved normale temperaturer, idet der benyt-
tes vandig syre eller base, som f.eks. vandig alkalimetal-
hydroxid, eventuelt under tilstedevarelse af et organisk
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oplgsningsmiddel, der er blandbart med vand, sasom metha-
nol, ethanol, tetrahydrofuran, dimethylformamid og lignen-
de, eller en syre, som f.eks. trifluoreddikesyre. Nar der
benyttes base, frigg¢res den kationiske del af saltet, og
produktet fremkommer som det dikationiske glutamatsalt, der
let kan faldes ved justering af pH ved tilsetning af syre,
f.eks. eddikesyre. De resulterende produkter er i alminde-
lighed hgjtsmeltende, krystalinske eller mikrokrystalinske,

faste stoffer.
EKSEMPEL 1

En blanding af 1,0 g diethyl-N-(4-[2-(2-acetamido-4-hydro-
xy—5,6,7,8-tetrahydropyrido[2,3-d]pyrimidin—6—yl)ethyl]ben-
zoyl)-L-glutamat og 880 mg d(+)-1l0-camphersulfonsyre i 50
ml vandfri ethanol opvarmes til reflux i 4 timer. Reak-
tionsblandingen fik lov til at ke¢le til stuetemperatur og
stod natten over. Det hvide, faste stof, der dannedes, blev
filtreret fra og omKrystalliseret fraktioneret af ethanol
seks gange, hvilket gav 37 mg af diastereoisomer "B" af
diethyl-N-(4-[2-(2—acetamido-4-hydroxy-5,6,7,8-tetrahydro—
pyrido[z,3—d]pyrimidin-6-yl)ethyl]benzoyl)—L—glutamat—d(+)—
10-camphersulfonat, smp. 223-225°C,

25
[a] = -20,02°.
589nm

Oplgsningsmidlet fjernes fra moderluden ved inddampning, og
det faste stof, der fremkommer, omkrystaliseres to gange af
ethanol, hvilket giver diastereoisomer "A" af diethyl-N-(4-
[2-(2—acetamido-4-hydroxy-5,6,7,8-tetrahydropyrido[2,3—

d]pyrimidin-6-yl)ethyl]benzoyl)—L—glutamat—d(+)-10-campher-

sulfonat,
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25
[a] = +29,35°.
589nm

En oplgsning af diastereoisomer "B" af diethyl-N-(4-[2-(2-
acetamido-4-hydroxy-5, 6,7, 8-tetrahydropyrido[2,3-d]pyrimi-

din-6-yl)ethyllbenzoyl)-L-glutamat-d(+)-10-camphersulfonat

i 50 ml methanol indeholdende 3 ml 1N vandig natriumhydro-
xid blev omrgrt ved stuetemperatur i 72 timer. Tilsatning
af 2 ml eddikesyre efterfulgt af centrifugering gav diaste-
reoisomer "B" af N-(4-[2-(2-amino-4-hydroxy-5,6,7,8-tetra-
hydropyrido[2,3-d]pyrimidin-6-yl)ethyl]lbenzoyl)-L-glutamin-
syre, smp. 224-227°C (dec.)

25
[a] = -21,0581° (¢ = 0,636, 0,1N NaOH);

589nm
A pax 278nm, 222nm, NMR (CDC1l;) delta 1,85 (m, 2H), 1,98
(m, 1H), 2,25 (m, 1H), 2,45 (m, 1H), 2,68 (m, 1H), 2,92 (m,
5H), 3,25 (t, J = 10 Hz, 1H), 3,82 (d, J = 10 Hz, 1H), 513
(m, 1H), 7,43 (d, J = 9 Hz, 2H), 7,84 (4, J =9 Hz, 2H). Den
optiske renhed er >97 %.

Ved at fgplge den ovennavnte procedure, men benytte diaste-
reoisomer "A" af diethyl-N-(4-[2-(2-acetamido-4-hydroxy-
5,6,7,8-tetrahydropyrido[2,3-d]pyrimidin-6-yl)ethyl]lben-
zoyl)-L-glutamat-d(+)-10-camphersulfonat i stedet for
diastereoisomer "B", fas diastereoisomer "A" af N-(4-[2-(2-
amino-4-hydroxy-5,6,7,8-tetrahydropyrido[2,3-d]pyrimidin-6-
yl)ethyllbenzoyl)-L-glutaminsyre, smp. 253-255°C (dec.)

<y

A
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25
[a] = +31,0915° (c = 3,605, 0,1N NaOH);
589nm

X s 278nm, 222nm, NMR (CDCl,) delta 1,85 (m, 2H), 1,98

(m, 1H), 2,25 (m, 1H), 2,45 (m, 1H), 2,68 (m, 1H), 2,92 (m,
5H), 3,25 (t, J = 10 Hz, 1H), 3,82 (d, J = 10 Hz, 1H), 513
(m, 1H), 7,43 (d, J = 9 Hz, 2H), 7,84 (d, J =9 Hz, 2H). Den

optiske renhed er >97 %.
EKSEMPEL 2

IC, ,verdien blev bestemt i helcelle (eng: whole cell)
humane leukami-cellelinier, CCRF-CEM, for diastereoisomer
"A" og diastereoisomer "B". Resultaterne af disse

unders¢ggelser er fglgende:

Forbindelse IC,, (mcg/ml)

Diastereoisomer "A" 2,6 x 1073

Diastereoisomer "B" 3,4 x 107
EKSEMPEL 3

Grupper & 10 C3H hunmus blev podet intraperitonealt i
axillerregionen med 6C3HED lymphosarcomceller. Teststoffet
indgives s& i Emulphor IP (0,5 ml) i 8 dage. Kontrollerne
fik samme behandling uden teststof.
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Forbindelse Dosis % Hemning Overlevende

(mg/kg)
Isomer A 6,00 74 - 10/10
12,50 89 10/10
25,00 100 10/10
50,00 100 10/10
100,00 100 10/10
Isomer B 3,60 71 10/10
6,25 84 10/10
12,50 89 10/10
25,00 99 10/10
50,00 100 10/10
100,00 100 8/10

EKSEMPEL 4

C3H bryst adenocarcinomceller blev implanteret i grupper af
C3H mus og isomer B blev sd indgivet som anf¢grt, idet
kontroldyrene kun fik fortyndingsmidlet.

Kontinuert infusion (2 ml/dag)

i 1 % NaHCO, daglig i 5 dage.

Dosis (mg/kg) % Hamning Overlevende
0,62 20 5/5
1,25 59 6/6
2,50 93 6/6

5,00 Toksisk 0/6
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Intraperitonealt (0,5 ml/dag)
i Emulphor daglig i 10 dage.

Dosis (mg/kg) $ Hzmning Overlevende
3,60 76 10/10
6,25 93 10/10

12,50 99 8/10
25,00 100 7/10
50,00 100 8/10
100,00 ' Toksisk 0/10

Intraperitonealt (0,5 ml/dag)
i Emulphor, kun dag 1, 3, 5, 7 og 9.

Dosis (mg/kg) % Hemning Overlevende

50 91 10/10
100 96 10/10
200 100 10/10
400 100 8/10

Intraperitonealt (0,5 ml/dag)
i Emulphor, kun dag 1, 3, 5, 7 og 9.

Dosis (mg/kg) $ Hemning Overlevende
6,25 39 10/10
12,50 21 10/10
25,00 59 10/10
50,00 60 10/10
100,00 94 10/10
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EKSEMPEL 5
X5563 plasmacelle myelomceller blev implanteret i grupper
af C3H mus og isomer B blev sa indgivet som anf¢rt, idet

5 kontroldyrene kun fik fortyndingsmidlet.

Intraperitonealt (0,5 ml/dag)

i Emulphor daglig i 10 dage.

10 Dosis (mg/kg) % Hamning Overlevende
3,60 62 10/10
6,25 76 7/10
12,50 90 10/10

15 25,00 99 8/10
50,00 99 7/9

100,00 Toksisk 0/10

£31
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PATENTEKRAYV

1. Diastereoisomere tetrahydro-pyrido[2,3-d]pyrimidin-
forbindelser, kendetegnet ved, at de er udvalgt

af gruppen, der bestar af:

(i) den diastereoisomer af N-(4-[2-(2-amino-4-hydroxy-
5,6,7,8-tetrahydropyrido[2,3-d]pyrimidin—6—y1)et—
hyl]lbenzoyl)-L-glutaminsyre, der har

25
[a] = -21,06°,
589nm

og er i hovedsagen fri for den diastereoisomer af
N-(4-[2-(2-amino-4-hydroxy-5,6,7,8-tetrahydro-
pyrido[z,3—d]pyrimidin-6-yl)ethyl]-benzoyl)-L-glu—

taminsyre, der har

25
[al
589nm

+31,09°%;

[}

(ii) den tautomere 4(3H)-oxo form deraf;

og

(iii) et farmaceutisk acceptabelt alkalimetal-, jordal-
kalimetal-, ikke-giftigt metal-, ammonium- eller
substitueret ammoniumsalt deraf, der er i hovedsa-
gen frit for det tilsvarende salt af den diaste-

reoisomer, der har
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25
[a] = +31,09°.
589nm

(idiii) den diastereoisomer af N-(4-[2-(2-amino-4-hydroxy-
5,6,7,8-tetrahydropyrido[2,3-d]pyrimidin-6-yl)et-
hyl]lbenzoyl)-L-glutaminsyre, der har

25
[a] = +31,09°,
589nm

og er i hovedsagen fri for den diastereoisomer af
N-(4-[2-(2-amino~-4-hydroxy-5, 6,7, 8-tetrahydropyri-
do[2,3-d]pyrimidin-6-yl)ethyl]-benzoyl)-L-gluta-

minsyre, der har

25
[a]l = -21,06°;
589nm

(iiiii) den tautomere 4(3H)-oxo form deraf;

og

(iiiiii) et farmaceutisk acceptabelt alkalimetal-, jordal-
kalimetal-, ikke-giftigt metal-, ammonium- eller
substitueret ammoniumsalt deraf, som er i hoved-
sagen frit for det tilsvarende salt af den dia-
stereoisomer, der har

25
[a] = -21,06°.
589nm

*»
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2. Forbindelse ifglge kravl, kendetegnet ved,
at den er den diastereoisomer af N-(4-[2-(2-amino-4-hy-
droxy-5, 6,7, 8-tetrahydropyrido[2,3-d]pyrimidin-6-yl)-
ethyl]benzoyl )-L-glutaminsyre, der har

25
[a] = -21,06°,
589nm

og er i hovedsagen fri for den diastereoisomer af N-(4-[2-
(2-amino-4-hydroxy-5, 6,7, 8-tetrahydropyrido[2,3-d]pyrimi-
din-6-yl)ethyl]lbenzoyl)-L-glutaminsyre, der har

25
[a] = +31,09°.
589nm

3. Forbindelse ifplge krav l, kende tegnet ved,
at den er den diastereoisomer af N-(4-[2-(2-amino-4-hy-
droxy-5,6,7,8-tetrahydropyrido[2,3-d]pyrimidin-6-yl)ethyl]-
benzoyl)-L-glutaminsyre, der har

25
[a] = +31,09°,
589nm

og er i hovedsagen fri for den diastereoisomer af N-(4-[2-
(2-amino-4-hydroxy-5, 6,7, 8-tetrahydropyrido[2,3-d]lpyrimi-
din-6-yl)ethyllbenzoyl)-L-glutaminsyre, der har

25
[a] = -21,06°.
589nm
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4. Fremgangsmade til adskillelse af diastereoisomere for-
bindelser, kendetegnet ved, at man behandler
en oplgsning af en blanding af diastereoisomere forbindel-

ser med formlen:

ol
| H H
\Cl * )
NS \cu-caz—caz 7 N\ corm-ca—cn2c:azcoosz2
e | | — Soos?
\ CH A <
SBun T S w N~ 2
H

hvori

R' og R? er ens eller forskellige carboxylsyrebeskyt-

telsesgrupper;

R’ er hydrogen eller en aminobeskyttelsesgruppe, og konfi-

gurationen omkring det carbonatom, der er market * er L,

med en chiral syre, der er i stand til at danne salt med
blandingen, adskille de resulterende to diastereoisomere
salte af syren og forbindelsen, og derefter friggre den ka-
tioniske del af mindst det ene af de adskilte salte som den
fri base ved behandling med base og fjernelse af beskyttel-
sesgrupperne, idet frig¢relsen udfopres enten som et separat
trin f¢or eller efter fjernelse af beskyttelsesgrupperne,
eller samtidig med fjernelsen til dannelse af mindst én af

(i) den diastereoisomer af N-(4-[2-(2-amino-4-hy-
droxy-5,6,7,8—tetrahydropyrido[2,3-d]pyrimidin-6—
y1l)ethyl]lbenzoyl)-L-glutaminsyre, der har

25
[a] = -21,06°,
589nm

P'es

*
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i hovedsagen fri for den diastereoisomer af N-(4-
[2—(2-amino-4-hydroxy—5,6,7,8—tetrahydropyrido—

[2,3-d]pyrimidin-6-yl)ethyl]benzoyl)—L—glutamin—
syre, der har

25
[a] = +31,09°,
589nm

og

(ii) den diastereoisomer af N-(4-[2-(2-amino-4-hy-
droxy-S,6,7,8-tetrahydropyrido[2,3—d]pyrimidin—6—

yl)ethyl]benzoyl)-L-glutaminsyre, der har

25
[a] = +31,09°,
589nm

i hovedsagen fri for den diastereoisomer af N-(4-
[2-(2-amino—4—hydroxy-5,6,7,8—tetrahydropyrido-

[2,3-d]pyrimidin—6-yl)ethyl]benzoyl)—L-glutamin-
syre, der har

25
[a] = -21,06°.
589nm
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