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reduktion af denne forbindelse til threo-3-beskyttet-smino-
2-hydroxybutansyre eller en ester deraf med formlen
il.cxa-ﬁ-cn-coma a
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Threo-3-anino-2-hydroxybutanoyl-eminoeddikesyre med formlen

omdannelse af denne forbindelse til 3-amino-2-hydroxy-
butansyre med formlen

RY-CH,,~CH-CH-CO0H W

Rl-CHg-?H—CH-CO-NH-CH-COM-I (v11)

'

Y W 7
2

- . pet N
hvori Rl er maphtyl eller en gruppe med formlen hvori R° er eventuelt besrkyttet amino, kondensation, pd

3 kendt mide til dannclse af en peptidbinding, med en forbin-
R delse med formlen

}D P
R : NH?-!ZH-COOH (v}

hvori Rﬁ o R? hver er hydrogen, halogen cventuclt beskyt-
tet amino, eventuelt beskyttel hydroxy, lavalkoxy eller

om nedvendigt under beskyttelse af de i reaktionen ikke
deltagende grupper, og fjernelse af beskyttelsesgrupperne

lavalkyl, og & er C5-Cq—u'lky'l eller 3-puanidinopropyl
fremstilles ved omswtning af en forbindeloe med formlen

Rl—ﬁ—C!l;,-R? N

for de funktionelle grupper.

Forbindelsernc VII har cn forsgende virkning pd imeunresk-
tioncr, asktiverer in vivo - foravarcmekanismen og har en
cancerhemmende virkning.
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Opfindelsen angdr en serlig fremgangsmdde til fremstil-
ling af threo-3-amino-2-hydroxybutanoyl-aminoeddike- syrer

med den almene formel

OH
l
Rl - CHy - lCH - CH - CONH(IZHCOOH (VII)
NH, R4

hvori RI betyder naphthyl eller en gruppe med formlen

hvori R6 og R/ hver for sig betyder hydrogen, halogen,
hydroxy, C(1-6)-alkoxy, C(1-6)-alkyl eller phenyl, og R4
betyder C(3-4)-alkyl eller 3-guanidinopropyl, hvori
carboxylgruppen tidligere om n¢dvendigt kan vare beskyt-
tet med C(1-6)-alkyl eller benzyl, og beskyttelsesgruppen
siden hen fjernet, hensigtsmassigt ved katalytisk hydro-
genering i narvarelse af palladiumsort.

Storstedelen af de ifplge den foreliggende opfindelse frem-
stillede threo=3-amino-2<hydroxybutanoylaminoeddikesyrer

er kendte fra U.S.-patentskrift nr.4.029.547 og 4.052.449
og fra britisk patentskrift nr. 1.510.477 og 1.540.019.

F.eks. er (28,3R)=3=amino=2-hydroxy=4=phenylbutanoylamino=
eddikesyre (i det fglgende omtalt som bestatin) den mindst
toksiske forbindelse, der isoleres fra kulturfiltrater af
Streptomyces olivoreticuli som en aminopeptidase=B-inhi-
bitor (jvf. U.S.-patentskrift nr. 4.029.547) af H. Umezawa
et al., og har vist sig at have en forggende virkning pa
immunreaktioner, sisom forsinket hypersthesia, at aktive-
re in vivo-forsvarsmekanismen og at have en hzmmende virke
ning pd cancer (jvf. japansk offentligggrelsesskrift

nr. 117435/1977), og forbindelsen forventes at blive nyttig

til farmaceutisk anvendelse.
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Det er ogsd kendt, at adskillige andre 3=~amino-2-hydroxy-
butanoylaminoeddikesyrer end bestatin har den samme eller
en sterre inhibitorisk aktivitet pad aminopeptidase B end
bestatin, og en fremgangsmade til syntetisk fremstilling
‘5 deraf er beskrevet i britisk patentskrift nr.1.510.477.
Ved den i det britiske patentskrift beskrevne fremgangse
m&de syntetiseres (28,3R)-3-amino-2~hydroxybutansyre som
et mellemprodukt til fremstilling af bestatin gennem de
nedenfor viste trin; fremgangsmdden har imidlertid forskele
10 1lige ulemper, som vil fremgd af det folgende.
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: CH2
benzyloxycarbonyl- o brucin
erende . -CHEOCO-NH-CH—CH—COOH RN
reagens i | (fraktioe
(8) OH neret

krystale
lisation)

c,

@-CHEOCONHCHCHCOOH
I
(o)

(R)-phenylalanin (1) omdannes til et benzyloxycarbonyle
derivat (2), som derefter kondenseres med 3,5~dimethyl-
pyrazol ved anvendelse af dicyclohexylcarbodiimid. %,5-
Dimethylpyrazolidet (3) reduceres til benzyloxycarbonyle
(R)=phenylalaninal (4) med lithiumaluminumhydrid, som der-

. efter omdannes til det tilsvarende addukt (5) ved omsat-

ning med natriumhydrogensulfit og videre til cyanhydrinen
(6) ved omsmtning med et cyanid. Dette derivat
hydrolyseres under sure betingelser til (2RS,3R)=3~amino-
2-hydroxy=t4=phenylbutansyre (7), som igen omsettes med et
benzyloxycarbonylerende reagens til omdannelse til

(2RS, 3R)-3~benzyloxycarbonylamino-2-hydroxy-4-butansyre
(8). Syren krystalliseres fraktioneret til (28,3R)w3-
benzyloxycarbonyl amino-2~hydroxy-4~phenylbutansyre (9)

ved anvendelse af brucin.

Skgnt den ovenstéende fremgangsméde kan gennemfgres uden
vanskeligheder i laboratoriemdlestok, er den ikke egnet
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til produktion i stor mdlestok, idet den omfatter anvele
delsen af det meget kostbare (R)-phenylalanin, som ikke er
en naturlig aminosyre, anvendelsen af det letantsndelige
1ithiumaluminumhydrid til reduktion af pyrazolidet sével
som anvendelsen af et meget giftigh cyanid ved syntesen

af cyanhydrinen.

Omfattende undersggelser for at finde en fremgangsmade,
som er egnet til masseproduktion og ikke viser nogen af de
nevnte ulemper, resulterede i den foreliggende opfindelse.

Ifglge den omhandlede fremgangsmdde kan slutprodukterne

fremstilles i et hgjt udbytte uden anvendelse af en koste
bar aminosyre, sasom (R)-phenylalanin, og uden anvendelse
af cyanid, og fremgangsmaden er séledes serdeles velegnet

til masseproduktion.

Fremgangsmdden ifglge opfindelsen til fremstilling af threo-
3-amino-2-hydroxybutanoylaminoeddikesyrer er ejendommelig

ved, at man

A) omsatter en N-beskyttet 2-oxoethylamin med den almene
formel

Rl - ¢ - CHp - R2 (1)
0

hvori Rl har den ovenfor angivne betydning, og R2 betyder
lavalkylcarbonylamino, som kan indeholde et halogenatom,
benzoylamino, benzyloxycarbonylamino, phthalimino eller
lavalkoxycarbonylamino, med glyoxylsyre eller en ester
deraf med den almene formel

Hﬁ - COOR3 (1I)
0

hvori R3 betyder hydrogen eller C(1-6)-alkyl, til dannelse
af en threo-3-beskyttet amino-2-hydroxy-4-oxosmgprsyre
eller estere deraf med den almene formel
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?H
Rl - % - ?H ~ CH - COOR3 (I1I)
0 RZ2

hvori Rl, R2 og R3 har de ovenfor angivne betydninger,

B) derefter reducerer cvenstaende forbindelse, hensigts-
messigt med metallisk natrium eller metallisk 1lithium i
flydende ammoniak, med zink eller tin i syre eller ved
katalytisk hydrogenering, til en threo-3-beskyttet

amino-2-hydroxysmgrsyre eller estere deraf med almene
formel

OH
I
Rl - cHy - ?H - CH - COOR3 (IV)
R2

hvori RIL, R2 og R3 har de ovenfor angivne betydninger,

C) derefter om npdvendigt udsatter ovenstaende
forbindelse for fplgende trin:

a) optisk opspaltning, hensigtsmassigt ved hjzlp af en
optisk aktiv a-phenylethylamin eller brucin, og/eller

b) fjernelse af aminobeskyttelsesgruppen, hensigtsmessigt
ved hydrolyse med saltsyre, og omdannelse af forbindelsen
til threo-3-amino-2-hydroxysmgrsyre med den almene formel

OH
Rl - CH, - CH - CH - COOH (V)
R2!

hvori R2! betyder amino eller den beskyttede aminogruppe,
og

D) derefter kondenserer ovenstdende forbindelse pa& gangs
médde til dannelse af en peptidbinding, hensigtsmessigt ved
en carbodiimid-proces eller en proces med aktive estere,
sédsom N-hydroxysuccinimidestere, med en aminoeddikesyre
med den almene formel
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|
NH, - CH - COOH (VI)

hvori R4 har den ovenfor angivne betydning.

I det ifplge opfindelsen anvendte udgangsmateriale med den

almene formel I kan Rl veere naphthyl, f.eks. l-naphthyl og

2-naphthyl, eller en gruppe med formlen %%:2%::>—, hvori

R6 og R7 kan vere ens eller forskellige.
R6 0g R7 kan vere halogen, sasom chlor, brom eller fluor,

alkoxy med 1-6 carbonatomer, f.eks. methoxy, ethoxy,
ethoxy, propoxy, butoxy, pentyloxy eller hexyloxy, eller
alkyl med 1-6 carbonatomer, f.eks. methyl, ethyl,
propyl, butyl, pentyl eller hexyl. . Alkoxy- eller .
alkylgruppen kan vere forgrenet.

R6
En gruppe med formlen ﬁ7:32§::::>>'

kan f.eks. vere phenyl, chlorphenyl, dichlorphenyl, fluor-
phenyl, hydroxyphenyl, methoxyphenyl, ethoxy-

phenyl, n-propoxyphenyl, iso-propoxyphenyl, n-butoxy-
phenyl, iso-butoxyphenyl, sek-butoxyphenyl, methylphenyl,
n~propylphenyl, iso-propylphenyl, n-butylphenyl, iso-
butylphenyl, sek-butylphenyl, biphenyl, dihydroxyphenyl,
dimethoxyphenyl eller hydroxymethoxyphenyl. Substituenter
p& benzenkernerne kan indtage hvilke som helst af de muli-
ge stillinger, d.v.s. 0o-, m~ eller p~stillingen, o- og m-
stillingen, p- og o-stillingen eller p-~ og m~stillingen.

Beskyttelsesgruppen i den beskyttede aminogruppe i R2 kan
eksempelvis vere acyl, f.eks. formyl, lavalkylcarbonyl,
der kan indeholde substituenter, sé&som halogen, som ikke
indvirker p& omsetningen, f.eks. acetyl, chloracetyl, di-
chloracetyl, bromacetyl, 2-chlorpropionyl eller Z2-brome
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propionyl, eller benzoyl, som kan indeholde substituenter,
sdsom lavalkoxy, lavalkyl eller halogen, i phenylringen,
som ikke indvirker pd omsetningen; lavalkyloxycarbonyl,
som kan indeholde substituenter, sésom halogen, der ikke
indvirker pa omsztningen, f.eks. methoxycarbonyl, ethoxy-
carbonyl, iso-propoxycarbonyl, iso-butoxycarbonyl, t-but-
oxycarbonyl, t-amyloxycarbonyl eller 2,2,2-trichlor-
ethoxycarbonyl, cycloalkyloxycarbonyl, f.eks. cyclopentyl-
oxycarbonyl og cyclohexyloxycarbonyl; benzyloxycarbonyl,
som kan indeholde substituenter, sadsom lavalkoxy, lav-
alkyl eller halogen, i phenylringen, der ikke indvirker
pé omsztningen, f.eks. benzyloxycarbonyl, chlorbenzyl-
oxycarbonyl, nitrobenzyloxycarbonyl, methoxybenzyloxy-
carbonyl, methylbenzyloxycarbonyl; carbamoyl, lavalkyl-
carbamoyl, f.eks. methylcarbamoyl, ethylcarbamoyl, _
propylcarbamoyl eller butylcarbamoyl, eller phenylcarb-
amoyl sé&vel som phthalyl. Alkyl- og phenyl-gruppen i
phthalyl—- eller carbamoylgruppen kan have substituenter,
som ikke indvirker pé& omsztningen.

De ifglge den foreliggende opfindelse som udgangsmateria-
le anvendte Nebeskyttede 2-oxoethylaminer med den almene
formel (I) omfatter mange hidtil ukendte forbindelser 08
kan syntetiseres pad samme médde som de kendte forbindelser
ud fra en methylketon med den almene formel:

R" - COCH, | - (VIID)

hvori Rl har den ovenfor angivne betydning, ved bromering
til en tilsvarende brommethylketon,omsztning af den brom-
erede keton med hexamethylentetramin, hydrolyse til en til~
svarende 2~oxoethylamin og efterfglgende beskyttelse af
aminogrupperne deri ved omsmtning med et egnet acylerings-—
middel. |

Som specifikke eksempler pa forbindelser med den almene
formel T kan nz:vnes
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N~ (2-oxo=2~phenylethyl)acetamid,
N-(2-oxo-2-phenylethyl)benzamid, -
N-(2-oxo-2-phenylethyl) phthalimidy
2-methoxycarbonylaminoacetophenon,

5 2-t-butoxycarbonylaminoacetophenon, -
N—[2—6xo—2—(4—hydroxyphenyl)ethyl]acetamidr~
N-[2-0%x0-2~-(4-hydroxyphenyl) ethyl]lchloracetamid, ..
2-ethoxycarbonylamino-4-hydroxyacetophenon, .
N—Iz—oxo—z—(3—hydroxyphenyl)ethyl]benzamid,

16 2—t—butoxycarbonylaminoéi'fhydroxyacetophehon,

” N- (2-oxo-2-phenylethyl) chloracetamid,
2-t-butoxycarbonylaminoacetophenon,. -
N—[é—oxo—Z—(4—chlorphenyl)ethyl]acetamid,-,
N-[2-0x0~2-(3-chlorphenyl)ethyl lacetanid,

15 N-{[2-oxo~2-(4-methylphenyl)ethyl]acetamid, .
N-[2-oxo-2~(3-methylphenyl)ethyl] acetamid,
N-[2-oxo-2-(1l-naphthyl)ethyl]acetamid,
N-[2-0x0-2-(2-naphthyl) ethyl]acetamid,

N-[2-0ox0-2-(4-fluorphenyl)ethyllacetamid,

20 N-[2-oxo-2-(4-bromphenyl)ethyllacetamid,
N-[2-0ox0-2-(2-methoxyphenyl)ethyl]acetamid,
N—[?—oxo—z-(3—methoxypheny1)ethyl]acetamid5
N- [2-0ox0-2- (4-methoxyphenyl) ethyl] acetamid,
N-[2-ox0-2-(2-ethoxyphenyl)ethyllacetanid, -

25 N-[2-o0x0-2-(3-ethoxyphenyl)ethyllacetamid,

N- [2~0ox0~-2~(4-ethoxyphenyl)ethyllacetamid,
N-[2-0x0-2- (4-n-propoxyphenyl)ethyl]acetamid, .
N-[2-ox0-2~-(4~-iso-propoxyphenyl) ethyl]acetamid,

N-[2~0x0-2~ (4-n-butoxyphenyl) ethyl] acetamid,
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N—[Z—oxo—z—(4—isobutoxthenyljethyl]acétamia,_
N—{Z—oxo—z—(4—secébutoxyphenyl)ethyl]acetami65
N—[2—0&0-2—(2—ethyl§henyl)ethyl]acetamid;
N-[2-0x0-2~-(3-ethylphenyl) ethyl] acetamid,
N-[2-0x0-2-(4-ethylphenyl) ethyl] acetamid,
N-[2-0x0~2- (4-n-propylphenyl) ethyllacetamids,..

N-[2-0x0-2-(4-iso-propylphenyl)ethyl]benzamid,

J_ N-[2-ox0-2-(4-n-butylphenyl) ethyl]acetamid,
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N—[2—oxo—2-(4—iso—butylphenyl)ethyl]benzamid,;
N—[2-oxo—2f(4-sec—butylphenyl)ethyl]acetamidr.

N—[2-oxo—2-(2—hydroxyphenyl)ethyl]acetamidyﬂ

N-[2-0x0-2~(3~hydroxyphenyl)ethyl] acetamid og

N-[2-0x0-2~(3,4-dihydroxyphenyl) ethyl]acetamid.

I estrene med den almene formel II er R3

alkyl med 1-6
carbonatomer, sdsom methyl, ethyl, propyl, butyl, pentyl

eller hexyl.

En forbindelse med den almene formel II kan f.eks. vere

glyoxylsyre eller dens methyl- eller ethylester.

Oms=ztningen af N-beskyttet 2-oxoethylamin med den almene
formel (I) og glyoxylsyreeller en ester deraf med den al-
mene formel (IT) ifslge opfindelsen udfgres sedvanligvis

i vand, et organisk oplgsningsmiddel eller et blandet op~
losningsmiddel af vand og et organisk oplgsningsmiddel un-
der tilstedeveerelse af en base. '

Som organisk oplgsningsmiddel til det med vand blandede
oplgsningsmiddel kan anvendes ethvert organisk oplgsnings-
middel, der er blandbart med vand, fortrinsvis et polart
oplesningsmiddel, sdsom en lavere alkohol, f.eks. methanol,
ethanol eller propanol, en keton, f.eks. acetone eller
methylethylketon, eller acetonitril, tetrahydrofuran,
dioxan, dimethylformamid, dimethylacetamid eller dimethyl-
sulfoxid.
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Det organiske oplesningsmiddel, hvori omsmtningen gennem-—
feres, kan vere ethvert oplesningsmiddel, som kan oplsse
udgangsmaterialerne, og er fortrinsvis, udover de ovene
nevnte oplesningsmidler, en ester, f.eks. en lavalkylester
af eddikesyre, sisom methylacetat eller ethylacetat, en
ether, f.eks. diethylether eller diisopropylether,eller

et halogeneret carbonhydrid, f.eks. chloroform eller carbe
ontetrachlorid.

De ifolge opfindelsen anvendte baser omfatter uorganiske
baser, sésom hydroxider, carbonater og hydrogencarbonater
af alkaliw eller jordalkalimetaller, f.eks. kaliumhydr-
oxid, natriumhydroxid, calciumhydroxid, kaliumcarbonat,
natriumcarbonat, kaliumhydrogencarbonat og natriumhydro-
gencarbonat, og ammoniak; organiske baser, s&som alkali-
metalsalte af organiske syrer, f.eks. alkalimetalsalte af
lavalkylcarboxylsyrer, sisom kaliumacetat, natriumacetat,
natriumformiat og kaliumpropionat, aromatiske aminer, f.
eks. pyridin, og aliphatiske aminer, f.eks. trimethyl-
amin og triethylamin. Til omsetningen i vand eller et vand-
holdigt organisk oplegsningsmiddel foretrszkkes uorganiske
baser, ismr hydrogencarbonater af alkalimetaller, f.eks.
natriumhydrogencarbonat og kaliumhydrogencarbonat. Til
omsetningen i et organisk oplegsningsmiddel anvendes orgas
niske baser, fortrinsvis alkylaminer og iszr triethylamin.

Baserne kan anvendes i enhver mengde, som giver et svagt
surt til alkalisk pH i reaktionsoplgsningen, og anvendes
fortrinsvis i en mengde p& f.eks. 0,5-10 mol, sadvanligvis
1~2 mol pr.mol glyoxylsyre eller en ester deraf med den
almene formel (II).

Omsztningen kan gennemfgres ved en reaktionstemperatur pa
fra 0°C til oplegsningsmidlets kogepunkt og sadvanligvis
fra stuetemperatur op til 60°C.
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Reaktionstiden varierer afhzngigt af reaktionstemperaturen,
udgangsforbindelserne og oplesningsmidlet og er ikke faste
sat bestemt, men reaktionen er fuldfert pd ca. 2-100 timer
og sedvanligvis pd ca. 12-20 timer ved en reaktionstempe
ratur pa fra stuetemperatur op til 60°C.

Glyoxylsyren eller en ester deraf med den almene formel

(II) kan ifslge den foreliggende opfindelse anvendes i vil—

kérlig mmngde, sedvanligvis i et bredt omrdde mellem 0,2
0g 10 mol og fortrinsvis 1-2 mol pr.mol Nebesgkyttet 2-
oxoethylamin med den almene formel (I).

Glyoxylsyren med den almene formel (II), hvori RJ er et
hydrogenatom, kan anvendes i form af en prisbillig vandig
oplosning uden uheldig pavirkning af reaktionen.

Ved omseetning af en forbindelse med den almene formel (I)
og en forbindelse med den almene formel (II) pd denne
m&de kan en forbindelse med den almene formel (III) dannes.
Den dannede forbindelse isoleres fra reaktionsblandingen,
f.eks. som fglger:
(a) Ved en forbindelse, hvori'R5 er et hydfogénatom.

(1) Hvis vand anvendes som reaktionsoplesnings— '
middel, ggres reaktionsblandingen sur med en syre til f=ld-

--ning af krystaller, som fraskilles ved filtrering.

25

30

35

(2) Hvis et blandet oplegsningsmiddel af vand og et
organisk oplgsningsmiddel anvendes som reaktionsoplgsnings—
middel, fjernes det organiske oplgsningsmiddel feorst under
reduceret tryk, hvorefter remanensen ggres sur ved tilsmte
ning af en syre til feldning af krystaller, som fraskilles
ved filtrering.

(b)  Ved en forbindelse, hvori RO er en alkylgruppe.

Da der i dette tilfelde sadvanligvis anvendes et organisk
oplosningsmiddel eller et vandholdigt oplegsningsmiddel

som reaktionsoplgsningsmiddel, koncentreres reaktionsblan~
dingen under reduceret tryk efter endt omsetning til fjer-
nelse af det organiske oplgsningsmiddel. Der szttes derefw
ter vand til remanensen, som derefter ekstraheres med et
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organisk oplesningsmiddel, sédsom ethylacetat. Ethylacetate
fasen vaskes med vand og te@rres over et terremiddel, sésom
vandfrit natriumsulfat. Oplegsningsmidlet afdestilleres un-
der reduceret tryk, remanensen tritureres med n~hexan, og
de udfzldede krystaller opsamles derefter ved filtrering.

Alle de opndede threo-(2RS)-3-amino-2«hydroxy-i-oxobutan-
syrer eller estere deraf med den almene formel (IITI) er
hidtil ukendte forbindelser og omfatter som typiske eksem-
pler:
threo~(ERS)—B—acetylamin—2-hydroxy—4—oxo—4-phenylbutansyre,
ethylesteren af threo—(ERS)—B-acetylamin-2—hydroxy—4~oxo—4—

phenylbutansyre,
threoa(2RS)-5-chloracetylamino-2—hydroxy~4—oxo-@—phenyl-
butansyre, . N

methylesteren af threo-(2R8)-3-chloracetylamino-2~hydroxy=-
4-oxo-l4~phenylbutansyre, '
threOo(ERS)—B-methoxycarbonylamino—2~hydroxy;4—oxo—4—phenyl-

butansyre,

threo=(2RS)=3wt-butoxycarbonyl amino~2~hydroxy—4—oxo-~4-
phenylbutansyre,
threo—(ERS)—B—benzoylamino-2—hydroxy—4—oxo—4—phenylbutan—
syre,
threo—(2RS)—B—acetyiamino—2—hydroxy>4-oxo-4—(4-hydrbxy-
phenylbutansyre,
threo-(2RS)~3-benzoylamino-2-hydroxy-i~oxo=4—(4-hydroxy-
phenyl)butansyre,

threo=(2RS)~3-acetyl anino-2-hydroxy-4=oxo-4-(3-hydroxy-
phenyl)butansyre,
threo—(ERS)—B—benzoylamino—2—hydroxy—4—oxo-4—(B—hydroxyL
phenyl)butansyre,
threo—(QRS)—B—ethoxycarbonylamino—Z-hydroxy—4—oxo-4-(4~
hydroxyphenyl )butansyre,

threo-(2RS}-B—t-butoxycarbonylamino—2—hydroxy-4~oxo—4—
(3-hydroxyphenyl)butansyre,
threo~(2RS)~5—acetylamino-2—hydroxy—4—oxo-4-(l—naphthyl)-

butansyre,
threo—(2RS)-B—acetylamino-2—hydroxy—4—oxo—4—(2—naphthyl)—

butansyre,
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threow(2R8)~3%-acetylamino- 2—hydroxy;4—oxo—4—(4—fluor—
phenyl)butansyre,
threo-(2RS)~3~acetylanino-2-hydroxy—Lle=oxo—-4-(4-bromphenyl )~
butansyre,
threo-(2RS)-3~acetylamino-2-hydroxy=t—-oxo=t-(2-nethoxy-
phenyl)butansyre,
threo-(2RS)-3~acetyl amino-2-hyd roxy-4-oxo~4— (3-methoxy-

~ phenyl)butansyre,

threo-(2RS)-3-acetylamino-2-hydroxy=lt—oxo-4- (4-methoxy—
phenyl)butansyre,

methylesteren af threo-(2RS)-3-acetylamino~2-hydroxy-i—
0X0~l4= (4-methoxyphenyl )butansyre, ,
threo~(2RS)~3-acetylamino-2-hydroxy-L—oxo~4—(2-ethoxy-
phenyl)butansyre,
threo-(2RS)=3-acetylamino-2-hydroxy-L4=o0xo=4-(3=ethoxy-
phenyl)butansyre,

threo-(2RS)-3~acetyl amino-2-hydroxy=t=—oxo~4- (4—ethoxy-
phenyl)butansyre,

threo-(2RS)-3-acetylamino-2-hyd roxy-4—o0xo-4—(4~n~propoxy- -
phenyl)butansyre,
threo—(2RS)-B-acetylam1no—2—hydroxya4—oxo—4a(4—180—
propoxyphenyl)butansyre,
threo-(2R8)-3-acetylamino-2-hydroxy-4-oxo-4~(4-n-butoxy-
phenyl)butansyre,
threo-(2RS)-3-acetylamino-2-hydroxy-4—oxo-4- (4-iso-butoxy~
phenyl)butansyre,
threo—(ERS)—B-acetylam1no—2~hydroxyh4—oxo-4-(4—sek-butoxy~
phenyl)butansyre,
threo-(2RS)-3-acetylamino-2-hydroxy=4-oxo-4-(2-ethyl-
phenyl )butansyre,
threo-(2RS)-3-acetylamino~2-hydroxy-4-oxo-4-(3-ethylphenyl)
butansyre, '
threo-(2RS)-3-acetylamino-2-hydroxy=i-oxo-4-(4-ethyl-
phenyl)butansyre,

threo=(2RS)~3-acetyl anino-2-hydroxy—4-0xo—4-(4-n~propyle
phenyl)butansyre,
threo~(2RS)~3-benzoylamino-2-hydroxy—4-oxo~4-(4-iso~-
propylphenyl)butansyre,
threo-(2R8)-3-acetylamino=2-hydroxy—Lwoxo~4—(4en~butyle
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phenyl)butansyre,
threo—(2RS)—B-benzoylamino—2—hydroxy~4~oxo—4—(4—iso—butyl—
phenyl)butansyre,

threo—( 2RS) -3-acetyl anino-2-hydroxywmlt=ox0-4=(4-sek-butyl-
phenyl)butansyre,
threo-(2RS)-3-acetylamino-2-hydroxy-4-oxo-4-(2-hydroxy-
phenyl)butansyre,

threo—(2RS)—B—acetylamino—2—hydroxy—4—oxo—4—(B—hydroxy—
phenyl )butansyre og
threo—(QRS)—B-acetylamino—2—hydroxy—4—oxo—4—(5,4—dihydroxy—
phenyl)butansyre.

En opndet threo-(2RS)-3-beskyttet-amino=2-hydroxy-4-0xo-

butansyre eller en ester deraf med den almene formel (III)
kan ved reduktion let omdannes til threo-(2RS)-%-amino-2-
hydroxybutansyre eller en ester deraf med den almene for-

mel (IV).

Den ifplge opfindelsen anvendte reduktionsproces kan vere
enhver reduktionsproces, hvorved en carbonylgruppe, som er
direkte bundet til en aromatisk kerne, kan reduceres til

en methylengruppe, Og processen omfatter f.eks. katalytisk
hydrogenering under anvendelse af palladium, sésom palladi-
umsort, palladium/kul og palladium/bariumsulfat eller
Raney-nikkel, reduktion med 1ithiumaluminumhydrid, natrium-
bis(2-methoxyethoxy)-aluminiumhydrid under tilstedeverelse
af vandfrit aluminiumchlorid, reduktion med zink eller tin
i syre og reduktion med metallisk natrium eller metal-
lisk lithium i flydende ammoniak. Den katalytiske hydrogen-
ering under anvendelse af palladium, s&som palladiumsort

og palladium/kul, eller Raney-nikkel,er iser foretrukket.

Reduktionsprocessen under anvendelse af palladium eller
Raney-nikkel gennemfgres ved oplgsning eller suspension af
threo—B—beskyttet-amino—2—hydroxy—4—oxobutansyre eller en
cster deraf med den almene formel (III) i et oplesnings-
middel og tilsetning af palladium eller Raney-nikkel dertil
og reduktion i en hydrogenatmosfare.Hydrogenet kan anven-
des ved atmosferisk tryk eller forhgjet tryk i en autoklav,
og reduktionen kan forlgbe hurtigt under forhsjet tryk.
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Skegnt reaktionsoplgsningsmidlet kan veere ethvert oples-
ningsmiddel, der selv i en mindre mengde kan oplese
threo-3-beskyttet-amino-2-hydroxy-4-oxobutansyre eller en
ester deraf med den almene formel (III), foretrszkkes anven—
delsen af lavere alkoholer, sasom methanol, ethanol og
propanol, lavere :carboxylsyrer, sisom eddikesyre og
propionsyre, vand indeholdende disse forbindelser eller
blandede oplgsningsmidler indeholdende disse forbindel-

ser sammen med andre organiske oplgsningsmidler. Skent re-
aktionstemperaturer fra 0°%C til 15000 kan anvendes, udferes
regktionen fortrinsvis ved 40-100°C i et oplgsningsmiddel
indeholdende eddikesyre eller methanol.

Den dannede %-beskyttet-amino-2-hydroxybutansyre eller dens
estér med den almene formel (IV) kan let isoleres fra reak-
tionsblandingen ved frafiltrering af katalysatoren, koncen-
tration af filtratet og tilsztning af et egnet oplesnings-
middel til remanensen til fezldning af krystaller og opsam-
ling af de udfzldede krystaller ved filtrering.

De forbindelser med den almene formel (IV),hvori R° er be-
skyttet med en beskyttelsesgruppe, sésom chloracetyl, di-
chloracetyl, t-butoxycarbonyl, t-pentyloxycarbonyl, 2,é,2-
trichlorethoxycarbonyl, cyclopentyloxycarbonyl, cyclo-
hexyloxycarbonyl og phthalyl, er iszr foretrukne, idet
man efter den ngdvendige optiske dpsbaltning kan lade dem
reagere direkte med en aminoeddikesyre med den almene for-
mel (VI) til fremstilling af threo-3-amino-2-hydroxy-
butanoylaminoeddikesyre med den almene formel (VIiI).

Threo-3-beskyttet-amino-2-hydroxybutansyre eller estere
deraf med den almene formel (IV) omfatter som typiske ek-
sempler: ’
threo~(2RS)~3-acetylamino-2-hydroxy~4-phenylbutansyre,
ethylesteren af threo-(2RS)-3-acetylamino-2~hydroxy-i—
phenylbutansyre,
threo-(2RS)-3-benzoylanino-2-hydroxy-4-phenylbutansyre,
threo~(2RS)~3-chloracetylamino-2-hydroxy-4-phenylbutansyre,
methylesteren af threo-(2RS)-3-chloracetylamino-2-hydr-
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oxy-4=phenylbutansyre,
threo-(2RS)~3-methoxycarbonylamino-4-phenylbutansyre,
threo—(ERS)—B—t—butoxycarbonylamino—#—phenylbutansyre,
threo-(2RS)-3-phthalimino-4-phenylbutansyre,
threo—(ZRS)~5—acety1amino-E—hydroxy—4~(4—hydroxyphenyl)—

butansyre,
threo—(2RS)—3—benzoylamino-B—hydroxy—4—(4—hydroxyphenyl)—
butansyre,
threo—(ERS)—B—acetylamino—2—hydroxy—4—(B—hydroxyphenyl)-
butansyre,
threo-(ERS)-B—benzoylamino—Z—hydroxy—4—(B—hydroxyphenyl)—
butansyre,
threo-(2RS)-B-acetylamino—E—hydroxy—#—(E—hydroxyphenyl)—
butansyre,
threo—(ERS)—5—benzoy1amino-2-hydroxy—4—(2—hydroxyphenyl)—
butansyre,
threo—(QRS)—5-acetylamino-2—hydroxy—4—(l-naphthyl)—butan~
syre, :
threo—(2RS)—B—aoetylamino—2—hydroxy—4—(2—naphthyl)butan—
syre,

threo—(2RS)—B—acetaylamino—Z—hydroxy—4—(4—fluorphenyl)-
butansyre,
threo—(2RS)—B—acetylamino—2—hydroxy—4-(4—bromphenyl)butan—
syre,
threo—(ERS)-B-acetylamino—2—hydroxy—4—(2—methoxypheny1)-
butansyre,
threo—(2RS)—B—acetylamino-Z-hydroxy—4—(E—methoxyphenyl)—
butansyre,
threo—(2RS)-5—acetylamino—2—hydroxy—4-(4—methoxyphenyl)—
butansyre,

methylesteren af threo-(2RS)-3-acetylamino-2-hydroxy-4-
(4-methoxyphenyl )butansyre,
threo~(2RS)—3—acetylamino—E—hydroxy—#—(2—ethoxypheny1)-
butansyre,
threo-(ZRS)-B—acetylamino—2—hydroxy—4—(B—ethoxyphenyl)—
butansyre,
threo—(ERS)—B—acetylamino-E—hydroxy;4-(4—ethoxyphenyi)—
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butansyre,

threo=-(2RS)-3-acetylamino-2-hydroxy-4- (4—n-propoxyphenyl)-
butansyre,
threo-(2RS)-3-acetylamino-2-hydroxy-4-(4-iso-propoxyphenyl ) -
butansyre,
threo-(2RS)-3~-acetylamino-2-hydroxy-4—(4-n-butoxyphenyl)-
butansyre, ,
threo-(2R8)-3-acetylamino-2-hydroxy-4-(4-iso-butoxyphenyl)-
butansyre,
threo—(ZRS)-5—acetylamino—Z—hydroxy—4—(4—sek-butozyphenyl)-'
butansyre, '
threo-(2R8)-3~acetylamino-2-hydroxy-4~(2-ethylphenyl )butan-
syre,
threo-(2R8)-3-acetylamino-2-hydroxy-4-(3-ethylphenyl)-
butansyre,
threo-(2RS)-3~acetylamino-2-hydroxy-4—(4-ethylphenyl)-
butansyre,
threo-(2RS)-3-acetylamino~-2-hydroxy-4—(4-n-propylphenyl)-
butansyre,
threo-(2RS8)~3-benzoylamino~2-hydroxy-4-(4-iso-propyl—-
phenyl)butansyre, |
threo-(2R8)-3-acetylamino-2-hydroxy-4—-(4-n-butylphenyl)-
butansyre,
threo-(2RS)~3-benzoylamino-2-hydroxy-4—-(4-isobutylphenyl)-
butansyre, ,
threo-(2R8)-3-acetylamino-2-hydroxy-4—(4-sek-butylphenyl Y=
butansyre,
threo-(2RS)-3-acetylamino-2-hydroxy-4-(2-hydroxyphenyl)-
butansyre,
threo-(2RS)~-3-acetylamino-2-hydroxy-4-(3-hydroxyphenyl)-
butansyre,
threo-(2RS)-3-acetylamino-2-hydroxy-4—-(3,4-dihydroxyphenyl)-

“butansyre,

og optiske isomere deraf af typen (25,3R) s&vel som C(1-6)-
alkylestere, f.eks. methyl~,K ethyl-,propyl- eller butyl-
estere, af disse syrer.
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Hvis forbindelserne med den almene formel (IV) er estere,
kan de omdannes til threo-3-amino-2-hydroxybutansyrer med
den almene formel (IV) ved fjernelse af esterresterne pa
konventionel mé&de, sasom ved hydrolyse,

og yderligere fjernelse, om ngdvendigt, af amino-beskyttel-

sesgrupperne.

En threo-(2RS)-forbindelse med den almene formel (IV) kan
om ngdvendigt opspaltes optisk i (28,%R)=- og (2R,3S)=—1s0=
merene. En forbindelse med den almene formel (IV), hvori
RO er hydrogen, opspaltes (a) direkte med en optisk aktiv
base, s&som brucin og S(-)= eller R(+)-l-phenylethyl-

amin eller (b) med en optisk aktiv sulfonsyre sésom en
camphersulfonsyre eller bromcamphersulfonsyre, efter fjere
nelse af en aminobeskyttelsesgruppe i forbindelsen pa sed-
vanlig m&de. En forbindelse med den almene formel (IV),
nvori B> er en esterrest, opspaltes (c) ved den ovennmvnte
fremgangsmdde efter fjernelse af esterresten pa smdvanlig
méde eller (d) med en optisk aktiv syre, s&som vinsyrew
derivater og camphersulfonsyrer,efter fjernelse af en
aminobeskyttelsesgruppe ved den almindelige metode.

Et til anvendelse ved den optiske opspaltning egnet oples-
ningsmiddel udvelges afhzngigt af forbindelsen med den ale
mene formel (IV) og af opspaltningsmidlets art.

Hvis en opniet (28,3R)~isomer har en esterrest,kan den om=-
dannes til (28, 3R)=3=amino-2-hydroxybutansyre med den al-
mene formel (V) ved fjernelse af esterresten pd smdvanlig

made.

Kondensationen af en forbindelse med den almene formel (IV)
eller (V) og aminoeddikesyre med den almene formel (VI) ud=-
fores pa for dannelse af en peptidbinding sedvanlig méde,
om ngdvendigt under beskyttelse af de for reaktionen ikke

relevante funktionelle grupper.
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FwAmino=2=hydroxybutanoylaminoeddikesyren med den almene
formel (VII), som er den gnskede forbindelse ifslge den
foreliggende opfindelse, kan fremstilles ved fjernelse af
beskyttelsesgrupperne for de funktionelle grupper efter
endt kondensationsreaktion.

Beskyttelse af de for reaktionen ikke relevante funktiow
nelle grupper, f.eks. beskyttelsen af aminogruppen Rg' ien
forbindelse med den almene formel (V) og af carboxylgrup-
pen i en forbindelse med den almene formel (VI),kan gennem-
fores pd konventionel méde. Beskyttelsen af aminogruppen,
f.eks. med en benzyloxycarbonylgruppe, kan gennemfores ved
omsztning af en forbindelse med den almene formel (V),

hvori Rg' er en aminogruppe, 0g benzyloxycarbonylchlorid
ifglge Schotten~Baumann~processen eller ved omsztning med
et benzyloxycarbonylerende middel, sdsom p-nitrophenyl-
benzyloxycarbonat, benzyloxycarbonylazid, benzyloxycarbonylw
N-hydroxysuccinimid=ester eller benzyle=Sei,6-dimethyle
pyrimide=2~ylethiocarbonat, i nerverelse af entertiser organisk
base, sésom triethylamin eller N;métﬁylmorpholin,i et vane
digt organisk oplgsningsmiddel, f.eks. dioxan, tetra-
hydrofuran, acetonitril eller dimethylformamid.

Fremgangsﬁéderne til kondensation af en syre med den almene
formel (V) og en aminoeddikesyre med den almene formel (VI) |
omfatter f.eks. en carbodiimid-~-proces under anvendelse
dicyclohexylcarbodiimid og l-ethyl-3~(3=dimethylamino-
propyl)=carbodiimid, en azid-proces, en proces med blandet
syreanhydrid under anvendelse af ethylchlorformiat og isc-
butylchlorformiat,en proces med aktive estere under anven-
delse af cyanomethylestere, vinylestere, eventuelt substi-
tuerede phenylestere, thiophenylestere og hydroxysuccinimid-
estere, en proces med O-acylhydfoxylaminderivater under
anvendelse af acetoxim og cyclohexanonoxim og en proces
med Neacylforbindelser under anvendelse af carbodiimidazol.

De til dannelse af en almindeligpeptidbinding anvendte oplgs-
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ningsmidler kan ogsd anvendes som oplgsningsmidler ved den
omhandlede kondensation. F.eks. kan de fglgende opl@sningse-
midler anvendes: ethere, sésom diethylether, tetrahydro-
furan og dioxan, estere, sdsom ethylacetat og methylacetat,
ketoner, sisom acetone og methylethylketon, halogenerede
carbonhydrider, sisom methylenchlorid og chloroform,
amider, s&som dimethylformamid og dimethylacetamid, og

nitriler, sé&som acetonitril.

Efter endt kondensationsresktion fjernes beskyttelsesgrup-
perne p& en i peptidkemien til fjernelse af beskyttelses~
grupper almindelig méde, sasom ved katalytisk reduktion une
der anvendelse af palladium som katalysator, acidolyse med
hydrogenbromid i eddikesyre, trifluoreddikesyre, hydrogen-
fluorid, hydrogenchlorid i et organisk opl@sningsmiddel,
forsebning med et alkali eller reduktion med metallisk

natrium i flydende ammoniak.

Representative eksempler pé de omhandlede slutprodukter

med den almene formel (VII) er som fglger:
threo—(2RS)—3—amino—2-hydroxy—4—(1—naphthyl)butanoy1—(s)-leucin,
threo-(ZRS)—3—amino—2-hydxoxy—4—(2—naphthyl)butanoyl—(S)-leucin,
threo- (2RS) -3-amino-2-hydroxy-4- (4-fluorphenyl)-butanoyl-(8)-=
leucin,
threo~(2RS)—3—amino—2—hydroxy—4—(2—methoxyphenyl)butanoyl-(S)—
leucin,

threo- (2RS) -3-amino-2-hydroxy~-4-(3-methoxyphenyl) butanoyl-(S) -
leuciny

threo- (2RS) -3-amino-2-hydroxy-4- (4-methoxyphenyl)butanoyl-(S) -
leucin,

threo- (2RS) ~3-amino-2-hydroxy-4- (2-ethoxyphenyl)butanoyl-(8) -

leucin,
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threo—(ZRS)-3-amino-2—hydroxy-4-(3-ethoxyphenyl)butanoyl—(S)-
leucin, | |
threo—(ZRS)—3—amino-2—hydroxy—4—(4fethoxyphenyl)butanoyl—(S)—
leucin; '
threo—(ZRS)—3—amino-2—hydroxy~4~(4—n—propoxyphenyl)butanoyl—(S)— '
1eucin{

threo—(ZRS)—3-amino—2—hydroxy—4-(4~iso-propoxyphenyl)butanoyl—

'(S)—leucin,

threo—(2RS)—3-amino—2-hydroxy—4-(4—n—butoxyphenyl)buﬁanoyl-(S)-
leucin, |
threo-(ZRS)—3—amino—2—hYdroxy—4-(4-iso—butoxyphenyl)butanoyl-
(S)-leucin,
threo—(ZRS)—3-amino—2—hydroXy—4—(4—sec—butoxyphehyl)butanoyl—
(8)-leucin, ,
threo—(ZRS)-3—amino-2—hydroxf—4—(2—ethylpheny1)butanoyl—(S)—

leucin,

. threo-(2RS) -3-amino-2~hydroxy-4- (3-ethylphenyl)butanoyl-(S) -

leucin,

thréo—(ZRS)—3-amino—2—hydroxy—4—(4—e£hylphenyl)butanoyl—(S)—
leucin, ., |
threo—(ZRS)-3—amin6—2—hydroxy—4—(4—n—propylphenyl)bﬁtanoyl—(S)—
leucin, .
threo—(2RS)ﬁ3—amino—2—hydroxy—4-(4~iso—propylphenyl)butanoyl—
{(S)~-leucin, _ 7
threo-(2RS) -3-amino-2-hydroxy-4- (4-n-butylphenyl) butanoyl- (S) -
leucin, | _ 7
threo—(2RS)—3—amiho—2—hydroxy*4;(4—iso—butylphenyl)butanoyl—7

(S)—leucin,
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threo—(ZRS)—3—amino—2—hydroxy—4—(4-sék-butylphenyl)butanyol—
(S)-leucin,

threo-(2RS) -3-amino~2-hydroxy-4- (2-hydroxyphenyl)butanoyl-(8) -
leucin,

threo- (2RS) -3-amino-2-hydroxy-4- (3-hydroxyphenyl)butanoyl-(S) -
leucin,

threo~(2RS) ~3~-amino-2~-hydroxy-4- (3, 4~-dihydroxyphenyl)butanoyl-
(8)-leucin,

threo- (2RS) -3-amino-2-hydroxy-4- (4-chlorphenyl)butanoyl-(S)-

leucin og,'
threOu(ERS)-5~amino—2—hydroxy—4»(B-Chlorphengl)butanoyla(S)~

leucin,
eller de forbindelser, hvori threo-(2RS)=konfigurationen er

erstattet med (28,3R)-formen og (8)-leucin er erstattet med
(RS)~ eller (R)-leucin, (8)-, (RS)- eller (R)-valin, (8)-,
(RS)= eller (R)-norvalin, (8)-, (BS)- eller (R)~isoleucin,
(S)=, (RS)~ eller (R)-norleucin, (S)-, (RS)- eller (R)--
tert-leucin eller (8)-, (RS)= eller (R)-arginin, isar

(25, 3R) -3-amino-2-hydroxy~-4- (4-aminophenyl) butanoyl- (S) ~leuciur,
(25,3R)—3-amino—2—hydroxy—4—phenylbutanoyl-(S)—1eucinv(bestatin),
(ZS,3R)—3—amino—2—hydroxy—4—(2—hydroxyphenyl)butanoyl—(S)—
leucin (o-hydroxybestatin),

(28, 3R) -3-amino-2-hydroxy-4-(3-hydroxyphenyl) butanoyl-(S) -
leucin (m-hydroxybestatin),
(25,3R)—3—amino—2-hydroxy—4—(4—hydroxyphenyl)butanoyl-(S)—
leucin (p-hydroxybestatin),

(25, 3R) -3-amino-2~hydroxy-4- (4-methoxyphenyl) butanoyl-(S) -

leucin,

(2S,3R) -3-amino-2-hydroxy-4-phenylbutanoyl-(S)-valin,
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(25,3R) -3-amino~2-hydroxy-4-phenylbutanoyl-(S) -norvalin,
(28, 3R) -3-amino-2-hydroxy-4-phenylbutanoyl-(S)-arginin og
(2S,3R) ~3~-amino-2-hydroxy-4-(4-hydroxyphenyl) butanoyl~- (S) -

arginin,
savel som fysiologisk anvendelige, ikke=toksiske salte derw
af, f.eks. salte af hydrogenchlorid og eddikesyre.

De ovennmvnte forbindelser omfatter mange nye forbindelser
sdvel som adskillige kendte forbindelser. Da disse nye fore
bindelser har hzmmende virkning pa aminopeptidase B, hem-
mer. dannelsen-af.bradykinin -og. viser antieinflammatoriske
virkninger ligesom de kendte forbindelser, forventes de at
blive nyttige i form af farmaceutiske prmparater mod for-
skellige sygdomme.

Blandt de ifelge opfindelsen fremstillede forbindelser med
den almene formel (VII) er de forbindelser nye, hvori R;

er en naphthylgruppe eller en gruppe med formlen

v >
R7 , hvori R7 er hydrogen, og R6 er fluor, lav-

alkyl (undtagen methyl), lavalkoxy, phenyl, m— eller o-

hydroxy, eller hvori bade R6 og R7 er andre grupper end
hydrogen. Den aminopeptidase-~-B~inhibitoriske aktivitet af
de reprzsentative forbindelser er som fglger.
Inhibitorisk aktivitet p&d aminopeptidase B

Forsggsmetodik:

Maling af den inhibitoriske sktivitet p& aminopeptidase B
gennemfgrtes ved metoden ifglge Hopsu et al. wunder nogen
modifikation af processen [ﬁ. K. Hopsu, K.K. Makinen, G.G.
Glenner; Archives of Biochemistry and Bibphysics, 114, 557
(1966)] .

En blandet oplegsning (pH 7,0) fremstillet ved at sxtte
1,0 ml af en 0,1 M tris-saltsyre-pufferoplessning og 0,7 ml
af en prgveholdig oplgsning til 0,3 ml 0,1 mM arginine-B-
naphthylamid opvarmedes til 37°C i 4 minutter. Der til-
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sattes derefter 0,2 ml af en aminopeptidase B-oplesning
renset ved rensningsprocessen ifglge Hopsu et al. under
anvendelse af Sephadex G-100® og omsattes ved 37°C i 30
minutter. Der tilsattes derefter yderligere 0,6 ml af en
1,0 M eddikesyre~pufferoplgsning (pH 4,2) indeholdende
"Garnet GBC" (o—aminoazotoluendiazoniumsalt) i en koncene
tration p& 1,0 mg/ml og indeholdende Tween 20® i en kon-
centration p& 1,0%, og blandingen henstilledes i 15 mi-
nutter ved stuetemperatur, hvorefter absorptionsfofholdet
(a) ved 530 nm méltes. Absorptionsforholdet (b) for blind-
oplgsningen under anvendelse af pufferoplgsningen uden ind-
hold af pregve bestemtes samtidig, og det inhibitoriske
forhold p& aminopeptidase B beregnedes som (b-a)/b x 100.

Resultat:

De inhibitoriske forhold for hver af pregverne ved adskil-
lige koncentrationer bestemtes ved den ovenstéende teste
metode, og de 50% inhibitoriske forhold (1050) afledtes

heraf. Resultaterne er vist i tabel 1.
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* Tabel 1
Forbindelse : ICSO(ug/ml)
(2S,3R) -3-Amino-2~hydroxy-4- (4-methoxyphenyl)
butanoyl~(S)~-leucin ' 0, 006
Threo- (2RS) —3-amino-2-hydroxy-4- (2-methoxyphenyl)

‘butanoyl-(S)-leucin 2,9
Threo- (2RS) -3-~amino-2~hydroxy=-4-(3-methoxyphenyl})
butanoyl-(S)-leucin: ' 0,04
Threo-(2RS)—3—amino—2—hydroxy—4—(l—naphthyl)

“ butanoyl-(8)-leucin- 1,5
Threo- (2RS) -3-amino-2-hydroxy—4- (2-naphthyl)
butanoyl=(S) ~leucin- ' 0,10

" Threo-(2RS) -3-amino~2-hydroxy-4- (4-phenyl
phenyl)butanoyl-(S)-leucin 3,6-
Threo- (2RS) -3-amino-2-hydroxy-4-(4-iso-
propylphenyl)butanoyl-(S)-leucin 0,12
Threo- (2RS) -3-amino-2-hydroxy-4-(4-iso-
butylphenyl)butanoyl-(S)-leucin 2,8
Threo-(2RS) -3~amino-2-hydroxy-4- (3,4~
dihydroxyphenyl) butanoyl- (S) ~leucin 1,8
Threo- (2RS) -3-amino-2-hydroxy-4- (4-iso-
propoxyphenyl)butanoyl-(S) -leucin 6,8
Threo- (2RS) -3-amino-2~hydroxy-4-(4-iso-
butoxyphenyl)butanoyl-(S)-leucin- 4,5
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Forbindelse ICg o (1g/ml)

Threo- (2RS) ~3-amino~2-hydroxy-4-(4-
fluorphenyl)butanoyl-(S)-leucin 0 03

Threo-(2RS) -3-amino-2~-hydroxy-4- (2-naphthyl)
butanoyl-(S)-isoleucin 0,03

(28 ,3R) -3-Amino-2-hydroxy-4- (4-methoxyphenyl)
butanoyl-(S)-valin . 0,07

Threo-(2RS) -3-amino-2~-hydroxy-4-(2-
hydroxyphenyl)butanoyl~(S)-leucin ' 0,53

Threo-(2RS) ~3~amino-2~hydroxy~4~ (3~
hydroxyphenyl)butanoyl-(S)-leucin 0,09

Opfindelsen belyses nermere i de felgende eksempler.
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Eksempel 1
1) Fremstilling af threo-(2RS)-3-acetylamino-2-hydroxy-4-

oxo-4-(4-methoxyphenyl)butansyre.

82,8 g (0,400 mol) N-[2-0x0-2-(4-methoxyphenyl)ethyl]-
acetamid, 95,8 g (1,14 mol) natriumhydrogencarbonat og
66,% g (0,720 mol) glyoxylsyremonohydrat oplsstes i en
blanding af 700 ml methanol og 200 ml vand. Ved at lade
oplgsningen reagere ved 50—60°C var reaktionen fuldfert
efter 4 timer. Reaktionsblandingen koncentreredes under
reduceret tryk til terhed. Remanensen oplgstes i vand og
vaskedes derefter med ethylacetat. Den vandige fase ind-
stilledes med saltsyre til pH 1-2. De udfeldede krystaller
opsamledes ved filtrering, vaskedes med vand og tgrredes
i vakuum. Der opndedes threo-(2RS)-3%-acetylamino-2-hydr-
0xy-4-0x0-4~(4-methoxyphenyl )butansyre. Udbytte 102,3 g
(91,0%). Smp. 193-195°C (dgkomposition)f MMR-spektrum
(DMSO‘G-6) § = 1,9 (s,3H; CH3-QO), 3,8 (s,3H; CHB"O)a 4,5
(dsHaJ = 4Hz; CE"OH)s 257 (dd-a H; CE_NH)s 7,1, 7,9
(4,d,2H,2H,J = 9Hz; <> ).

2) Fremstilling af threo-(2RS)-3-acetylamino-2-hydroxy-
4-(4-methoxyphenyl)butansyre.

30,0 g (0,107 mol) threo-(2RS)-3-acetylamino-2-hydroxy-4-
oxo-4~(4-methoxyphenyl ))butansyre oplgstes i %00 ml methan-
ol, og der tilsattes 1,50 g 5%'s palladium-kul.

Ved reduktion af oplgsningen i en aubtoklav ved en tempera-
tur pa 400070g et hydrogentryk pa 25 kg/cm? var omssztnin-
gen fuldfert efter ca. 3 timer.

Katalysatoren fjernedes ved filtrering, og filtratet kon-
centreredes under reduceret tryk. Til remanensen sattes
100 ml ethylacetat, og de udfxldede krystaller opsamledes
ved filtrering, vaskedes med ethylacetat og terredes i
vakuum. Der opnéedes threo-(2RS)-3-acetylamino-2-hydroxy-
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44— (4-methoxyphenyl)butansyre.

Udbytte 26,5 g (92,7%). Smp. 107,5-109°C. NMR-spektrum
(CPy CO0D) & = 2,3 (s, 3H; CH3-CO), 3,1 (d, 2H, J=8Hz;
CH5), #,0 (s, 2H; GHB—O), 4,6 (4, H, J=2Hz; CH-OH),
7,0, 7,3 (&, d, 28, 28, J = 9z; <=>").

3) Fremstilling af S(-)-l-phenylethylaminsaltet af
(28,SR)—B-acetylamino—2-hydroxy;4—(4—methoxyphenyl)butan—

syre.

10,0 g (37,0 mmol) threo-(2RS)-3-acetylamino-2-hydroxy-4-
(-methoxyphenyl Jbutansyre og 4,8 g (37,0 mmol) S(-)-1-
phenylethylamin oplgstet under opvarmning i 75 ml ethanol.
Man lod derefter oplesningen afkgle til stuetemperatur. De
udfzldede krystaller opsamledes ved filtrering, vaskedes
med en mindre mengde ethanol og terredes i vakuum. Der
opnéedes 4,56 g krystaller.

[a]%o + %2,1° (¢ = 1,9, methanol).
Man opleste krystallerne (4,50 g) 1 %0 ml ethanol under

opvarmning og lod oplgsningen afkgle til stuetemperatur.
De udfeldede krystaller opsamledes ved filtrering, vaske~

des med en mindre mmngde ethanol og terredes. Herved opniedes

S(-)-1-phenylethylaminsaltet af (28, %R)-3~acetylamino-2-
hydroxy_4-(4—methoxyphenyl)butansyre.

Udbytte 4,24 g. Smp. 194-1957C.

10120 + 32,8° (¢ = 0,5, methanol).

4) Fremstilling af (23,BR)—B—acetylamino—2-hydroxy-4—
(4-methoxyphenyl)butansyre.

2,79 g (7,20 mmol) af S(-)-phenylethylaminsaltet af
(ES,BR)—2—acetylamino-2—hydroxy—4~(4—methoxyphenyl)butanr
syre sattes til 15 ml G5 N vandig natriumhydroxidoples-
ning, og S(-)-1-phenylethylaminét ekstraheredes ved til-
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sebning af tre gange 15 ml ethylacetat.

Den vandige fase fraskiltes og indstilledes til pH 1-2 med

1 N saltsyre og koncentreredes til tegrhed under reduceret

tryk. Til remanensen sattes 20 ml acetone, de uoplgselige
forbindelser fjernedes ved filtrering p& "Hyflo", og fil-
tratet koncentreredes derefter til terhed under reduceret
tryk. Der sattes 30 ml ethylacetat til remanensen. De ud-
feeldede krystaller opsamledes ved filtrering, vaskedes med
ethylacetat og torredes "anoic" i vakuum. Der opndedes
(28, 3R)-3-acetylamino-2-hydroxy-4—(4-methoxyphenyl Ybutan-—
syre. T , - - :
Udbytte 1,32 g (68,1%). [a]%a +27,7° (¢ = 1,1, methanol).

5) Fremstilling af (28, 3R)-3-amino-2-hydroxy—4-—(4-
methoxyphenyl )butansyre.

4,89 g (18,3 mmol) (28,3%R)-3-acetylamino-2-hydroxy-4-(4-
methoxyphenyl )butansyre sattes til en blanding af 22 ml
2,5 N saltsyre og 22 ml dioxan. Ved opﬁarmning af oplgs-
ningen til 60°C var reaktionen fuldfert efter 8 timer.

Reaktionsoplesningen koncentreredes under reduceret tryk
til torhed. Remanensen oplgstet i vand og koncentreredes
igen under reduceret tryk til tﬁrhed, Remanensen oplgstes
i 20 ml vand, og de uopleselige forbindelser fraskiltes E
ved filtrering. Den vandige fase indstilledes derefter til
pH 5-6 med en 2 N vandig natriumhydroxidoplgsning og af-
koledes i et isbad. De udfeldede krystaller opsamledes ved
filtrering, vaskedes med vand og terredes i vakuum. Der
opndedes (2S,3R)-3-amino~-2-hydroxy-4-(4-methoxyphenyl)-
butansyre.

Udbytte 3,28 g (79,6%). [a]5° +26,9° (¢ = 1, W HOL).

Smp. 23%0-2%2°C (dekomposition). NMR-spektrum (GFBCOOD)

§ = 3,2 (dd,'EH; CHE)’ 3,9 (s, ?H; CH5>’ 4,2 (multi, H;
CH-NH,), 4,8 (d, H, J = 4Hz; CE-0H), 7,1,7,3 (d, 4, 28,
oH, J = 9 Hz; <=>).
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6) Fremstilling af (28,BR)—3—benzyloxycarbonylamino-2—
hydroxy—4—(4-methoxyphenyl)butansyre.

2,70 g (12,0 mmol) (2S,3R)—5-amino—2-hydroxyh4-(4—methoxyh
phenyl )butansyre, 2,52 nl (18,0 mmol) triethylamin og

3,95 g (14,4 mmol) benzyl-S-4,6-dimethylpyrinidin-2-yl-
thiocarbonat oplestes i et blandet oplgsningsmiddel af

12 ml vand og 12 ml dioxan.

Omsztningen fuldfgrtes ved omrgring 1 16 timer ved stue-
temperatur. Reaktionsoplgsningen koncentreredes under redu-
ceret tryk til afdestillation af dioxan. Til remanensen
gattes 50 ml vand, og oplesningen vaskedes to gange, hver
gang med 50 ml ethylacetat. Den vandige fase indstilledes
til pH 1-2 med fortyndet saltsyre. De udfeldede olieagti-
ge produkter ekstraheredes to gange, hver gang med 50 ml
ethylacetat. Ekstrakterne samledes, vaskedes tre gange,
hver gang med 50 ml af en vandig natriumchloridoplgsning,
og torredes derefter over vandfrit natriumsulfat.

Natriumsulfatet fjernedes ved filtrering. Filtratet kon-
centreredes under reduceret tryk, og remanensen triturere-
des med petroleumsether. De udfzldede krystaller opsamle-
des ved filtrering, vaskedes med petroleumsether og torre-
des i vakuum. Der opnéedes (2S,3R)—5—benzyloxycarbonyl—
amino-2-hydroxy-4—(4-methoxyphenyl)butansyre. o
Udbytte 3,25 g (75,4%). Smp. 160-162°C.

[ajgga + 87,1% (¢ = 1, eddikesyre).

MMR-spektrum (DMSO—d6) § = 2,8 (4, 2H, J = 6Hz; CH2—GH),
3,7 (s, 3H; CH-D')) 4,0 (4, H, J = 2Hz; CE“OH>a -

4,1 (multi, H; CH-NH), 5,0 (s, 2H; CH5=0),

7,1 (malti, 108; <=>, <= og NH).

7 Fremstilling af (28, 3R)-3-benzyloxycarbonylamino-2-
hydroxy-4-(4—methoxyphenyl)butanoyl—(S)—leucinybenzyl-
ester.

1,44 g (4,00 mmol) (28, 7R)-3-benzyloxycarbonylamino-2-
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hydroxy-4-(4-methoxyphenyl)butansyre, 1,91 g (4,80 mmol)
af p-toluensulfonsyresaltet af benzyl-(S)-leucinat og
0,65 g (4,8 mmol) l-hydroxybenzotriazol oplestes i 23 ml
tetrahydrofuran. Under afkgling i et is-salt-bad sattes
0,67 ml (4,8 mmol) triethylamin og 0,99 g (4,8 mmol)

dicyclohexylcarbodiimid til oplgsningen, og man lod den

reagere i 16 timer.

Det udfzldede dicyclohexylurinstof frafiltreredes, og fil-
tratet koncentreredes under reduceret tryk. Remanensen op-
lgstes i 40 ml ethylacetat, og de uoplegselige produkter

—fraskiltes igen ved-filtrering og vaskedes med ethylacetat.

Filtratet og vaskeoplgsningerne samledes og vaskedes suc-
cessivt to gange med 0,5 N saltsyre, tre gange med en van-~
dig natriumchloridoplesning, to gange med en 5%'s vandig
natriumhydrogencarbonatoplesning og tre gange med en van-
dig natriumchloridoplgsning og terredes derefter over
vandfrit natriumsulfat.

Natriumsulfatet fraskiltes ved filtrering, og filtratet
koncentreredes under reduceret tryk. Remanensen triturere-
des med n-hexan, og de udfzldede krystaller opsamledes ved
filtrering, vaskedes med n-hexan og teorredes i vakuum, Herved
opndedes benzylesteren af (28,3R)-3-benzyloxycarbonylamino-
2-hydroxy=-4-(4-methoxyphenyl Ybutanoyl-(S)-leucin.

Udbytte 2,21 g (98,2%). Smp. 124-126°C.

[a]§;8 +21,6° (¢ = 1, eddikesyre).

NMR-spektrum (CDClB) § = 0,9 (&, 6H, J = 5Hz; (CH;),CH),
2,9 (&, 2H, J = 8Hz; CH‘CHz'-AI)s 3,7 (s, 3H; CHB' )s

5,0, 5,1 (s, s, 2H, 2H; GEE-OCOCH, CHé—OCONH)

5,5 (4, H, J = 9Hz; NH), 7,0 (multi, T5H; <o, =<
og NH). _

8) Fremstilling af (2S,3R)-3-amino-2-hydroxy—i-—(4-
methoxyphenyl Ybutanoyl-(8)-leucin,
1,69 g (3,00 mmol) af tenzylesteren af (2S,3R)-3-benzyl-
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oxycarbonylamino—2-hydroxy-4—(4—methoxyphenyl)butanoyl-
(8)-leucin oplgstes i 20 ml 05%'s eddikesyre. En kataly-
tisk mengde af palladiumsort tilsattes, og der ledtes
hydrogen under atmosfarisk tryk til oplgsningen.

Da. den katalytiske reduktion var fuldfert ved stuetempe-
ratur p& 4,5 timer, fraskiltes palladiumsort ved filtre-
ring, og filtratet koncentreredes til tgrhed under reduce-
ret tryk. Til remanensen sattes 20 ml acetone. De udfelde-~
de krystaller opsamledes ved filtrering og vaskedes deref-
ter med acetone og terredes i vakuum. Der opnéedes (28,3R)-
5—amino-2—hydroxy—4—(4—methoxyphenyl)butanoyl—(S)—leucin.
Udbytte 0,95 g (94%). Smp. 228-231°C (dekomposition).
[m]g%B - 12,6° (¢ = 1, eddikesyre).
NMMR-spektrum (CFBCOOD) 8 = 1,1 (4, 6H, J = 5Hz; (9§2)2GH),
3,3 (4, 2H, J = 7Hz; CH,-Ar), 4,0 (s, 3H; CHB-O),
4,1 (multi, H; QEANHg), 4,7 (multi, H; CH-NH),
4,8 (4, H J = 4Hz; CH-OH), 7,0, 7,3 (a, 4, 2H, 2H, J = OHz;
De

Eksempel 2
1) Fremstilling af threo-(2RS)-3-acetylamino-2-hydroxy-

4-ox0-4—-(2-methoxyphenyl)butansyre.

16,6 g (80,0 mmol) N-[ 2-0x0-2-(2-methoxyphenyl)ethyl]-
acetamid Gmp. 75-78°C) og 37,6 g (0,450 mol) natriumhydro-
gencarbonat oplgstes i en blanding af 92,7 m1 (0,450 mol)

25%'s vandig glyoxylsyreoplesning og 150 ml methanol. Ved
at lade reakbtionsblandingen reagere ved 50—6000 var reak-

tionen fuldfgrt efter 40 timer.

Reaktionsoplegsningen behandledes pé samme mide som i eksem-
pel 1 (1), og der opnéedes threo-(2RS)-3~acetylamino-2-
hydroxy-4-oxo-4-(2-methoxyphenyl )butansyre.

Udbytte 13,2 g (58,6%). Smp. 164-165°C (skumning)
NMR-spektrum (DMSO-dc) & = 1,9 (s, 3H; CHB—CO), 3,9 (s, %H;
CH§"O)’ ['}"5 (da H, J = SHz; C_E’OH)9 538 (d-) d, H; C_I'_I,"NH)a
7,5 (multi, 5H; 4=~ og NE).
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2) Fremstilling af threo-(2RS)-3-acetylamino-2-hydroxy-
4-(2-methoxyphenyl )butansyre.

1,41 g (5,00 mmol) threo-(2RS)-3-acetylamino-2-hydroxy-4-
oxo-4-(2-methoxyphenyl ))butansyre oplestes i en blanding

af 30 ml eddikesyre og 5 ml methanol. Ved tilsztning af
0,3 g 10%'s palladium-kul og gennemledning af hydrogen ved
60°C under atmosfarisk tryk var reaktionen fuldfgrt efter
ca. 7,5 timer.

Reaktionsoplgsningen behandledes p& samme méde som i eksem~
pel 1(2), og der opndedes threo-(2RS)-3-acetylamino-2-
hydroxy-4-(2-methoxyphenyl )butansyre.

Udbytte 1,13 g (84,5%). Smp. 195-19800 (dekomposition)
NR-spektrun (CF5-C00D) § = 2,3 (s, 3H; CH;~CO),

3,2 (4, 2H, J = 8Hz; CHy), 4,0 (s, 3H; CH,=0), 4,6 (4, H,

J = 2Hz; CH-OH), 4,9 (multi, H; CH-NH), 7,1 (multi, 4H;
<.

3) Fremstilling af threo-(2RS)-3~benzyloxycarbonylamino-
2-hydroxy-4-(2-methoxyphenyl)butansyre.

0,50g(1,9 mmol) threo-(2RS)-3-acetylamino-2-hydroxy-4-
(2-methoxyphenyl)butansyre oplgstes i en blanding af 3 ml
2 N saltsyre og 3 ml dioxan. Ved opvarmning af reaktions-
blandingen til 5000 var reaktionen fuldfgrt efter 20 ti-
mer. Reaktionsoplgsningen indstilledes til pH 7 med en

5 N vandig natriumhydroxidoplesning. Til den ovenstéende
oplgsning sattes 0,35 ml (3,7 mmol) triethylamin og 0,77 g
(2,8 mmol) benzyl-S-4,6~-dimethylpyrimidin-2-ylthiocarb-
onat i 2 ml dioxan.

Reaktionen fuldfgrtes ved omrgring i 16 timer ved stue-
temperatur. Reaktionsoplgsningen behandledes p& samme ma-
de som i eksempel 1(6). Der opndedes halvfast threo-
(2RS)-3-benzyloxycarbonylamino-2-hydroxy-4-(2-methoxy-
phenyl)butansyre.

Udbytte 0,42 g (63%).
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4) Fremstilling af threo-(2RS)-%-benzyloxycarbonylamino-
2—hydroxy-4—(2—methoxyphenyl)butanoyl—(S)-leucinfbenzyl-
ester,

0,42 g (1,2 mmol) threo-(2RS)-3-benzyloxycarbonylamino-2-
hydroxy-4—(2—methoxyphenyl)butansyre, 0,56 g (1,4 mmol) af
p-toluensulfonsyresaltet af (8)-leucin-benzylester og 0,19
g (1,4 mmol) l-hydroxybenzotriazol oplgstes i 1% ml tetra-
hydrofuran. Under afkgling i et is-salt-bad tilsattes

0,20 ml (1,4 mmol) triethylamin og 0,24 g (1,2 mmol)
dicyclohexylcarbodiimid, og man lod reaktionsblandingen
reagere 1 16 timer. Reaktionsoplgsningen behandledes pa
gomme made som i eksempel 1(7). Der opndedes benzylesteren
af threo—(2RS)—B—benzyloxycarbonylamino-2—hydroxy—4—(2—
methoxyphenyl)butanoyl-(8)-leucin.

Udbytte 0,39 g (59%). Smp. 90-92°C. MMR-spektrum (CDCL)

§ = 0,9 (4, 6H, J = 4Hz; (qu)gcﬂ), 3,0 (4, 2H, J = 8Hz;
(CH-OH,-Ar), 3,8 (s, 3H; OH;-0), 5,0, 5,1 (s, s, 2, 2H;
CH,-OCONH, CH,-OCOCH), 5,3 (d, H, J = 9Hz; NH), 7,0

(wulti, 15H; <> <> <o 8 NH).

5) Fremstilling af threo-(2RS)-3-amino-2-hydroxy-4-
(2-methoxyphenyl )butanoyl-(8)-leucin.

0,%4 g (0,60 mmol) af benzylesteren af threo-(2RS)-3-
benzyloxycarbonylamino—E—hydroxy—4-(2-methoxyphenyl)—
butanoyl-(S)-leucin oplestes i 5 ml eddikesyre, hvortil

der var sat en katalytisk memgde palladiumsort, og der til-
fortes derefter hydrogen under atmosferisk tryk. Ved at la-
de reaktionsblandingen reagere ved stuetemperatur var den
katalytiske reduktion fuldfert efter 7 timer.

Reaktionsoplgsningen behandledes pa sasmme madde som i ek-
sempel 1(8). Der opndedes threo-(2RS)-3-amino-2-hydroxy-
4~ (2-methoxyphenyl)butanoyl-(S)-leucin.

Udbytte 118 mg (58%). Smp. 212-215°C (dekomposition).
[a]gga _12,2° (¢ = 0,5, eddikesyre). NMR-spektrum
(6P,000D) & = 1,1 (4d, 6H; (CE ),CH), 3,3 (&, 2H, J = 7Hz;
CHy-AT), 3,9 (s, 3H; CHB-O), ,2 (multi, H; CH-NH,), 4,7
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(4, H, J = 3Hz; CH-OH), 4,7 (multi, H; CH-NE), 7,0 (multi,
4H; <::2f3.

Eksempel 3
1) Fremstilling af threo-(2RS)-3-acetylamino-2-hydroxy-

4—ox0-4-(3-methoxyphenyl )butansyre.

3,00 g (14,5 mmol) N-[2-o0xo-2-(3-methoxyphenyl)ethyl]-
acetamid (smp. 104-107°C) og 10,2 g (0,121 mol) natrium-
hydrogencarbonat oplgstes i en blanding af 20,4 ml (78,2
mmol) 25%'s vandig glyoxylsyreoplssning og %0 ml methanel.
Ved at lade reaktionsblandingen reagere ved 50-60°C var
reaktionen fuldfort efter 16 -timer. Reaktionsoplesningen
koncentreredes under reduceret tryk, og remanensen oplgstes
i vand og vaskedes derefter med ethylacetat. Den vandige
fase fraskiltes og indstilledes til pH 1-2 med saltsyre.
De udfzldede olieagtige produkter ekstraheredes tre gange
med ethylacetat. Ekstrakterne samledes og vaskedes med en
vandig natriumchloridéplzsning og terredes derefter over
vandfrit natriumsulfat.

Natriumsulfatet fraskiltes ved filtrering, og filtratet
koncentreredes til tegrhed under reduceret tryk. Til rema-
nensen sattes en mindre msngde ethylacetat, og de udfmlde-
de krystaller opsamledes ved flltrerlng og vaskedes med
ethylacetat og terredes derefter i vakumen. Der opniedes
threo-(2RS)-3-acetylamino-2~hydroxy-4-o0xo~4—( 3-methoxy—
phenyl)butansyre.

Udbytte 3,51 g (85,2%). Smp. 159-162°C (dekomposition).
NMR-spektrum (DMSO-d6) § = 2,0 (s, 3H; CHB-CO), 3,9 (s, 3H;
CH;-O), 4,5 (&, H, J = 4Hz; CH-OH), 5,7 (44, H; CH-NH),
7,b (multi, 48; $=>), 8,2 (4, H, J = 9Hz; NH).

2) Fremstilling af threo—(2RS) B—acetylamlno-Z—hydroxy-
4—(3-methoxyphenyl )butansyre.

1,41 g (5,00 mmol) threo-(2RS)-3-acetylamino-2-hydroxy-4—
0x0-4-(3-methoxyphenyl )butansyre oplestes i 50 ml eddike-
syre, hvortil der var sat 1,4 g 10%'s palladium-kul, og
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der tilfegrtes hydrogen ved 60°C under atmosfarisk tryk. Re-
aktionen var fuldfert efter ca. 5 timer.

Reaktionsoplesningen behandledes p4 samme méde som i eksem-
pel 1(2). Der opnéedes threo-(2RS)-3-acetylamino-2-hydroxy-
4 ( 3-methoxyphenyl)butansyre.

Udbytte 0,81 g (61%). Smp. 169-172°C (Qekomposition).
NMBR-spektrum (GFBCOOD) § = 2,4 (s, 3H; CH5-CO), 3,2 (4, 24,
J = 8Hz; CHy), 4,1 (s, 3H; CHz-0), 4,7 (4, H, J = 2Hz;
CH-OH), 4,9 (wulti, H; CH-NH), 7,2 (multi, 4H; <.

%) Fremstilling af threo-(2RS)-3-benzyloxycarbonylamino-
o-hydroxy-4-(3-methoxyphenyl)butansyre.

0,70 g (2,6 mmol) threo-(2RS)~3-acetylamino-2-hydroxy-i-
(B—methoxyphenyl)butansyre oplgstes i en blanding af % ml

2 N saltsyre og % ml dioxan. Ved at lade reaktionsblandin-
gen reagere ved 50°C var reaktionen fuldfert efter 20 ti-

mer.

Reaktionsoplesningen indstilledes til pH 7 med en 5 N van-
dig natriumhydroxidoplesning. Til den ovenstéende oples-
ning sattes 0,50 ml (5,2 mmol) triethylamin og 1,08 g

(3,93 mmol) benzyl—S—4,6—dimethylpyrimidin—E—ylthiocarbonat
i % ml dioxan.

Ved at lade reaktionsblandingen reagere under omrgring ved
stuetemperatur var reaktionen fuldfert efter 16 timer. Re-
aktionsoplesningen behandledes p& samme méde som i eksem—
pel 1(6). Der opnéedes halvfast threo-(2RS)-3-benzyloxy-
carbonylamino-E—hydroxy-4—(B-methoxyphenyl)butansyre.
Udbytte 0,63 g (67%).

4) Fremgtilling af benzylesteren af threo-(2RS)-%-
benzyloxycarbonylamino—2—hydroxy—4—(B-methoxyphenyl)—
butanoyl-(S)-leucin,

0,63 g (1,8 mmol) threo-(2RS)-3-benzyloxycarbonylamino-2-
hydroxy—4—(5—methoxyphenyl)butansyre, 0,84 g (2,1 mmol) af
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p-toluensulfonsyresaltet af (S)-leucin-benzylester og
0,28 g (2,1 mmol) l-hydroxybenzotriazol oplgstes i 20 ml
tetrahydrofuran. Under afkgling med en blanding af natri-
umchlorid og is tilsattes 0,30 ml (2,1 mmol) triethylamin
og 0,3 g (1,8 mmol) dicyclohexylcarbodiimid, og man lod
reaktionsblandingen reagere i 16 timer. Reaktionsoplegs-

‘ningen behandledes p& samme mé&de som i eksempel 1(7). Der

opndedes benzylesteren af threo-(2RS)-3-benzyloxycarbonyl-
amino-2-hydroxy-4-(3-methoxyphenyl )butanoyl-(S)- leucin.
Udbytte 0,52 g (53%). Smp. 61-65°C. NMMR-speltrum (cnei,)
§ = 0,9 (4, 6H, J = 4Hz; (CH )QCH), 2,9 (4, 2H, J = 7Hz;
orol, 4= ), 3,7 (s, 3H; Thyo0), 5,0, 5,1 (s; s, 2H, 2H;
CH,-OCONH, CH,-OCOCH), 5,5 (&, H, J = 9Hz; NH), 7,0 (multi,

T €S-, o>, 08 ).

5) Fremstilling af threo-(2RS)-3-amino-2-hydroxy-4-
(3-methoxyphenyl)butanoyl-(8S)-leucin.

0,45 g (0,80 mmol) af benzylesteren af threo-(2RS)-3-
benzyloxycarbonylamino-2-hydroxy-4-(3-methoxyphenyl )~
butanoyl-(S)-leucin oplestes i 7 ml eddikesyre, hvortil

der var sat en katalytisk mengde palladiumsort, og der til-
ledtes hydrogen under atmosferisk tryk. Den katalytiske
hydrogenering var fuldfert efter 8 timer ved stuetempera-
tur. ' ’

Katalysatoren fraskiltes ved filtrering, 6g filtratet kon-
centreredes under reduceret tryk til tgrhed. Til remanen-
sen sattes 10 ml acetone. De udfzldede krystaller opsam—
ledes ved filtrering og oplgstes i 1 N saltsyre. De uoplg-
selige materialer frafiltreredes under tilsetning af en
mindre mengde aktivt kul, og filtratet indstilledes til
pH 5-6 med ammoniakvand. De udfzldede krystaller opsamle-
des ved filtrering, vaskedes med vand og derefter med
acetone og terredes i vakuum. Der opndedes threo-(2RS)-
3~-amino-2-hydroxy-4-(3-methoxyphenyl)butanoyl-(8)-leucin.
Udbytte 137 mg (51%). Smp. 210-213°C (dekomposition).
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[a]5 g -9,5° (¢ = 0,5, eddikesyre). WIR-spektrun (CF5C00D)
s = 1,0 (a4, 6H; (CH,),CH), 3,2 (multi, 2H; CHy-Ar),

4,0 (s, 3H; CHB-O) ,2 (multi, H; CH-NH, ), 4,7 (multi, H;
CE-NH), 4,7 (d, H, J = 3Hz; CH-OH), 7,2 (multl, ym; $=>).

Fksempel 4
1) Fremstilling af threo-(2BS)—B—acetylamino—E—hydroxy—
4—oxo—4—(4—phenylphenyl)butansyre.

19,8 g (78,0 mmol) N—[2—0X0—2—(4—phenylphenyl)ethyl]acet—
amid (smp. 144-146°C), 18,4 g (0,218 mol) natriumhydrogen-
carbonat og 14,4 g (0,156 mol) glyoxylsyremonohydrat op-
lgstes i et blandet oplgsningsmiddel af 10 ml vand og 150

ml methasnol. Ved at lade oplgsningen reagere ved 50-60 C

var reakbionen fuldfegrt efter 16 timer. Reaktionsoplgs—
ningen behandledes p& samme m&de som i eksempel 1(1). Der
opndedes threo-(2RS)- 3-acetylamino-2-hydroxy-4-oxo-4-
(4-phenylphenyl)butansyre..
Udbytte 25,8 g (100%). Smp. 159-161°C (dekomposition).
NMR-spektrum (CF3000D) § = 2,2 (s, 2H; CH ) 5,1 (4, H,

= 3Hz; CH-OH), 6,2 (d4, H; CH-NH), 7,8 (multl, OH;

@ og <=>").

2) Fremstilling af threo-(2RS)-3-acetylamino-2-hydroxy-
4—(4-phenylphenyl)butansyre.

4,91 g (15,0 mmol) threo-(2RS)~ E-acetylam1no—2—hydroxy—4—
ox0-4-(4-phenylphenyl)butansyre oplestes i et blandet op-
1gsningsmiddel af 135 ml eddikesyre og 30 ml methanol, og
1,0 g af 10%'s palladium-kul sattes til opl@snlngen. Ved
at lade blandingen reagere i en hydrogenstrem ved 60°C
under atmosferisk tryk var reaktionen fuldfert efter ca.
11 timer. Reaktionsblandingen behandledes p& samme made
gsom i eksempel 1(2). Der opndedes threo-(2RS)-3-acetyl-
am1no—2—hydroxy—4—(4—phenylphenyl)butansyre.

Udbytte 3,62 g (77, 0%). Smp. 175—176 C. NMR-spektrum
(CF5000D) § = 2,3 (s, 3H; CHz)y 3,1 (2H; CH,), 4,8 (multi,
oH; CH-NH, CH-OH), 7,5 (amlbis O > og L),
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%) Fremstilling af threo—(2RS)—5—amino—2—hydroxy—4—
(4-phenylphenyl)butansyre.
3,13 g (10,0 mmol) threo-(2RS)-3-acetylamino-2-hydroxy-Li-
(4-phenylphenyl)butansyre oplgstes i et blandet oplgsnings—
middel af 12 ml 2 N saltsyre og 12 ml dioxan. Ved at lade
oplgsningen reagere under opvarmning til 60°C var reaktio-
nen fuldfgrt efter 24 timer. Reaktionsoplgsningen affar-
vedes ved tilstning af en mindre mmngde aktivt kul. Efter
fraskillelse af det aktive kul ved filtrering indstilledes
filtratet til pH 5-6 med koncentreret ammoniskvand. Efter
isafkeling opsamledes de udfzldede krystaller ved filtre-
ring, vaskedes med koldt acetone og tgrredes derefter 1
vakuum. Der opnéedes threo—(2RS)—B—amino-2—hydroxy-4-
(4-phenylphenyl)butansyre. '
Udbytte 2,23 g (82,2%). Smp. 253-257°C (dekomposition).
NMR-spektrum (CFBCOOD) § = 3,2 (2H; CHg), 4,% (multi, H;
QEANHE), 4,9 (4, H, J = leHz; CH-OH), 7,5 (multi, 9H;

, <=>).

4) Fremstilling af threo-(2RS)-3-benzyloxycarbonylamino-
2-hydroxy-4-(4-phenylphenyl)butansyre.

1,90 g (7,00 mmol) threo-(2RS)-3-amino-2-hydroxy—i—(4-.
phenylphenyl)butansyre, 1,96 ml (14,0 mmol) triethylamin
og 2,88 g (10,5 mmol) benzyl-S-4,6-dimethylpyrimidin-2-
yl-thiolcarbonat oplgstes i et blandet oplgsningsmiddel af
7 ml vand og 10 ml dioxzan.

Ved at lade oplgsningen reagere under omrgring ved stue-
temperatur var reaktionen fuldfert efter 16 timer. Reak-
tionsoplgsningen koncentreredes under reduceret tryk. Der
sattes vand til den koncentrerede oplgsning og indstille-~
des derefter til pH 1-2 med saltsyre. De udfzldede kry-
staller opsamledes ved filtrering, vaskedes med vand og
derefter med ethylacetat og torredes i vakuum. Der opnée-
des threo-(2RS)-3-benzyloxycarbonylamino-2-hydroxy—4- (4~
phenylphenyl)butansyre.

Udbytte 1,76 g (62,0%). Smp. 179-181°C. MMR-spektrum
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(mMs0-d,) & = 2,8 (bred, 2H; CH,-CH), 4,1 (multi, 2H;
CH-OH, CH;NH), 5,0 (s, 2H; CH,;=0), 7,3 (multi, L5H;

) ) og NH)
5) Fremstilling af benzylesteren af threo-(2RS)-3-
benzyloxycarbonylamino—E-hydroxy-4-(4—phenylphenyl)-
butanoyl-(S)-leucin.
1,42 g (3,50 mmol) threo-(2RS)-3~benzyloxycarbonylamino-2-
hydroxy-4-(4-phenylphenyl)butensyre, 1,67 g (4,20 mmol) af
p-toluensulfonsyresaltet af benzyl-(S)-leucinat og 0,57 g
(4,2 mmol) l-hydroxybenzotriazol oplgstes i 40 ml tetra-
hydrofuran. Under afkpling med is/salt tilsattes 0,50 ml
(4,2 mmol) triethylamin og 0,72 g (3,5 mmol) dicyclohexyl-
carbodiimid, og man lod blandingen reagere i 16 timer.

Reaktionsblandingen behandledes p& samme méde som i eksem—

pel 1 (7). Der opndedes benzylesteren af treo-(2RS)-%-
benzyloxycarbonylamino—2—hydroxy-4-(4-phenylphenyl)butan—
oyl-(8)-leucin.

Udbytte 1,35 g (63,4%). Smp. 146-149°C. NMR-spektrum

(CDCL;) & = 1,0 (4, 6H, J = 4iz; (CH;),CH), 3,1 (4, 28,

J = 7ﬂz, CH-CH,-AT), 5,1, 5,3 (&, s, 2H oH, J = 2Hz;
OF,-000CE, GH"OCONH), 5,5 (d, H, J = 9Hz; NH), 7,5 (multi, 208

<:§* <, 4> XD og ).

6) Fremstilling af threo-(2RS)-3-amino-2-hydroxy-4-(4-
phenylphenyl)butanoyl-(S)-leucin.

1,22 g (2,00 mmol) af benzylesteren af threo~-(2RS)-3-benzyl-
oxycarbonylamino—2—hydroxy—4—(4—phenylphenyl)butanoyl—(s)-
leucin oplgstes i et blandet oplegsningsmiddel af 15 ml ed-
dikesyre, 15 ml ethylacetat og 10 ml methanol. En kataly-
tisk mengde palladiumsort sattes til oplgsningen, og der
tilledtes hydrogen under atmosferisk tryk. Den katalytiske
hydrogenering var fuldfgrt efter ca. 8 timer ved stuetempe-
ratur. Reaktionsblandingen behandledes pa samme méde som
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i eksempel 1 (8). Der opndedes threo-(2RS)-3-amino-2-
hydroxy-4-(4-phenylphenyl )butanoyl-(S)-leucin.
Udbytte 0,75 g (98%). Smp. 218-221°C (dekomposition).
[oc]2€758 -12,9° (¢ = 0,5, eddikesyre). l\lMR—spekbrum
(CF,000D) & = 1,1 (4, 6H, J = 4Hz; (CH,),CH), 3,2 (4, 2H,
J = 7Hz; CHy-Ar), 4,2 (multi, H, CHANEQ), 4,8 (multi, H;
C%H_)’ 5,0 (&, Hy, J = 4Hz; CH-0H), 7,5 (multi, OH;
<=

Eksempel 5
1) Fremstilling af threo-(2RS)-3-benzoylamino-2-hydr-

0xXy-4=0x0~-(4~isopropylphenyl)butansyre.

%,38 g (12,0 mmol) N-[2-oxo-2-(4-isoprorylphenyl)ethyl]-
benzamid (smp. 115-117°C), 2,82 g (33,6 mmol) natrium-
hydrogencarbonat og 2,21 g (24,0 mmol) glyoxylsyremono—
hydrat oplgstes 1 et blandet oplgsningsmiddel af 20 ml
methanol, 10 ml ethanol og 2 ml vand. Ved at lade oplos-—
ningen reagere ved 50-60°C var reaktionen fuldfert efter
16 timer. Reaktionsoplgsningen koncentreredes under redu-
ceret tryk til terhed. Remanensen oplgstes i vand 0g va-
skedes med ethylacetat. Den vandige fase fraskiltes og ind-
stilledes til pH 1-2 med saltsyre. Det udfzldede olieaghbi-
ge produkt ekstraheredes to gange med ethylacetat. Ekstrak-
terne samledes og vaskedes med vand og tgrredes derefter
over vandfrit natriumsulfat. Natriumsulfatet fraskiltes
ved filtrering, og filtratet koncentreredes under reduce-
ret tryk. Remanensen krystalliseredes fra ether og iso-
propylether. Der opndedes threo-(2RS)-3-benzoylamino-2-
hydroxy-4~oxo~4-(4-isopropylphenyl)butansyre.

Udbytte 2,27 g (5%,2%). Smp. 153-154°C. NMMR-spektrum
(DMSO—d6} § = 1,3 (&, 6H, J = 7Hz; (CH )2CH), 3,0 (multi,
H; (CH )2GH), 4,7 (&, H,-J = 4Hz; CH-OH), 6,0 (dd, H;
og-NH), 9.7 (multi, 9H; <> ~<>), 8,4 (4, H, J -
OHz; NH). '

2) Fremstilling af threo-(2RS)- B—benzoylamlno—Z-hydroxy—
4-(4~isopropylphenyl )butansyre.
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1,78 g (5,00 mmol) threo-(2RS)-3-benzoylamino~2-hydroxy-
4—oxo-l-(4-isopropylphenyl )butansyre oplestes i 82 ml ed-
dikesyre. Ved at hydrogenere opleosningen under tilsetning
af 0,89 g 10%'s palladium~kul ved tilledning af hydrogen
ved 60°C under atmosfarisk tryk var reaktionen fuldfert
efter ca. 6 timer. Katalysatoren fraskiltes ved filtrering,
og filtratet koncentreredes under reduceret tryk til terhed.
Remanensen krystalliseredes fra chloroform/ petroleumns—
ether. Der opniedes threo-(2RS)-3-benzoylamino-2-hydroxy-
4-(4-isopropylphenyl)butansyre.

Udbytte 1,46 g (85,5%). Smp. 91-94°C. NMR-spektrum
(IMS0-dg) & = 1,3 (d, 6H, J = 7Hz; (CH,),CH), 3,0 (&, 2,
J = 7Hz; CHy), 4,1 (4, H, J = 3Hz; CH=0m), 4,6 (multi, H;
CH-NH), 7,7 (multi, 10H; <> <> og WH).

3). Fremstilling af threo—-(2RS )-3-amino-2-hydroxy—4-(4-
isopropylphenyl)butansyre.

1,208(3,5% mmol) threo-(2RS)-3-benzoylamino-2-hydroxy-4-
(4-isopropylphenyl)butansyre oplsstes i et blandet oplgs-—
ningsmiddel af 1 ml 10.Nsaltsyre og 1 ml dioxan. Ved at
lade oplesningen reagere under tilbagesvaling var reaktio-
nen fuldfert efter 6 timer. Der sattes vand til reakbtions-
oplgsningen, som derefter vaskedes med ethylacetat. Den
vandige fase fraskiltes og indstilledes med 5 Nvandig
natriumhydroxidoplegsning til pH 5-6. De udfeldede krystal-
ler opsamledes ved filtrering, vaskedes med koldt vand og
tgrredes i vakuum. Der opnéedes threo-(2RS)-3-amino-2-
hydroxy—4-(4-isopropy1phenyl)butansyre.

Udbytte 0,50 g (60%).

4)  Fremstilling af threo-(2RS)-3-benzyloxycarbonylamino
2—hydroxy—4—(4-isopropylphenyl)butansyre.

0,50 g (2,10 mmol) threo-(2RS)~-3-amino~2~hydroxy-4-(4-
isopropylphenyl)butansyre, 0,44 ml (3,2 mmol) triethylamin
og 0,69 g (2,5 mmol) benzyl-S-4,6-dimethylpyrinidin-2-
yl-thiolcarbonat oplgstes i et blandet oplgsningsmiddel af
2,5 ml vand og 2,5 ml dioxan. Ved at lade oplgsningen rea-
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gere under omrgring ved stuetemperatur var reaktionen
fuldfert efter 16 timer. Reaktionsoplssningen behandledes
pé& semme m&de som i eksempel 1(6). Der opniedes threo-
(@RS »3-benzyloxycarbonylamino-2-hydroxy—-4—(4-isopropyl-
phenyl)butansyre.

Udbytte 0,43 g (55%). Smp. 129-130°C. NMR-spektrum (CDCL
§ = 1,3 (d, 6H, J = VHz; (CH )ECH), 2,9 (4, 2H, J = 7Hz;
CE,-CH), #,2 (d, H, § = 2Hz; CH-OH), 4,3 (multi, H;
CE-NH), 5,1 (s, 2H; CH,-0), 7,2 (multi, 10H; <>,

og NH).

3)

-5) Fremstilling af benzylesteren af threo-(2RS)-3-
'benzyloxycarbonylamlno-2-hydroxy—4—(4—1sopropylphenyl)-

butanoyl-(S)-leucin.

0,37 g (1,0 mmol) threo-(2RS)-3-benzyloxycarbonylamino-2-
hydroxy-4-(4-isopropylphenyl)butansyre, 0,48 g (1,2 mmol)
af p-toluensulfonsyresaltet af benzyl-(S)-leucinat og
0,16 g (1,2 mmol) l-hydroxybenzotriazol oplestes i 12 ml
tetrahydrofuran. Under afkgling i et is/salt-bad tilsattes
0,17 m1 (1,2 mmol) triethylamin og 0,25 g (1,2 mmol)
dicyclohexylcarbodiimid. Man lod oplgsningen reagere i.16
timer. Reaktionsoplgsningen behandledes p& samme méde som
i eksempel 1(7). Der opndedes benzylesteren.af threo-
(2R8)- B-benzyloxycarbonylamlno—2—hydroxy—4—(4—1sopropyl-
phenyl)butanoyl-(8)-leucin.

Udbytte 0,51 g (88%). Smp. 107-110°C. NMR-spektrum

(CDCl )& = 0,9 (4, 6H, J = 5Hz; (CH )ECH;CH2), 1,3 (4,
6H, J = 7Hz; (CH;),CH-Ar), 5,1, 5,2Ts, s, 2H, 2H;
CH,-0COCH, CH, UgONH), 5,5 (4, H, J = 9Hz; NH), 7,1 (s,
wm; €< >-) "7,3 (s, 108; {2, <> ).

6) Fremstilling af threo-(2RS)—3—amino-2-hydroxy;4—
(4-isopropylphenyl )butanoyl-(S)-leucin.

0,29 g(0,50mmol) af benzylesteren af threo-(2RS)-3%-benzyl-
oxycarbonylamino-2-hydroxy-4-(4-isopropylphenyl)butanoyl-
(S)-leucin oplgstes i 11 ml 90%'s eddikesyre. En kataly-
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tisk mengde palladiumsort sattes til oplesningen, og der
tilledtes hydrogen under atmosfemrisk tryk. Den katalytiske
reduktion var fuldfert efter 7 timer ved stuetemperatur.
Reaktionsblandingen behandledes p& samme mdde som i eksem-—
pel 1(8). Der opniedes threo-(2RS)-3-amino-2-hydroxy-4-
(4-isopropylphenyl)butanoyl-(S)-leucin.

Udbytte 141 mg (80%). Smp. 234-237°C (dekomposition).
[“1238 - 5,9° (¢ = 0,5, eddikesyre). NMR-spektrum
(OF5C00D) 6 = 1,1 (4, 6H, J = 6Hz; (qﬁé)ch-CHe), 1,3 (4,
6H, J = 7Hz; (CH )2CH~Ar), 3,0 (multi, 2H; CH,-Ar, CH=-AT),
4,2 (multi, H; TH-NH,), 4,8 (d, multi, 2H, J = 3Hz; CH-NH,
CH-OH), 7,3 (multi, &H; <=>).

Eksempel 6
D Fremstilling af threo-(2RS)-3-acetylamino-2-hydroxy-

hox0-4—-(4-isopropoxyphenyl)butansyre.

1,90 g (8,05 mmol) N-[ 2-0x0-2-(4-isopropoxyphenyl)ethyl]-
acetamid (smp. 92—95°Cz 1,89 g (22,5 mmol) natriumhydrogen-
carbonat og 1,33 (14,5 mmol) glyoxylsyremonohydrat oplgstes
i 30 ml methanol. Ved at lade oplgsningen reagere ved
50—60°C var reaktionen fuldfgrt efter 6,5 timer. Reakti-
onsoplegsningen koncentreredes under reduceret tryk til
torhed, og remanensen oplestes i 30 ml vand. De uoplgseli-
ge forbindelser fraskiltes med ethylacetat,og den vandige
fase indstilledes til pH 1-2 med fortyndet saltsyre. Det
udfeldede olieagtige produkt ekstraheredes to gange med

%0 ml ethylacetat. Ekstrakterne samledes og tgrredes over
vandfrit natriumsulfat. Natriumsulfatet fraskiltes ved
filtrering, og filtratet koncentreredes under reduceret
tryk. Remanensen tritureredes med 20 ml ether, og de udfel-
dede krystaller opsamledes ved filtrering, vaskedes med
ether og terredes i vakuum. Der opnéedes threo-(2RS)-3-
acetylamino~2-hydroxy-4-oxo~4-(4-isopropoxyphenyl)butan-
syre.

Udbytte 1,47 g (58,8%). Smp. 157-158°C (dekomposition).
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NMR-spektrum (IMSO-d.) & = 1,3 (4, 6H, J = GHz; (CEH5),CH),
1,8 (s, 3H; CH,C0), 4,4 (4, H, J = 4Hz; CE-OH),

4,7 (multi, H; (CH5)2O§I_), 5,9 (dd, H; CE":NH)s-

7,2, 8,0 (4, 4, 2H, 2H, J = 9Hz;'<C:3>‘).

2) Fremstilling af threo-(2RS)-3-acetylamino-2-hydroxy-
4-(4-isopropoxyphenyl )butansyre.

1,50 g (4,80 mmol) threo-(2RS)-3-acetylamino-2-hydroxy-i-
oxo-4-(4-isopropoxyphenyl )butansyre oplgstes i 20 ml
me%hanol, hvortil der var sat 0,2 g 10%'s palladium/kul.
Reaktionen fuldfgrtes ved at reducere oplgsningen kataly-
tisk i en autoklav under et hydrogentryk pa 20 kg/cm? ved
40°¢ i 1 time og derefter ved 90°C i 4 timer. Katalysato-

ren fraskiltes ved filtrering, og filtratet koncentreredes til

teorhed under reduceret tryk. Remanensen oplgstes i 20 ml
ethylacetat, og der tilsattes derefter dicyclohexylamin
il indstilling af pH til 7, hvorved der udfwldedes kry-
staller. De udfxldede krystaller opsamledes ved filtrering,
vaskedes med ethylacetat og terredes i vakuum. Der opndedes
dicyclohexylaminsaltet af threo-(2RS)-3-acetylamino-2-
hydroxy-4-(4-isopropoxyphenyl)butansyre.

Udbytte 1,90 g (81,3%). Smp. 182-184°C.

Efter fjernelse af dicyclohexylamin pé samme méde som be-

- skrevet i det fglgende eksempel 6(3) viste syren det fol-

gende NMR-spektrum. 7
NMMR-spektrum (DMSO- 6) § = 1,2 (4, 6H, J = 6Hz; ( _2)2CH),
1,8 (s, 3H; CHz~C0), 2,7 (&, 2H, J = 8Hz; CHy),

3.9 (4, H, J = 3Hz; CH-OH), 4,5 (multi, H; CH-NH),

6,8, 7,2 (d, d, 2H, 2H, J = 8Hz; <=>"), 7,6 (4, H, J =
8Hz; NH).

3) Fremstilling af threo-(2RS)- B—benzyloxycarbonylamlno-
-hydroxy~4—(4—1sopropoxyphenyl)butansyre.

1,90 g (3,90 mmcl) af dicyclohexylaminsaltet af threo-(2RS)-
2-acetylamino-2-hydroxy-4-(4~isopropoxyphenyl)butansyre
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sattes til et blandet oplesningsmiddel af 20 ml 1 N svovl-
syre og 20 ml ethylacetat, og der omrystedes. Ethylacetat- .
fasen fraskiltes og vaskedes med vand og koncentreredes
derefter under reduceret tryk til terhed. Remanensen oplg-
stes i en blanding af 10 ml koncentreret saltsyre og 10 m1
dioxan. Ved opvarmning af oplgsningen til 70°C var reak-
tionen fuldfert efter 1 time.

Reaktionsoplegsningen koncentreredes under reduceret tryk

£il terhed. Remanensen oplgstes i en blanding af 10 ml

vand og 10 ml dioxan. Efter indstilling af pH til 8~9 ved
tilsztning af triethylamin tilsattes yderligere 1,60 g

(5,90 mmol) benzyl—S—4,6—dimethylpyrimidinr2—yl—thiolcarbo—
nat. Ved at lade oplesningen reagere under omrgring ved
stuetemperatur var reaktionen fuldfert efter 2 dage.
Reaktionsoplesningen behandledes pé& samme méde som i eksem-
pel 1(6). Der opnéedes threo-(2RS)-3-benzyloxycarbonylamino-
2-hydroxy-4-(4-isopropoxyphenyl )butansyre.

Udbytte 0,41 g (26%). Smp. 135-137°C. MMR-spektrum
(DMS0-d.) § = 1,2 (&, 6H, J = 6Hz; (CH,),CH), 2,7 (4, 2H,
J = 8Hz; CH2-CH), 4,0 (4, H, J = 2Hz; CH—OH), 4,5 (multi,
H; CH;NH)

5,0 (s, 2H; CH,~0), 7,0 (wulti, 10H; > <L og H).

4) Fremstilling af benzylesteren af threo-(2RS)-3-
benzyloxycarbonylamino-2—hydroxyh4-(4—isopropoxyphenyl)-
butanoyl-(S)-leucin.

0,40 g (1,0 mmol) threo-(2RS)- %-benzyloxycarbonylamino-2-
hydroxy—#—(4-1sopropoxyphenyl)butansyre, 0,44 g (1,1 mmol)
af p-toluensulfonsyresaltet af benzyl-(S)-leucinat og 0,16
g (1,2 mmol) l-hydroxybenzotriazol oplestes i 5 ml tetra-
hydrofuran, hvortil der var sat 0,13 ml (1,1 mmol) tri-
ethylamin og 0,25 g (1,2 mmol) dicyclohexylcarbodiimid,
under afkgling med is/salt. Man lod oplgsningen reagere i
16 timer. Reaktionsoplgsningen behandledes p& samme méde
som i eksempel 1(7). Der opndedes benzylesteren af threo-
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(2RS)~3-benzyloxycarbonylamino-2-hydroxy—4-(4-isopropoxy-
phenyl )butanoyl-(8)-leucin.

Udbytte 0,24 g (40%). Smp. 120-125°C. NMR-spektrum (CDC15)
6§ = 0,9 (d, 6H, J = 6Hz; (CH;),CH-CH,), 1,2 (4, 6H, J =

‘6Hz; (CH,),CH-0), 2,9 (d, 2H, J = 6Hz; CH-CH,-Ar), 4,1 (4,

H, J = EI%Z; CH-OH), 4,5 (mul‘b:l_, H; CH-NH), 5,0, 5,1 (s, s,
2H, 2H; CH,-0-COCH, CHy-0CONE), 5,5 (4, H, J = 8Hz; NE),
7,1 (multi, 15H; g

, <= K> 0g ).

5) Fremstilling af threo-(2RS)-3-amino-2-hydroxy-4-
(4-isopropoxyphenyl)butanoyl-(S)-leucin.

0,20 g (0,%3% mmol) af benzylesteren af threo-(2RS)-3-
benzyloxycarbonylamino-2-hydroxy-4-(4-isopropoxyphenyl)-

butanoyl~(S)-leucin oplgstes i 9 ml 90%'s eddikesyre.

En katalytisk mzngde palladiumsort sattes til oplegsningen,
og der tilledtes hydrogen ved atmosfmrisk tryk. Den kata- |
lytiske reduktion var fuldfert efter 7 timer ved stuetempe-
ratur. Reaktionsoplegsningen behandledes p& samme méde som

i eksempel 1(8). Der opndedes threo-(2RS)-3-amino-2-hydroxy-

4-(4-isopropoxyphenyl)butanoyl-(S)-leucin.

Udbytte 74 mg (59%). Smp. 210-215°C (dekomposition).
WMR-spektrum (CFzC00D) & = 1,0 (4, 6H, J = SHz;
(CH;),CH~CH,), 1,4 (d, 6H, J = 6Hz; (CHz),0B-0), 3,2 @,
2H, 7 = 6Hz; CH-CHy-Ar), 4,2 (multi, Hj (CHz),CH-0), 4,7
(multi, 3H; CH-OH, CH-NH,, CH-NH), 7,1, 7,3 (d, a, 2H, °H,

7 = 10Hz; <=>).

Eksempel 7 :
1)  Fremstilling af methylesteren af threo—(ZRS) B

aéetylam1no-2—hydroxy-4—oxo-4—(4—methoxyphenyl)butansyre.

4,14 g (20,0 mmol) N-[2-oxo-2-(4-methoxyphenyl)ethyl]- -
acetamid, 3,52 g (40,0 mmol) af methylesteren af glyoxyl-
syre og 2,52 g (30,0 mmol) natriumhydrogencarbonat oplgstes
i et blandet oplgsningsmiddel af 50 ml methanol og % ml vand.
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Ved at lade oplgsningen reagere ved 50-6000 var reaktionen
fuldfert efter 16 timer. Reaktionsoplgsningen koncentrere-
des til torhed under reduceret tryk. Remanensen oplgstes 1
50 ml ethylacetat og vaskedes successivt med vand, en for-
tyndet vandig oplegsning af natriumhydrogensulfit og vand.
Ethylacetatfasen fraskiltes og tgrredes over vandfrit natri-
wnsulfat. Natriumsulfatet fraskiltes ved filtrering, og
filtratet koncentreredes under reduceret tryk. Det opnéede
olieagtige produkt underkastedes silicagel-se¢jlekromato-
grafi under anvendelse af chloroform/methanol (9 : 1 v/v)
som oplgsningsmiddel. Fraktionerne, der indeholdt det gnske-
de produkt, opsamledes og koncentreredes under reduceret
tryk. Der opndedes methylesteren af threo-(2R8)-%-acetyl-
amino—2-hydroxy-4—oxo-4-(4-methoxyphenyl)butansyre.

Udbytte 2,67 g (45,3%). Smp. 148-151°C. NMR-spektrum
(DMSO"d6) § = 1,9 (s, 2H; CHB"CO), 3,6, 3,9 (s, s, 3H, 3H;
CHa—OCO, CHB—OAr), 4,5 (4, H, J = 4Hz; CH-CH), 5,7 (a4, H;
CHZNH), 7,1, 7,9 (4, 4, 2H, 2H, J = 9z <=>"), 8,2 (4,

H, J = 9Hz; NH).

2) Fremstilling af methylesteren af threo-(2RS)-3-
acetylamino—2—hydroxy-4-(4—methoxyphenyl)butansyre.

2,00 g (6,78 mmol) af methylesteren af threo-(2RS)-%-acetyl-
amino—2—hydroxyA4—oxo—4—(4—methoxyphenyl)butansyre oplgstes
i 50 ml methanol, hvortil der var sat 0,20 g 10%'s palla-
dium-kul. Ved reduktion af oplgsningen i en autoklav under
et hydrogentryk pad 30 kg/cm2 ved 40°C i 1 time og derefter
ved 80—9000 i 5 timer fuldfertes reaktionen. Katalysatoren
fragkiltes ved filtrering, og filtratet koncentreredes til
tgrhed under reduceret tryk. Krystaller, som udfeldedes fra
ether, opsamledes ved filtrering, vaskedes med ether og
tgrredes i vakuum. Der opnéedes methylesteren af threo-
(ERS)—§—acetylamino—2—hydroxyh4—(4—methoxyphenyl)butansyre.
Udbytte 1,62 g (85,0%). Smp. 105-110°C. NMR-spektrum
(DMS0-4) & = 1,8 (s, 3H; CH5—CO), 2,8 (4, 28, J = 7Hz;
CHE), 3,6, 3,7 (s, s, 3H, 3H; CHB—OCO, CHE-OAr), 4,1 (4,
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H, J = 2Hz; CH-OH), 4,3 (wulti, H; CH-NH), 6,8, 7,2 (4, 4,
OF, 2H, J = 9Hz; <= ), 7,4 (4, H, J = OHz; NH). :

Endvidere fremstilledes de i tabel 2 opférte forbindelser
ved fremgangsmidder analoge med de foregdende eksempler.
Som udgangsforbindelser med formlen (III) anvendtes de
tilsvarende forbindelser med formlen (I) eller (II). Alle
forbindelserne er af threo-(2RS)-form, medmindre deres

optisk isomere form er angivet at vare en anden.
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Fodnote 1:
Fremstilling af threo-(2RS)-3-amino-2-hydroxy-4-(2-
hydroxyphenyl)butansyre,

2,67 g (10,0 mmol) threo-(2RS)-3-acetylamino-2-hydroxy—4-
(2-methoxyphenyl)butansyre fremstillet ifglge eksempel 2
(2) sattes til 12 ml 47%'s vandig hydrogenbromidoples-
ning. Ved opvarmning af blandingen £i1 100°C var reakti-
onen fuldfert efter 6 timer. Reaktionsblandingen koncentre-
redes til torhed under reduceret tryk. Remanensen oplestes
i 10 ml vand og koncentreredes under reduceret tryk til
tgrhed. Den ovenstéende oplgsnings- og koncentrationsfrem-
gangsméde gentoges. Til slut oplgstes remanensen i 10 ml
vand, og den vandige fase indstilledes med koncentreret
ammoniakvand til pH 5-6. Efter isafkeling opsamledes de ud-
feldede krystaller ved filtrering, vaskedes med koldt vand
og torredes i vakuum. Der opnéedes 1,40 g threo-(2RS)-3-
amino—2-hydroxy—4—(2-hydroxyphenyl)butansyre.

Fodnote 2:
Threo—(ZBS)—5-benzyloxycarbonylamino-E—hydroxy-4—(3,4—
dhydroxyphenyl)butansyre fremstillet ved omsztning af threo-
(2RS)-B—acetylamino—2—hydroxy;4-(5,4—dihydroxyphenyl)butan—
syre og benzyl—S-4,6—dimethylpyrimidin—2—yl—thiolcarbonat
isoleredes pa samme mide som ved isoleringen af reaktions-
produktet i eksempel 1(6). Den isolerede forbindelse var
hygroskopisk. NMR-spektret af den isolerede forbindelse er
vist i sgjle A i tabellen.

En del af krystallerne oplestes i acetone, 0g oplegsningen
neutraliseredes ved tilsmtning af dicyclohexylamin. De
udfzldede krystaller opsamledes ved filtrering, vaskedes
med acetone og terredes i vakuum. Smeltepunktet og NIR-
spektret af det fremstillede dicyclohexylaminsalt er vist
i sgjle B 1 tabellen.

Fodnote 3%:
Det anvendte udgangsmateriale var her (2S,3R)-%-benzyl-
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oxycarbonylamlno—2—hydroxya4—(4—methoxyphenyl)butansyre
fremstillet ifglge eksempel 1(6).

Fodnote 4:

Det anvendte udgangsmateriale var her threo~(2RS)-3-
benzyloxycarbonylamino—2—hydroxy;4—(2-naphthyl)butansyre
den ifglge eksempel 12 fremstillede forbindelse med form-
len (V).

Fodnote 5:

De fysiske egenskaber af de fglgende forbindelser, der an-
vendes som materialer i eksempel 8 og 10, er som fﬁlger:
N-[ 2-oxo-2-U-1isobutylphenyl)ethyl]benzamid: smp. 106-109°C,

- N-[ 2-0x0~-2~(4~fluorphenyl)ethyl]acetamid: smp. 153-155°C.

Eksempel 18
1) Fremstilling af threo-(2RS)-3-acetylamino-2-hydroxy-
4—oxo-4~(4-bromphenyl )butansyre.

17,0 g (66,0 mmol) N-[ 2-ox0-2- (4—bromphenyl)ethyl]acetamld
(smp. 173-175°C), 15,8 g (0,188 mol) natrlumhydrogencarbonat
og 10,9 g (0,120 mol) glyoxylsyremonohydrat oplgstes i et
blandet oplgsningsmiddel af 170 ml methanol og 20 ml vand.
Ved at lade oplgsningen reagere ved 50—6000\ var reaktionen

fuldfert efter 5 timer. Reaktionsoplegsningen behandledes

pé& samme m&de som i eksempel 1(1). Der opndedes threo-(2RS)-
3-acetylamino-2-hydroxy—-4-oxo-4-(4=-bromphenyl )butansyre.
Udbytte 12,7 g (58,4%). Smp. 177-180°C (dekomposition).
MMR-spektrum (IMSO- 6) § = 1,8 (s, 3H; CH ), 4,5 (4, H, J =
SHz; CH-OH), 5,6 (ad, H; CH-NH), 7,7 (multl, 4, <> Y,
8,1 (d, H, J = 8Hz; NH).

" Eksempel 19
1) Fremstilling af threo-(2RS)-3~acetylamino~-2-hydroxy-
4—oxo-4-phenylbutansyre.

4,43 g (0,025 mol) N-(2-oxo-2-phenylethyl)acetamid og 4,20 g
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(0,05 mol) natriumhydrogencarbonat oplgstes i et blandet
oplesningsmiddel af 13,0 g (0,044 mol) 25%'s vandig
glyoxylsyreoplesning og 25 ml vand. Ved at lade oplgsningen
reagere ved 50-6000 var reakbionen fuldfert efter 16 timer.
Reaktionsoplesningen afkgledes med is og indstilledes med
fortyndet saltsyre til pH 1-2. De udfzldede krystaller op-
samledes ved filtrering, vaskedes med vand og terredes 1
vakuum over phosphorpentoxid. Der opnédedes threo-(2RS)-3-
acetylamino—2—hydroxy-4—oxo-4-pheny1butansyre.

Udbytte 4,07 g (64,9%). Smp. 151-152°C (dekomposition).
NMR-spektrum (DMSO—d6) § = 2,0 (s, 3H; GHgL

4,6 (4, H, J = 3Hz; CH-OH), 5,9 (dd, H; CH-NH),

7,7 (multi, 5H; <=>).

Der var desuden et bredt absorptionsbénd, afledt af NH og
OH, ved 6,6-8,0,som fjernedes ved tilsmtning af deutereret

vand.

2) Fremstilling af threo-(2RS)-3-acetylamino-2-hydroxy-
4-phenylbutansyre.

3,00 g (0,012 mol) threo-(2RS)-3-acetylamino-2-hydroxy—-4-
oxo-l4-phenylbutansyre oplestes i 25 ml eddikesyre. Ved
hydrogenering af oplgsningen ved tilsestning af 0,%0 g 5%''s
palladiumfkul og tilledning af hydrogen under atmosferisk
tryk ved 60°C var resktionen fuldfert efter ca. 6 timer.

Ffter fraskillelse af katalysatoren ved filtrering koncen-
treredes filtratet under reduceret tryk. Remanensen tritu-
reredes med 20 ml ethylacetat. De udfeldede krystaller op-
samledes ved filtrering, vaskedes med ethylacetat og ter-
redes i vakuum. Der opndedes threo-(2RS)-3-acetylamino-2-
hydroxy-4-phenylbutansyre.

Udbytte 2,33 g (82,3%). Smp. 174-176°C.

Der var desuden et bredt absorptionsbénd, afledt af OH,
ved 7,0-8,0, som forsvandt ved tilsetning af deutereret vand.
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3) Fremstilling af (28,3%R)-3-acetylamino-2-hydroxy—4-
phenylbutansyre.

10,87 g (0,046 mol) threo-(2RS)-3-acetylamino-2-hydroxy—L—
Phenylbutansyre og 5,55 g (0,046 mol) S(-)-l-phenylethyl-
amin oplgstes under opvarmning i 90 ml ethanol, hvorefter
man lod oplgsningen afkele ved stuetemperstur. De udfzlde-

~de krystaller opsamledes ved filtrering, vaskedes med en

mindre mengde ethanol og torredes i vakuum. Der opnaedes
6,37 g optlsk urene krystaller.
[quO + 16,8° (¢ = 1, methanol)

Krystallerne (6,30.g) oplestes under opvarmning i 100 ml
ethanol, hvorefter man lod oplgsningen afkgle til stue-
temperatur. De udfzldede krystaller opsamledes ved filtre-
ring, vaskedes med en mindre mmngde ethanol og teorredes i
vakuum. Der opnéedes S(-)-l-phenylaminsaltet af (28,3%R)-%-
acetylamino-2-hydroxyphenylbutansyre.

Udbytte 3,45 g Smp. 194-195°C.

[a]%o + 29,0° (c = 1, methanol).

Den specifikke optiske drejning af det autentiske salt
fremstillet ud fra (28,3R)-3-acetylamino-2-hydroxy-4-
phenylbutansyre og S(-)-l-phenylethylamin var som fglger:
[a]D +29,1° (¢ = 1, methanol).

4y Fremstilling af (ZS,BR)—B—amino-2-hydroxyf4—phenyl—
butansyre.

4,25 g (0,0119 mol) af S(—)-l—phenylethylaminsaltet.af
- (28,3R)-3~acetylamino-2-hydroxy-4-phenylbutansyre og

1,49 g (0,0178 mol) natriumhydrogencarbonat oplgstes i 80
ml vand, hvorfra S(-)-l-phenylethylamin ekstraheredes tre
gange, hver gang med 50 ml ethylacetat.

Den vandige fase indstilledes med koncentreret saltsyre til
pH 1-2 og koncentreredes under reduceret tryk til
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ca. 40 ml. Ved opvarmning under tilbagesvaling af den kon-
centrerede oplgsning under tilsstning af 1,7 ml (0,02 mol)
koncentreret saltsyre var reaktionen fuldfert efter 2 ti-

meXre.

Reaktionsoplegsningen koncentreredes til tgrhed under redu-
ceret tryk. Remanensen oplgstes i 10 ml vand og koncentre-
redes derefter til terhed. Den ovenstdende oplgsnings- 0g
koncentrationsfremgangsméde gentoges.

Til slubt oplestes remanensen i 40 ml vand, og oplgsningen
indstilledes med en vandig oplesning af 2 N natriumhydr-
oxid til pH 5-6. Efter isafkegling opsamledes de udfeldede
krystaller ved filtrering, vaskedes med koldt vand og tor-
redes i vakuum. Der opnéedes (28, 3R)=-3-amino-2-hydroxy-i-
phenylbutansyre.

Udbytte 1,48 g (63,8%). [oc]19 22 4+ %2,5° (¢ = 0,76, N HCL).
Referenceveerdi for forblndelsen (J. Med. Chem., 20, 510
(1977)): (0120527 + 29,5° (e = 1, N HOL).

5) Fremstilling af (28, 3R)-3-benzyloxycarbonylamino-2-
hydroxy-4-phenylbutansyre.

1,45 g (7,44 mmol) (28,3R)-3-amino-2-hydroxy-4-phenylbutan-
syre, 1,13 g (11,2 mmol) triethylamin og 2,24 g (8,20 mmol)
benzyl-S-4,6-dimethylpyrimidin-2~yl-thiolcarbonat oplgstes
i et blandet oplesningsmiddel af 7 ml vand og 7 ml dioxan.
Ved at lade oplgsningen reagere under omrgring ved stuetem-
peratur, var reaktionen fuldfert efter 3 timer.

Til reaktionsoplgsningen sattes 20 ml vand, og oplgsningen
vaskedes to gange, hver gang med 25 ml ethylacetat. Den
vandige fase indstilledes med fortyndet saltsyre til pH 1-2.
Det udfzldede olieagtige produkt ekstraheredes to gange,
hver gang med 30 ml ethylacetat. Ekstrakterne samledes, va-
skedes tre gange, hver gang med 30 ml vandig natriumchlorid-
oplegsning, og terredes over vandfrit natriumsulfat.
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Efter fraskillelse af natriumsulfatet ved filtrering kon-
centreredes filtratet til terhed under reduceret tryk.
Remanensen tritureredes med petroleumsether. De udfzldede
krystaller opsamledes ved filtrering, vaskedes med petro-
leumsether og torredes i vakuum. Der opndedes (28,3%R)-3-
benzyl-oxycarbonylamino-2-hydroxy-4-phenylbutansyre.

- Udbytte 2,10 g (85,7%). Smp. 154-155°C.
'[“3288 + 82,5° (¢ = 1, eddikesyre).

Referenceverdier for forbindelsen (Eksempel 1(1) i japansk
offentliggegrelsesskrift nr. 136118/1977)4
Smp. 154,5°C. [m]§;8 + 83%,5° (¢ = 1,34, eddikesyre).

6) Fremstilling = af benzylesteren af (28,3R)-3-benzyl-
oxycarbonylamino-2-hydroxy-4-phenylbutanoyl-(S)-leucin.

2,00 g (6,00 mmol) (28,3R)-%3-benzyloxycarbonylamino-2-
hydroxy-4-phenylbutansyre, 2,63 g (6,60 mmol) af p-toluen-
sulfonsyresaltet af benzyl-(S)-leucinat og 0,97 g (7,20
mmol) l-hydroxybenzotriazol oplgstes i 20 ml tetrahydro-
furan. Under afkegling med is/salt tilsattes 0,67 g (6,6
mmol) triethylamin og 1,49 g (7,20 mmol) dicyclohexyl-
carbodiimid, og man lod oplgsningen reagere i 16 timer.

Det udfxldede dicyclohexylurinstof udfeldedes ved filtre-
ring, og filtratet koncentreredes til terhed under reduce~-
ret tryk. Til remanensen sattes 50 ml ethylacetat. De
uoploselige produkter fraskiltes ved filtrering og vaskedes
med en mindre mzngde ethylacetat. Filtratet og vaskeoplgs-
ningerne samledes og vaskedes successivt to gange med 0,5 N
saltsyre, tre gange med vandig natriumchloridoplgsning, to
gange med en 5%'s vandig natriumhydrogencarbonatoplgsning
og derefter tre gange med en vandig natriumchloridoples-
ning og terredes over vandfrit natriumsulfat.

Efter fraskillelse af natriumsulfatet ved filtrering kon-
centreredes filtratet til terhed under reduceret tryk, og
remanensen tritureredes med n-hexan. De udfzldede krystal-
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ler opsamledes ved filtrering, vaskedes med n-hexan og ter-
redes i vakuum. Benzylesteren af (2S,%R)-benzyloxycarbonyl-
amino-2—hydroxy-4-phenylbutanoyl-(S)—leucin opnaedes.
Udbytte 3,19 g (99,4%). Smp. 122-123°C.

[a]%%S + 15,2° (¢ = 1, eddikesyre).

Referencevaerdier for forbindelsen (eksempel 2(3) i japansk
offentliggprelsesskrift nr. 1%6118/1977):

Smp. 122°C. [a]%éB + 15,1° (¢ = 0,77, eddikesyre).

7) Fremstilling af bestatin [(2S,3R)-5—amino—2—hydroxy—4-
phenylbutanoyl-(S)-leucin].

3,00 g (5,60 mmol) af benzylesteren af (28, 3R)-%-benzyloxy-
carbonylamino—2-hydroxy—4—phenylbutanoyl—(S)-leucin oplgstes
i 50 ml 95%'s eddikesyre. Ved tilsmtning af en katalytisk
mengde palladiumsort til oplgsningen og tilledning af hydro-
gen  under atmosferisk tryk var den katalytiske reduktion
fuldfert efter 2 timer. Efter fraskillelse af palladiumsort
ved filtrering koncentreredes filtratet til terhed under
reduceret tryk, og remanensen tritureredes med 30 ml aceto-
ne. De udfeldede krystaller fraskilt ved filtrering og
oplgstes i 1 N saltsyre. Efter fraskillelse af uoplgselige
materialer ved tilsstning af en mindre msngde aktivt kul
indstilledes filtratet med fortyndet ammoniakvend til pH
5-6. De udfxldede krystaller opsamledes ved filtrering,
vaskedes med acetone og terredes i vakuum. Der opnéedes
bestatinr[(ES,ZR)-3—amino—2—hydroxy—4-phenylbutanoyl-(S)—
leucin].

Udbytte 1,47 g (85,0%). [a3§;8 _21,1° (¢ = 1, eddikesyre).
Referenceverdi for forbindelsen (eksempel 2(4) i japansk
offentliggorelsesskrift nr. 136118/1977)

[ajggs 21,8° (¢ = 0,45, eddikesyre).

«

Eksempel 20
1) Fremstilling af N-hydroxysuccinimidesteren af
(28,BR)—B-benzyloxycarbonylamino-2—hydroxy—4—phenylbutan—
syre.
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6,58 g (0,02 mol) (28,3%R)-3-benzyloxycarbonylamino-2-

‘hydroxy-4-phenylbutansyre fremstillet p& samme méde som ir

eksempel 19(5) og 2,30 g (0,02 mol) N-hydroxysuccinimid
oplgstes i et blandet oplgsningsmiddel af 60 ml dioxan og
60 ml ethylacetat. Efter afkeling af oplgsningen til under .
0°C tilsattes 4,12 g (0,02 mol) dicyclohexylcarbodiimid,

og man lod reaktionsblandingen reagere ved den samme tem-
peratur i 1 time og derefter ved stuetemperatur i 16 ti-
mer.,

Efter fraskillelse af de udfzldede uoplgselige forbindel-
ser ved filtrering koncentreredes filtratet under reduce-
ret tryk. Remanensen bragtes pa fast form med petroleums-
ether (kogefraktion 50—7000) og genudfeldedes fra ethyl- '
acetat og petroleumsether. Der opnédedes N-hydroxysuccin-
imidesteren af (28,3R)~3-benzyloxycarbonylamino-2~hydr-
oxy-4-phenylbutansyre.

Udbytte 6,51 g (76,4%). Smp. 111-112°C.

[a]ggs-+ %5,4° (¢ = 1,5, eddikesyre).

2) Fremstilling af (28, 3R)-3%-amino-2-hydroxy-4-phenyl-
butanoyl-(8)-arginin~-hydrochlorid.

4,26 g (0,01 mol) af N-hydroxysuccinimidesteren af (2S,3R)-
3-benzyloxycarbonylamino-2-hydroxy-4-phenylbutansyre op-
lgstes i 30 ml dioxan, hvortil der sattes en oplgsning af
2,11 g (0,01 mol) arginin-hydrochlorid og 1,40 ml (0,01
mol) triethylamin i 30 ml vand. Man lod oplesningen reagere
ved stuetemperatur i 2 dage. |

Efter omsztningen afdestilleredes oplgsningsmidlet under
reduceret tryk, og remanensen oplgstes i en blanding af
chloroform og methanol (1 : 1 v/v). Oplegsningen underkaste-
des sgjlekromatografi under anvendelse af silicagel H type
60 til opsamling af fraktionerne, der indeholdt det gnskede

‘produkt, og oplesningsmidlet afdestilleredes under reduce-

ret tryk. Der opndedes det olieagtige (28,%R)-benzyloxy-
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carbonylamino-2-hydroxy-4-phenylbutanoyl-(S)-arginin-
hydrochlorid.
Udbytte 2,02 g (38,7%).

Det fremstillede hydrochlorid oplgstes i en blanding af

40 ml methanol og 20 ml vand. Oplgsningen reduceredes ka-—
talytisk ved stuetemperatur under atmosferisk tryk i 6 ti-
mer under anvendelse af palladiumsort.

Efter fraskillelse af katalysatoren ved filtrering koncen-
treredes filtratet under reduceret tryk. Der sattes acetone
til remanensen til udfeldning af krystaller. De udfeldede
krystaller opsamledes ved filtrering, vaskedes med acetone
og torredes i vakuum. Der opndedes (2S,3R)-3-amino-2-
hydroxy-4-phenylbutanoyl-(S)-arginin-hydrochlorid.

Udbytte 1,19 g (30,7%)

[06]238 ~6,4° (¢ = 1,2, eddikesyre),

Rf-veerdi 0,08 (mdlt p& silicagel 60 F254-plade (Merck)

med n—BuOH:AcOH:H20 = 4:1:1 som elueringsmiddel).

Fksempel 21

Fremstilling af threo-(2RS)-3-benzoylamino-2-hydroxy-i-

oxo-4-phenylbutansyre.

16,7 g (0,07 mol) N-(2-oxo-2-phenylethyl)benzamid og 13,0 g
(0,155 mol) natriumhydrogencarbonat oplestes i et blandet
oplesningsmiddel af 3,75 g (0,13 mol) 25%'s vandig glyoxyl-
syreoplgsning, 100 ml vand og 250 ml methenol. lMan lod op-
lgsningen reagere ved 50—60°C i 16 timer.

Efter fraskillelse af uoplgselige produkter fra reaktions-
oplgsningen ved filtrering koncentreredes filtratet under
reduceret tryk til afdestillation af methanol. Fortyndet
saltsyre sattes til den koncentrerede oplgsning til ind-
stilling af et pH pa 1-2. De udfzldede krystaller opsam-
ledes ved filtrering, vaskedes med vand og terredes i va-
kuum over phosphorpentoxid. Der opndedes 17,6 g Trd kry-
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staller, som omkrystalliseredes fra ethylacetat. Der
opndedes threo-(2RS)-3-benzoylamino-2-hydroxy-4-oxo-4-
phenylbutansyre.

Udbytte 1%,5 g (61,8%). Smp. 174-176°C (dekomposition).
NMR-spektrum (DMSO—d6)

§ = 4,6 (4, H, J = 4Hz; CH-OH), 5,9 (dd, H; CH-NH)

7,7 (malti, 10H; <=> og €<=>"), 8,5 (4, H, J = 9 Hz;
NH).

2)  Fremstilling af threo-(2RS)-3-benzoylamino-2-hydr-
oxy-4-phenylbutansyre.

5,00 g (0,016 mol) threo-(2RS)-3-benzoylamino-2-hydroxy-4-
oxo-4-phenylbutansyre og 0,50 g 10%'s palladium-kul sattes -
til 90 ml eddikesyre. Ved at lade oplgsningen reagere un-
der tilledning af hydrogen ved 7000 under atmosferisk tryk
var reaktionen fuldfgrt efter ca. 8 timer.

Efter fraskillelse af katalysatoren ved filtrering koncen-
treredes filtratet under reduceret tryk. Den olieagtige
remanens tritureredes grundigt med petroleumsether (koge-
fraktion 30—7000),og supernatanten fjernedes ved dekante-
ring. Ved tilsztning af ny'petroleﬁmsetherrog gnidning af
glasveggen med en glasstav under afkegling indtrédte kry-
stallisation. Efter henstilling ved stuetemperatur i 1 time
opsamledes krystallerne ved filtrering, vaskedes med petro-
leumsether og torredes i vakuum. Der opndedes threo-(2RS)-
3-benzoylamino-2-hydroxy-4-phenylbutansyre.
Udbytte 4,61 g (96,4%). Smp. 144-145°C.
NMR-spektrum (DMSO—d6)
§ = 2,9 (4, 2H, J = 7Hz; CH2), 4,0 (4, H, J = 3Hz; CH~OH),
4,55 (multi, H; CH-NH), 7,25, 7,5 (s, multi, 10H; $<=>-og
Q)) 7,95 (4, H, J = 8Hz; NH).

3) Fremstilling af (ES,5R)-B—benzoylamino-2—hydroxy—4—
phenylbutansyre.
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6,30 g (0,0211 mol) threo-(2RS)-3-benzoylamino-2-hydroxy-
4-phenylbutansyre og 2,57 g (0,211 mol) S(-)-l-phenyl-
ethylamin oplgstes under opvarmning i 18 ml ethanol og hen-
stilledes derefter ved stuetemperatur i 16 timer.

De udfzldede krystaller opsamledes ved filtrering og om-—
krystalliseredes fra ethanol. Der opndedes S(-)-1-phenyl-
ethylaminsaltet af (28, 3R)-3~benzoylamino-2-hydroxy-4-
phenylbutansyre.

Udbytte 1,22 g (27,5%). Smp. 147-148°C.

[a]§g8 + 70,6° (¢ = 1,02, eddikesyre).

Elementaranalyse for 025H28N204

Fundet: ¢ 71,67, H 6,99, N 6,75

Beregnet: C 71,39, H 6,72, N 6,67.

Det fremstillede salt (1,00 g, 2,%8 mmol) sattes til og
omrystedes med en blanding af 20 ml 1 N svovlsyre og 50 ml
ethylacetat. Ethylacetatfasen fraskiltes og vaskedes gen-
tagne gange med vand indtil den blev neutral. Oplgsningen
torredes derefter over vandfrit magnesiumsulfat. Efter fra-
skillelse af magnesiumsulfatet ved filtrering koncentrere-
des filtratet under reduceret tryk, og remanensen krystalli-
seredes fra ethylacetat og petroleumsether (kogefraktion
30-70°C). De udfmldede krystaller opsamledes ved filtrering,
vaskedes med det samme blandede oplgsningsmiddel som oven-—
for og terredés i vakuum. Der opndedes (28,3R)-3-benzoyl-
amino-2-hydroxy-4-phenylbutansyre.

Udbytte 0,64 g. Smp. 172-173°C.

[a]gga +109,5° (c = 1,1, eddikesyre).

Elementaranalyse for Cl7Hl7NO4

Fundet: ¢ 68,34, H 5,02, N 4,44

Beregnet: C 68,19, H .5,73, N 4,68

Eksempel 22
1) Fremstilling af threo-(2RS)-2-hydroxy-4-oxo-4-phenyl-
3-phthaliminobutansyre.
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10,0 g (0,0377 mol) N-(2-oxo-2-phenylethyl)phthalimid og

9,00 g (0,107 mol) natriumhydrogencarbonat oplestes i et

blandet oplgsningsmiddel af 20,1 g (0,068 mol) 25%'s van-
dig glyoxylsyreoplgsning og 20 ml ethanol. Man lod oplgs-
ningen reagere ved 50-60°C i 24 timer.

Reaktionsoplgsningen koncentreredes under reduceret tryk

til afdestillation af ethanol. Den koncentrerede oplgs—
ning optoges i og omrystedes med 100 ml ethylacetat og 50
ml 5%'s vandig natriumhydrogencarbonatoplssning. Den van-
dige fase fraskiltes og indstilledes med fortyndet saltsy-
re til pH 1-2. De udfezldede krystaller opsamledes ved fil-
trering, vaskedes med vand og terredes i vakuum over
phosphorpentoxid. Der opnédedes threo-(2RS)-2-hydroxy-i4-
oxo-4-phenyl- 5—phthaliminobutansjre.

Udbytte 1,97 g (15,4%). Smp. 168-170 C (dekomp051t10n)
NMR-spektrum (DMSO—d )

8 = 4,55 (4, H, J = 4Hz, CE-OH), 5,8 (44, H; CH-NH),

7,8 (multi, 9H; <=>— og :@ ), 8,45 (4, H, J = 9Hz; NH).

2) Fremstilling af threo—(2RS)»2~hydroxy~4~phenyl—5~
‘phthalimigobutansyre.

1,00 g (2,90 mmol) threo-(2RS)-2«hydroxy=twoxo=t=phenyl=3=
phthaliminobutansyre og 0,10 g 10%'s palladiumsort sattes
til 20 ml eddikesyre. Blandingen reduceredes katalytisk Ul

 der tilfersel af hydrogen ved 70 °C under atmosferisk tryk

i5,5 timer.

Reaktionsblandingen koncentreredes under feduceret tryk.
Der sattes petroleumsether (kogeffaktion 50-7000) og derefw
ter en mindre mengde ethylacetat til remanensen til kry=
stallisation af det olieagtige produkt. De udfeldede kry-
staller opsamledes ved filtrering, vaskedes med petrole-
umsether og torredes i vakuum. Der opnéedes threo—~(2RS)-

' 2ehydroxy=l=phenyle3-phthalimidobutansyre.

Udbytte 0,55 g (57%). Smp. 97-103°C (skumning).
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NMR=-spektrum (DMSO—d6) § = 2,9 (4, 2H, J = 7VHz; CH2>’
3.9 (4, H, J = 3Hz; CH-OH), 4,4 (wulti, H; CH-NH),
7,5 7,5 (s, multi, 9H; <=> og :@ ).

Andre forbindelser, som er opfert i tabel 3, fremstillee
des ogsa ved analoge fremgangsméder som 1 eksemplerne
18«22. Som udgangsmaterialet for forbindelserne med forme
len (ITI) anvendtes tilsvarende forbindelser med formlen
(I) eller (II). Alle forbindelserne 1 tabel 3 var pa
threo=(2RS)~form.
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Fodnote 1:
Det som udgangsmateriale anvendte 2wtebutoxycarbonylamino-

acetophenon fremstilledes ved omsztning af 2-aminoaceto-
phenon-hydrochlorid med t-butyl=S-4,6-dimethylpyrimidin-2-
ylethiolcarbonat og triethylamin i en blanding af dioxan

og vand (1:1).

Eksempel 28

Man lod 3%9,00 g (0,200 mol) threo-(2RS)-3-amino-2-hydroxy-
4wphenylbutansyre fremstillet ud fra den i eksempel 19(2)
opndede threo-(2RS)-3-acetylamino-2-hydroxy-4-phenylbutan-
syre ved hydrolyse med saltsyre pd samme mide som 1 eksem-
pel 1(4), 65,80 g (0,240 mol) benzyleS=4,6~dimethylpyri-
midinele—ylethiolcarbonat og 42,0 ml (0,300 mol) triethyl-
amin reagere i et blandet oplgsningsmiddel af 300 ml vand
og 300 ml dioxan og behandlede p& samme madde som i ek-
sempel 1(6). Der opndedes threo-(2RS)-3-benzyloxycarbonyle
amino=~2~hydroxy=-4-phenylbutansyre.
Udbytte 61,30 g (93,2%). Smp. 133-134°C.
Flementananalyse for 018H19N05

Fundet: ¢ 65,83, H 5,77, N 4,13

Beregnet: ¢ 65,62, H 5,82, N 4,26.

5,7% g (0,0174 mol) af den fremstillede threo-(2RS)-3-
benzyloxycarbonylamino-2-hydroxy-4-~phenylbutansyre og

7,47 g (0,0174 mol) brucinmonohydrat oplestes under opvarme
ning i 100 ml ethylacetat og henstilledes ved stuetempera-
tur i 16 timer. De udfzldede krystaller opsamledes ved fil-
trering og omkrystalliseredes fra ethylacetat. Der opndedes
brucinsaltet af (28,3R)-%-benzyloxycarbonylamino-2-hydroxy-
Lephenylbutansyre.

Udbytte 3,58 (56,9%). Smp. 144°C.

[a]g%S +35,9° (¢ = 1,2, eddikesyre)

Det opndéede brucinsalt (2,00 g, 2,63 mmol) oplestes i og
omrystedes med en blanding af 50 ml 1 N saltsyre og 100 ml
ethylacetat. Ethylacetatfasen fraskiltes og vaskedes med
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vand gentagne gange, indtil den blev netural. Oplesningen
torredes derefter over vandfrit magnesiumsulfat. Efter fra-
skillelse af magnesiumsulfatet ved filtrering koncentreredes
filtratet under reduceret tryk. Remanensen krystalliseredes
fra ethylacetat og petroleumsether (kogefréktioh BO~7OOC).
De uvdfzldede krystaller opsamledes ved filtrering, vaskedes
med det samme blandede oplesningsmiddel som ovenfor og teor-
redes i vakuum. Der opndedes (28,3R)=3=benzyloxycarbonyl-
amino=Z2-hydroxy-4-phenylbutansyre.

Udbytte 0,77 g. Smp. 154-155°C.

[a]";;S +83%,0° (¢ = 1,0, eddikesyre).

De i eksempel 1(2) i japansk offentliggsrelsesskrift nr.
136118/1977 angivne referenceverdier er: smp. 154,500.
[a]§$8 +8%,5° (c=1,%4, eddikesyre).



10

15

20

25

DK 162288 B

85

PATENTIEKRAYV

1. Fremgangsmadde til fremstilling  af threo-3-
amino-2-hydroxybutanoyl-aminoeddikesyrer med den almene

formel

OH
: |
Rl - CH, - CH - CH - CONHCHCOOH (VII)
27 )
NHp R4

hvori Rl betyder naphthyl eller en gruppe med formlen

hvori R6 og R7 hver for sig betyder hydrogen, halogen,
hydroxy, C(1-6)-alkoxy, C(1-6)-alkyl eller phenyl, og R4
betyder C(3-4)-alkyl eller 3-guanidinopropyl, hvori
carboxylgruppen tidligere om n¢dvendigt kan vare beskyt-

tet med C(1-6)-alkyl eller benzyl, og beskyttelsesgruppen

siden hen fjernet, hensigtsmaessigt ved katalytisk hydro-
genering i n®rvarelse af palladiumsort, kendetegnet ved,

at man
A) omsaztter en N-beskyttet 2-oxoethylamin med den almene

formel

Rl - % - CHy - R2 (1)
0

hvori R1 har den ovenfor angivne betydning, og R2 betyder
lavalkylcarbonylamino, som kan indeholde et halogenatom,
benzoylamino, benzyloxycarbonylamino, phthalimino eller
lavalkoxycarbonylamino, med glyoxylsyre eller en ester

deraf med den almene formel
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H% - COOR3 (1I1)
0

hvori R3 betyder hydrogen eller C(1-6)-alkyl, til dannelse
af en threo-3-beskyttet amino-2-hydroxy-4-oxosmorsyre
eller estere deraf med den almene formel

OH
Rl - ? - ?H - éH - COOR3 (1I1I)

I
O R2

hvori R1, R2 og R3 har de ovenfor angivne betydninger,

B) derefter reducerer ovenstdende forbindelse, hensigts-
messigt med metallisk natrium eller metallisk 1lithium i
flydende ammoniak, med zink eller tin i syre eller véd
katalytisk  hydrogenering, til en threo-3-beskyttet
amino-2-hydroxysmgrsyre eller estere deraf med almene
formel

OH
L
Rl - cHy - CH - CH - COOR3 (IV)
R2

hvori RI, R2 og R3 har de ovenfor angivne betydninger,

C) derefter om npdvendigt udsatter ovenstaende
forbindelse for fglgende trin: 7 7

a) optisk opspaltning, hensigtsmassigt ved hjzlp af en
optisk aktiv a-phenylethylamin eller brucin, og/eller

b) fjernelse af aminobeskyttelsesgruppen, hensigtsmassigt

ved hydrolyse med saltsyre, og omdannelse af forbindelsen

til threo—3-amino-z-hydroxysm¢fsyre med den almene formel

g |
Rl - CHy - CH - CH - COOH (V)
R2"
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hvori R2' betyder amino eller den beskyttede aminogruppe,

og

D) derefter kondenserer ovenstdende forbindelse p& gengs
made til dannelse af en peptidbinding, hensigtsmessigt ved
en carbodiimid-proces eller en proces med aktive estere,
sdsom N-hydroxysuccinimidestere, med en aminoeddikesyre

med den almene formel

R4
i
NHy - CH - COOH (VI)

hvori R4 har den ovenfor angivne betydning.

2. Fremgangsmade ifglge krav 1, kendetegnet ved, at

"Rl i de almene formler I, III, IV, V og VII betyder

phenyl, p-hydroxyphenyl eller p-methoxyphenyl, RZ i de
almene formler I, III og IV betyder lavalkylcarbonylamino,
der kan indeholde et halogenatom, benzoylamino, benzyl-
oxycarbonylamino, phthalimido eller lavalkoxycarbonyl-
amino, R3 i de almene formler II, III og IV betyder
hydrogen eller C(1-6)-alkyl, R2' i den almene formel V
betyder amino eller lavalkylcarbonylamino, der kan
indeholde et halogenatom, benzoylamino, benzyloxycarbonyl-
amino, phthalimido eller lavalkoxycarbonylamino, og R4 1
de almene formler VI og VII betyder isobutyl eller
3-guanidinopropyl.

3. TFremgangsmdde ifglge krav 2, kende tegnet
ved, at forbindelsen med den almene formel (I) er en N-be=-
skyttet 2-oxo-2-phenylethylamin, forbindelsen med den al=
mene formel (II) glyoxylsyre, forbindelsen med den almene
formel (III) threo-3-beskyttet-amino-2«hydroxy-iwoxo-4-
phenylbutansyre, forbindelsen med den almene formel (IV)
threow3=beskyttet-amino-2-hydroxy~i4=phenylbutansyre, for=
bindelsen med den almene formel (V) (28,3R)-3-amino (eller
beskyttet amino)-2-hydroxy-i4-phenylbutansyre, forbindel-
sen med den almene formel (VI) (S)~leucin og forbindelsen
med den almene formel (VII) (28,3R)e3~amino-2-hydroxy-4-
phenylbutanoyl-(S)-leucin.
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4.  Fremgangsmdde ifplge krav 2, k ende t-egnet
ved, at forbindelsen med den almene formel (I) er en
Nebeskyttet 2-o0x0~-2-(4-hydroxyphenyl)ethylamin, forbindel-
sen med den almene formel (II) glyoxylsyre, forbindelsen
med den almene formel (III) threo-3=beskyttet-amino=2-
hydroxy—4-0X0—4v@_hwdroxyphenyl)-butansyre, forbindelsen
med den almene formel (IV) threo-3-beskyttet=amino—2e
hydroxy-4«=(4-hydroxyphenyl)butansyre, forbindelsen med den
almene formel (V) (28,3R)-3-amino (eller beskyttet amino)-
2-hydroxy-4-(4-hydroxyphenyl)butansyre, forbindelsen med
den almene formel (VI) (8)-leucin og forbindelsen med den
almene formel (VII) (28, 3R)-3=amino-2=hydroxyw=i—(4-hydre
oxyphenyl )butanoyl-(8)-leucin. - '
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