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p
N-alkyylitiopolyamiinijohdannaiset sdteilyltd suojaavina

aineina

Keksinndén tausta

Sdteilyltd suojaavat aineet, jotka tunnetaan my6s
nimell4 s&teilysuojaajat, m#8ritell&sn aineiksi, jotka
suojaavat soluja tai organismeja vahingollisilta soluvai-
kutuksilta, kun ne altistuvat ionisoivalle s&teilylle.
Nam# vahingolliset soluvaikutukset sisdltévdt vaurion so-
lun DNA:han, kuten DNA-juosteen katkeamisen, solun toimin-
nan sekaisin saattamisen, solukuoleman, kasvaimen indusoi-
tumisen ja niiden kaltaiset vaikutukset. T&mdn suojaavan
vaikutuksen mekanismi voi ainakin osaltaan johtua sdtei-
lyltd suojaavien aineiden radikaalisieppausominaisuuksis-
ta.

Nédiden aineiden mahdollinen kayttokelpoisuus ympé-
ristdn sdteilylts suojaamiseksi, Kuin myds sybpésidteilyte-
rapiassa, on tunnettu kauan. N&m3 aineet, jotka annetaan
ennen altistusta tai altistuksen aikana, poistavat tai
alentavat niiden vahingollisten soluvaikutusten vakavuut-
ta, jotka johtuvat altistuksesta ympAristdn ionisoivalle
sdteilylle, kuten sellaiselle, joka johtuu vydinridj&hdyk-
sestd, radioaktiivisen materiaalin vuodosta, radioaktii-
visen materiaalin l&dheisyydestd ja sen kaltaisista sei-
koista.

Lis8ksi ndiden aineiden uskotaan antavan selektii-
visen suojauksen normaaleille soluille eikid sydpédsoluille
sybpéséteilyterapian aikana. Nimd aineet annettuna esimer-
kiksi sySpédpotilaalle ennen s#teilyterapiaa tai sen aika-
na, absorboituvat normaaleihin ei-sy®pésoluihin antaen
niille suojaavan vaikutuksen. S&teilylt3 suojaavat aineet
eivét kuitenkaan absorboidu samassa m#drin kasvainsoluihin
johtuen kasvaimeen liittyvéstd huonosta verisuonituksesta.
Sen vuoksi sédteilyltd suojaavat aineet antavat selektii-

vigsen suojaavan vaikutuksen normaaleille soluille verrat-
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tuna kasvainsoluihin ja ne poistavat tai alentavat sitei-~
lyterapian vahingollisten soluvaikutusten vakavuutta nor-
maaleille soluille. Lisdksi, jotkin s&teilyltd suojaavat
aineet voivat toimia esil&#kkeind ja ne tarvitsevat akti-
vaation solun sellaisten entsymaattisten prosessien toi-
mesta, jotka eivdt ole tdysin toiminnallisia sybpdsoluis-
sa. N&md aineet, wvaikka ne absorboitaisiin samoina kon-
sentraatioina normaaleihin ja sy&p&soluihin, aktivoituvat
ainoastaan soluissa, joissa on normaalit entsymaattiset
prosessit, eivédtkd sydplsoluissa. Ndmd sdteilyltd suojaa-
vat esilé&keaineet aktivoituvat saaden aikaan selektiivi-
sen suojausvaikutuksen ainoastaan normaaleissa soluissa ja
poistavat tai alentavat n#din ollen s&teilyterapian vahin-
gollisten soluvaikutusten vakavuutta normaaleissa soluis-
sa.

Lis8ksi, jotkin sdteilyltd suojaavat aineet antavat
selektiivisen suojauksen sellaisia vahingollisia soluvai-
kutuksia vastaan normaaleissa soluissa, jotka johtuvat
tietyistd DNA:n kanssa reagoivista aineista, kuten kispla-
tiinista, syklofosfoamidista, dietyylinitroscamiinista,
bentso(a)pyreenistd, karboplatiinista, doksorubisiinista,
mitomysiini-C:st8 ja niiden kaltaisista. Monet n&ista
DNA:n kanssa reagoivista aineista ovat kemoterapeuttisia
aineita, jotka ovat kayttbkelpoisia sydpéterapiassa. S&a-
teilyltd suojaavat aineet ovat kéyttdkelpoisia poistetta-
essa tai alennettaessa sellaisten vahingollisten vaikutus-
ten vakavuutta normaaleihin soluihin, jotka johtuvat al-
tistumisesta ndille DNA:n kanssa reagoiville aineille,
kuten DNA:n kanssa reagoivilla kemoterapeuttisilla aineil-
la tapahtuvan sy&p#terapian aikana.

Lisdksi, jotkin sdteilyltd suojaavat aineet antavat
selektiivisen suojauksen terapian indusoimaa sekundaari-
kasvaininduktiota vastaan [Katso Grdina et al., Pharmac.
Ther. 39, 21 (1988)]. Sdteilytys ja kemoterapia muodosta-
vat tehokkaat hoidot erilaisia kasvaintautitiloja vastaan.
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Valitettavasti ndmd hoidot itsessdidn ovat usein mutagee-
nisia ja/tai karsinogeenisia ja johtavat terapian indusoi-
maan sekundaarikasvaininduktioon. Esimerkiksi potilaat,
joita hoidettiin Hodgkinin taudin suhteen, tuntuvat omaa-
van suhteellisen korkean riskin terapian indusoimaa akuut-
tia myelogeenista leukemiaa ja non-Hodgkinin lymfoomaa
kohtaan. S&teilyltd suojaavat aineet antavat selektiivisen
suojauksen vahingollisia soluvaikutuksia vastaan, kuten
kasvaininduktiota vastaan, joka johtuu s&teilyterapiasta
tai DNA:n kanssa reagoivalla kemoterapeuttisella aineella
tehdysta kemoterapiasta. Sdteilyltd suojaavat aineet ovat
ndin ollen kdyttdkelpoisia poistettaessa tai alennettaessa
sekundaarikasvaininduktion riskid, jonka saa aikaan satei-
lyterapia tai kemoterapia.

Ndin ollen sdteilyltd suojaavat aineet ovat kayt-
tbkelpoisia poistettaessa tai alennettaessa sellaisten
vahingollisten soluvaikutusten vakavuutta normaaleissa
soluissa, jotka on aiheuttanut altistuminen ymp&ristén
ionisoivalle sadteilylle, syOpassteilyterapialle ja hoito
DNA:n Kkanssa reagoivilla kemoterapeuttisilla aineilla.
Katso yleisesti Weiss ja Simic, Pharmac. Ther. 39, 1
(1988).

Sdteilyltd suojaavan aineen prototyyppi, joka on
kehitetty Antiradiation Drug Development Program -projek-
tissa Walter Reed Army Institute of Research -laitoksessa,
on WR-2721 tai S-2(3-aminopropyyliamino)etyylifosforotio-
happo, jonka rakenne on

H,N-(CH,),-NH~(CH,),-S~-PO,H, WR-2721.
Muita tunnettuja s&dteilyltd suojaavia aineita ovat
WR-1065, jonka uskotaan olevan WR-2721-yhdisteen metabo-

liitti, jonka rakenne on

H,N-(CH,),-NH-(CH, ),-SH WR-1065,
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ja WR-151,327, jonka rakenne on
CH,NH-( CH,),-NH-(CH,),~SPO,H, - WR-151,327.

Keksinnén yhteenveto

Esilli oleva keksintd esitt88 uudet sdteilyltd suo-
jaavat aineet ja niiden farmaseuttisesti hyvdksyttdvét
lisdyssuolat, jotka ovat kaavan (I)

RN—(CH2)m—N—(CH2)a—N—(CH2)m™—NR  (I)
B4 B B3 B4

jossa

m on kokonaisluku 2 - 4,

n on kokonaisluku 3 - 10,

R on C,-C,-alkyyli ja

B,, B,, B, ja B, ovat kukin toisistaan riippumatto-
masti H, -CH,CH,SH tai -CH,CH,SPO,H,;
mukaisia; silld edellytykselld, ettd ainakin yksi B,:std,
B,:sta, B,:sta tai B;:std8 on muu kuin H.

Esilld oleva keksintd esittda lisdksi uudet sédtei-
lyltd suojaavat aineet ja niiden farmaseuttisesti hyvidk-
syttdvédt lisdyssuolat, jotka ovat kaavan (II)

B1 | B2 B3

jossa

m on kokonaisluku 2 - 4,

n on kokonaisluku 3 - 10,

R on C,-C,-alkyyli ja

B,, B, ja B; ovat kukin toisistaan riippumattomasti
H, -CH,CH,SH tai -CH,CH,SPO,H,;
mukaisia; silld edellytykselld, ettd ainakin yksi B,:sté,
B,:sta tai B;:sta on muu kuin H.
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Esill8 oleva keksintd esittdd lisdksi menetelmén
nisdkidssolujen suojaamiseksi sellaisilta vahingollisilta
solﬁvaikutuksilta, jotka johtuvat altistumisesta ionisoi-
valle s#teilylle tai DNA:n kanssa reagoivalle aineelle,
joka sisdlt88 vaiheen, jossa mainitut solut saatetaan kos-
ketukseen kaavan (I) tai (II) mukaisen yhdisteen suojaavan
mddrin kanssa.

Esilld oleva keksintd esittdd mySs menetelmdn ihmi-
sen el-sydpdsolujen suojaamiseksi sellaisilta vahingolli-
silta soluvaikutuksilta, jotka johtuvat altistumisesta
ionisoivalle séteilylle tai DNA:n kanssa reagoivalle ai-
neelle, joka sisdlt83 vaiheen, jossa mainitulle ihmiselle
annetaan suojaava m&arad kaavan (I) tai (II) mukaista yh-
distett4.

Esill8d oleva keksintd esittdsd lislksi menetelmin
séteilyterapian tarpeessa tai DNA:n kanssa reagoivan kemo-
terapeuttisen aineen kanssa tapahtuvan kemoterapian tar-
peessa olevan potilaan hoitamiseksi, joka sisdlt#d3d vai-
heen, jossa mainitulle potilaalle annetaan suojaava mi&ard
kaavan (I) tai (II) mukaista yhdistetti.

Keksinnén yksityiskohtainen kuvaus

Tdssd k#ytettyind seuraavilla termeilld on alla
osolitetut merkitykset.

(1) Termi "C,-C,-alkyyli" viittaa kylléstettyyn suo-
raketjuiseen tai haarautuneeseen hiilivetyradikaaliin,
jossa on 1 - 6 hiiliatomia. T&m&n termin piiriin sisdlty-
vat etyyli, n-propyyli, isopropyyli, n-butyyli, isobutyy-
1li, sec-butyyli, t-butyyli, n-pentyyli, n-heksyyli, 1,1-
dimetyylipropyyli, 3,3-dimetyylipropyyli, l-metyylibutyy-
1i, 2-metyylibutyyli ja niiden kaltaiset.

(2) Termi "Ts" viittaa kaavan

0O

-
7O
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mukaiseen tosyyliryhmdan;
(3) termi "Et" viittaa kaavan

-CHZ_ CH3

mukaiseen etyyliryhmién;
(4) Termi "Pr" viittaa kaavan

-CH,-CH,-CH,

mukaiseen propyyliryhmdén;
(5) Termi "Bu" viittaa kaavan

~CH,-CH,-CH,~CH,

mukaiseen butyyliryhm#in;

(6) Termi "halogeeni" tai "halo" wviittaa kloori-,
bromi- tai jodiatomiin.

(7) Termin "farmaseuttisesti hyvéksyttidvat lisadys-
suolat" on tarkoitettu sisdltévdn kaavojen (I) tai (II)
mukaisten emdAsyhdisteiden minka tahansa ei-myrkyllisen
orgaanisen tai epdorgaanisen happolisdyssuolan. Kuvaavia
epdorgaanisia happoja, jotka muodostavat sopivia suoloja,
ovat suola-, vetybromi-, rikki- ja fosforihappo ja happo-
metallisuolat, kuten natriummonovetyortofosfaatti ja kali-
umvetysulfaatti. Kuvaavia orgaanisia happoja, jotka muo-
dostavat sopivia suoloja, ovat mono-, di- ja trikarboksyy-
lihapot. Kuvaavia sellaisia happoja ovat esimrkiksi etik-
ka-, glykoli-, maito-, palorypdle-, maloni-, meripihka-,
glutaari-, fumaari-, omena-, tartaari-, sitruuna-, askor-
biini-, maleiini-, hydroksimaleiini-, bentso-~, hydroksi-
bentso-, fenyylietikka-~, kaneli-, salisyyli-, 2-fenoksi-
bentso-, p-tolueenisulfonihappo ja sulfonihapot, Kkuten
metaanisulfonihappo ja 2-hydroksietaanisulfonihappo. Sel-
laiset suolat voivat olla joko hydraattimuodossa tai
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oleellisesti anhydraattimuodossa. Yleisesti ndiden yhdis-
teiden happolisdyssuolat ovat veteen ja erilaisiin hydro-
fiilisiin orgaanisiin liuottimiin liukenevia ja verrattuna
niiden vapailsiin em&smuotoihin, niilld on yleens& korke-
ammat sulamispisteet.

Kaavan (I) mukaiset polyamiinijohdannaiset voidaan
valmistaa kayttden alalla hyvin tunnettuja menetelmid.
Minkd tahansa spesifisen wvalmistusreitin valinta riippuu
eri tekijdistd. Esimerkiksi reaktanttien yleinen saatavuus
ja hinta, tiettyjen yleisten reaktioiden soveltuvuus spe-
sifisille yhdisteille ja niin edelleen, ovat kaikki teki-
joitd, jotka alan asiantuntijat tdysin ymmdrtdvat ja kaik-
ki ne ottavat osaa minkd tahansa kaavan (I) sisdltdvan
spesifisen yhdisteen valmistussynteesireitin valintaan.

Seuraavat reaktiokaaviot ovat kuvaavia niistd rei-
teistd, joilla kaavan (I) mukaiset yhdisteet voidaan val-
mistaa. Kaikki substituentit, jollei muuta ole osoitettu,
ovat aiemmin mddriteltyjen mukaisia. Reagenssit ja 1l8hto-
materiaalit ovat alan asiantuntijan helposti saatavissa.
Kaaviossa II ké&ytettdvdn l&htbmateriaalin valmistus on
kuvattu kaaviossa I.

Kaavio T
RNH, Vaihe A ~ RTsNH Vaihe B Mitsunobu RTgN(CH,)mOH
1 Suojaus 2 HO(CHZ)mOH 3
2a
Vaihe D Vaihe C
N-alkylaatio Hapetus

X(CH2)m-1COZEL
2a’

RTSN(CH2)m-1CO»Et Yaihe E _ RTSN(CH2)m-1CO2H

Hydrolyysi
3a 4

X = Kloori tai bromiatomi
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Kaavion I vaiheessa A primaarinen amiini (1) suo-
jataan tosylaattijohdannaisena, joka on Kuvattu rakenteena
(2), alalla hyvin tunnetuissa olosuhteissa, jotka on ku-
vattu EP-patenttijulkaisussa numero 0 349 224, joka on
julkaistu 1.3.1990.

Primaarinen amiini (1) liuotetaan esimerkiksi di-
kloorimetaanin ja 10 % natriumhydroksidin seokseen ja
jadhdytetddn O °C:seen. Sekoitettuun liuokseen lis&tddn
tipoittain ylim8drd p-tolueenisulfonyylikloridia. Noin
vhden tunnin kuluttua reaktio lammitet&d&n huoneenl&mpdti-
laan ja sen annetaan sekoittua noin kaksi vuorokautta.
Reaktio neutraloidaan 0,5 N suolahapolla ja uutetaan sopi-
valla orgaanisella liuottimella, kuten metyleenikloridil-
la. Orgaaninen faasi huuhdellaan vedelld, suolavedelld,
kuivataan vedetttmén natriumsulfaatin yl1li, suodatetaan ja
konsentroidaan tyhjitossd niin, ettd saadaan suojattu se-
kundaarinen amiini (2).

Vaiheessa B suojattu sekundaarinen amiini (2) al-
tistetaan Mitsunobu-reaktiolle kdyttden sopivasti substi-
tuoitua diolia (2a) niin, ettd saadaan primaarinen alkoho-
1i, jota kuvataan rakenteena (3).

Suojattu sekundaarinen amiini (2) liuotetaan esi-
merkiksi sopivaan orgaaniseen liuottimeen, kuten tetrahyd-
rofuraaniin, ja sitd kidsitellddn yhdelld ekvivalentilla
trifenyylifosfiinia. T&td kdsitellddn sitten yhdella ekvi-
valentilla sopivasti substituoitua diolia (2a), jonka j&l-
keen kdsitellddn yhdelld ekvivalentilla dietyyliatsodikar-
boksylaattia. T&m&n annetaan sekoittua noin 25 °C:ssa 4 -
noin 18 tuntia. Tuote eristetddn alalla hyvin tunnetuilla
uutosmenetelmilld, Kkuten uuttamalla metyleenikloridiin,
huuhtelemalla vedelld, suolavedelld, kuivattamalla vedet-
tomén natriumsulfaatin yll&, suodattamalla ja konsentroi-
malla tyhjiéssd. Jd&nnts puhdistetaan alalla hyvin tunne-
tuilla menetelmilld, kuten nopealla kromatografialla kayt-
tden silikageelid ja sopivaa eluenttiseosta, kuten metano-
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li/metyleenikloridia niin, ettd saadaan primaarinen alko-
holi (3).

Vaiheessa C primaarinen alkoholi (3) hapetetaan
kemian alalla hyvin tunnetuissa ja ymmdrretyissd olosuh-
teissa, jotka on kuvannut March teoksessa Advanced Organic
Chemistry: Reactions, Mechanisms and Structure, McGraw-
Hill Book Company, 2. painos, 1977, 1107 - 1108 niin, ettéa
saadaan karboksyylihappo, jota kuvataan rakenteena (4).

Primaarinen alkoholi (3) liuvotetaan esimerkiksi
asetoniin 0 °C:ssa ja pieni ylim3&r& Jonesin reagenssia
(Bowden, K. et al., J. Chem. Soc., 39, 1946) lisitdidn ti-
poittain. Reaktion annetaan sekoittua 1 - 4 tuntia
0 °C:ssa. Sitten lisdtadn isopropanolia ja reaktio suoda-
tetaan piimaan 1l&4pi, joka huuhdellaan useilla erillid ase-
tonia ja metyleenikloridia. Suodos konsentroidaan tyhjios-
s8 ja jdannds puhdistetaan alalla hyvin tunnetuilla mene-
telmilld, Kuten nopealla kromatografialla kéyttden silika-
geelid ja sopivaa eluenttiseosta, kuten metanoli/metylee-
nikloridia niin, ettd saadaan karboksyylihappo (4).

Karboksyylihappo voidaan vaihtoehtoisesti valmistaa
seuraamalla kaavion I vaiheita D ja E aloittaen suojatusta
sekundaarisesta amiinista (2).

Vaiheessa D suojattu sekundaarinen amiini (2) N-
alkyloidaan sopivasti substituoidulla etyylihalokarboksy-
laatilla (2a') niin, ettd saadaan N-alkyloitu suojattu
amiini, jota kuvataan rakenteena (3a), jossa X on kloori-
tai bromiatomi.

Suojattu sekundaarinen amiini (2) liuotetaan esi-
merkiksi sopivaan liuottimeen, kuten tetrahydrofuraaniin,
ja sitd k&sitellddn yhdellsd ekvivalentilla sopivaa emésta,
kuten natriumhydridid. Reaktion annetaan sekoittua noin 30
minuuttia ja lis&t&&n yksi ekvivalentti sopivasti substi-
tuoitua etyylihalokarboksylaattia, kuten etyyli-4-bromi-
butyraattia. Sitten reaktiota kuumennetaan noin 30 -
67 °C:seen noin 1 - 24 tuntia. Sitten N-alkyloitu suojattu
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amiini (3a) eristetd&n reaktioseoksesta alalla hyvin tun-
netuilla menetelmillé.

Vaiheessa E N-alkyloidun suojatun amiinin (3a) es-
teriryhm8 hydrolysoidaan alalla hyvin tunnetuissa olosuh-
teissa niin, ettd saadaan karboksyylihappo (4).

N-alkyloitu suojattu amiini (3a) liuotetaan esimer-
kiksi sopivaan liuotinseokseen, kuten metanoli/veteen, ja
sitd kidsitellddn ekvivalentilla mddrdllid sopivaa emdstd,
kuten natriumhydroksidia. Reaktion annetaan sekoittua huo-
neenlampdtilassa noin 1 - 24 tuntia. Sitten reaktio neut-
raloidaan 1 N suolahapolla ja uutetaan sopivalla liuotti-
mella, Kkuten metyleenikloridilla. Yhdistetyt orgaaniset
uutokset kuivataan vedettémidn natriumsulfaatin ylld, suo-
datetaan ja konsentroidaan tyhjidssé niin, ettd saadaan
karboksyylihappo (4).

Kaavan (I) mukaiset yhdisteet, joissa B, ja B, on
H, ja B, ja B; on -CH,CH,SH tai -CH,CH,SPO,H,, voidaan valmis-
taa, kuten on kuvattu kaaviossa II. Kaikki substituentit,
jollei muuta ole osoitettu, ovat aiemman mddritelmdn mu-
kaisia. Reagenssit ja ldhtOomateriaalit ovat alan asiantun-

tijan helposti saatavissa.
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Kaavio II

RTsN(CH32)m-1CO2H + H2N(CH32)nNH>
4 5
Vaihe A
Amidaatio

RTsN(CH2)m-1CONH(CH2)sNHCO(CH2)m-1NTsR

Vaihe B
Pelkistys

RTsN(CH2) sNH(CH2)aNH(CH2) nNTsR

Vaihe C
N-alkylaatio

RTSN(CH2)mN(CH2)aN(CH32)mNTsR
HS(CHy);  (CH2)2SH

Vaihe D
Suojauksen poisto

RHN(CH2) mN(CH)nN(CH2)mNHR

HS(CH2)2  (CHy)zSH

Vaihtoehtoinen
Vaihe E

RHN(CH2) mN(CH2)aN(CH2) mNHR

H203PS(CHy);  (CH2)25PO3H>

7

10
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Kaavion II vaiheessa A diamiini (5) altistetaan
amidaatioreaktiolle alalla hyvin tunnetuissa olosuhteissa
kahden ekvivalentin kanssa happoa (4) niin, ettd saadaan
diamidi (6).

Esimerkiksi kaksi ekvivalenttia happoa (4) liuote-
taan sopivaan orgaaniseen liuottimeen, kuten tetrahydro-
furaaniin, jonka jalkeen lis&t&8n yksi ekvivalentti sopi-
vaa diamiinia. Sitten lis&t&&n 2,2 ekvivalenttia N-etoksi-
karbonyyli-2-etoksi-1, 2-dihydrokinoliinia (EEDQ). Reakti-
ota sekoitetaan 2 - 24 tuntia huoneenldmpdtilassa. Sitten
se konsentroidaan tyhjidssa. Jaédnnds puhdistetaan alalla
hyvin tunnetuilla menetelmilld, kuten nopealla kromatogra-
fialla niin, ettd saadaan diamidi (6).

Diamidi (6) voidaan vaihtoehtoisesti valmistaa alla
kuvatulla tavalla. Kaksi ekvivalenttia happoa (4) liuote-
taan sopivaan orgaaniseen liuottimeen, kuten tetrahydrofu-
raaniin, ja sitd k3sitelldidn kahdella ekvivalentilla N-
metyylimorfoliinia. Reaktio jadhdytetddn -20 °C:seen ja
sitd késitellaan kahdella ekvivalentilla isobutyylikloori-
formaattia. Reaktiota sekoitetaan noin 30 minuuttia ja
lis&t&dn yksi ekvivalentti sopivasti substituoitua diamii-
nia (5), joka on liuotettu dimetyyliformamidiin. Reaktiota
sekoitetaan -20 °C:ssa useita tunteja, ldmmitet&&n huo-
neenldmpotilaan ja laimennetaan eetterilld ja wvedella.
Kerrokset erotetaan ja orgaaninen kerros kuivataan megne-
siumsulfaatin ylld, suodatetaan ja konsentroidaan tyhjios-
s8. Jddnnds puhdistetaan alalla hyvin tunnetuilla menetel-
mill&d, kuten nopealla kromatografialla niin, ettd saadaan
diamidi (6).

Vaiheessa B diamidi (6) pelkistetddan alalla hyvin
tunnetuissa olosuhteissa niin, ettéd saadaan tetra-amiini,
jota kuvataan rakenteena (7).

Esimerkiksi seuraten yleisesti menetelmdd, jonka on
kuvannut Borch, Tetrahedron Lett. 1, 61 (1968), 2,2 ekvi-

valenttia trietyylioksoniumtetrafluoriboraattia liuotetaan
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sopivaan orgaaniseen liuottimeen, kuten metyleeniklori-
diin, ja lis&dtd&n kaksi ekvivalenttia diamidia (6). Reak-
tiota sekoitetaan huoneenlampéttilassa noin 24 tuntia ja
sitten liuotin poistetaan tyhjidssd. Jadnnds liuotetaan
etanoliin ja sekoitettuun liuokseen lisdtddn 4,5 ekviva-
lenttia natriumboorihydridid osissa 0 °C:ssa. Kun kaikki
on lisdtty, reaktio ldmmitet&ddn huoneenladmpdtilaan ja se-
koitetaan noin 18 - 24 tuntia. Tuote eristetd&n alalla
hyvin tunnetuilla uuttomenetelmill&. J&3&nnds voidaan puh-
distaa nopealla kromatografialla niin, ettd saadaan tetra-
amiini (7).

Tetra-amiini (7) voidaan vaihtoehtoisesti valmistaa
alla KkKuvatulla tavalla. Diamidi (6) liuotetaan sopivaan
liuottimeen, kuten tetrahydrofuraaniin, ja sitd kédsitel-
ldaan kahdella ekvivalentilla boraania (1 M liuos tetrahyd-
rofuraanissa) 0 °C:ssa ja sekoitetaan takaisinvirtaksella
18 tuntia niin, ettd saadaan tetra-amiini (7) sen j&lkeen,
kun on eristetty ja puhdistettu alalla hyvin tunnetuilla
menetelmilla.

Vaiheessa C tetra-amiini di-N-alkyloidaan etyleeni-
sulfidilla niin, ettd saadaan sopivasti substituoitu di-N-
alkyloitu amiini, jota kuvataan rakenteena (8).

Tetra-amiini (7) livotetaan esimerkiksi sopivaan
orgaanigseen liuottimeen, kuten tetrahydrofuraaniin, ja
sitten kidsitelldsn noin 2,2 ekvivalentilla etyleenisulfi-
dia 2 - 10 tuntia l&mpotilassa, joka on huoneenldmpdtilas-
ta takaisinvirtautuslémpdtilaan. Liuotin poistetaan tyhji-
Ossd ja tuote eristetddn ja puhdistetaan alalla hyvin tun-
netuilla menetelmilld niin, ettd saadaan di-N-alkyloitu
amiini (8).

Vaiheessa D di-~N-alkyloidun amiinin (8) suojaus
poistetaan alalla hyvin tunnetuilla menetelmilld niin,
etta saadaan tetra-amiini, josta suojaus on poistettu (9).

Di-N-alkyloitu amiini (8) liuotetaan esimerkiksi
sopivaan orgaaniseen liuottimeen, kuten 1, 2-dimetoksietaa-
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niin, ja sitd kdsitelld#dn pienelld ylimd&ralla litiumalu-
miinihydridia. Sitten reaktiota kuumennetaan takaisinvir-
tautukseen noin 18 tuntia. J&adhdytyksen jédlkeen ylim8&r&i-
nen litiumalumiinihydridi tukahdutetaan ja tuote eriste-
tdan kayttéen alalla hyvin tunnettuja menetelmid niin,
ettd saadaan tetra-amiini, josta suojaus on poistettu (9).

Di-N-alkyloidun amiinin (8) suojaus voidaan vaihto-
ehtoisesti poistaa seuraten yleisesti menetelmdd, joka on
kuvattu EP-patenttihakemuksessa numero 349 224, joka on
julkaistu 1.3.1990. Di-N-alkyloitu amiini (8) liuotetaan
vedettomdaan tetrahydrofuraaniin, j&dahdytetddn -78 °C:seen
ja sitd kdsitellddn ylimdaar&lld kondensoitua ammoniakkia.
Ylim8drd natriumia lis&tddn hitaasti -78 °C:ssa ja reakti-
ota sekoitetaan noin 4 tuntia. Sitten se lammitet&dn huo-
neenldmpdtilaan yli ydn niin, ettd ammoniakki haihtuu.
Lisdtdédn dietyylieetterid ja sen jédlkeen lis&tdsdn varovas-
ti etanolia ja sen j&lkeen lisdtddn varovasti vettd reak-
tion lopulliseksi lopettamiseksi. Liuottimet poistetaan
tyhjiodsséd ja jd8&nnds uutetaan dietyylieetterilld ja kloro-
formilla. Yhdistetyt uutokset kuivataan vedettdmin natri-
umsulfaatin ylld, suodatetaan ja konsentroidaan tyhjidssé.
Jadnnds puhdistetaan alalla hyvin tunnetuilla menetelmil-
14, kuten nopealla kromatografialla niin, ettd saadaan
amiini, josta suojaus on poistettu (9).

Vaihtoehtoisessa vaiheessa E yhdisteen (9) tioli-
ryhmédt voidaan muuttaa vastaaviksi rakenteen (10) fosforo-
tiocaateiksi.

Esimerkiksi sopivasti substituoitua amiinia, josta
suojaus on poistettu (9), k&sitellddn neljidllad ekvivalen-
tilla trietyylifosfiittia ja kahdella ekvivalentilla bro-
mitrikloorimetaania. Reaktiota sekoitetaan 1 - 3 tuntia
lampotila-alueella, joka on huoneenlémp&tilasta takaisin-
virtautuslémpdtilaan. Vastaava bis(dietyylifosforotiocaat-
ti)valimuoto otetaan talteen reaktiosta poistamalla haih-
tuvat aineet tyhjiossd ja puhdistamalla nopealla kromato-
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grafialla. Sitten bis(dietyylifosforotioaatti)vdlimuoto
katkaistaan késittelemdlld ylim&drdlla trimetyylisilyyli-
bromidia. Reaktantit saatetaan kosketukseen sopivan orgaa-
nisen liuottimen, kuten metyleenikloridin, kanssa noin 2 -
24 tunniksi ldmpdtila-alueella, joka on -20 °C - takaisin-
virtautuslampdtila. Sitten haihtuvat aineet poistetaan
tyhjitsséd ja jadnnds puhdistetaan alalla hyvin tunnetuilla
menetelmilld niin, ettd4 saadaan rakenteen (10) mukaiset
fosforotioaatit.

Kaavan (I) mukaiset yhdisteet, joissa B,, B, ja B,
on H ja B, on -CH,CH,SH tai CH,CH,SPO;H,, voidaan valmistaa,
kuten on kuvattu kaaviossa III. Kaikki substituentit, jol-
lei muuta ole osoitettu, on m88ritelty aiemmin. Reagenssit
ja lahtomateriaalit ovat alan asiantuntijan helposti saa-
tavissa.

Kaavio II1I
RTSN(CH2)m-1CONH(CH2)nNHCO(CH2)m INTsR 6

Vaihe A
pPelkistys

RTsN(CH2)mNH(CH2)n,NHCO(CH2)m-1NTsR 11

Vaihe B
N-alkylaatio

RTsN(CHz),},N(CHz)nNHCO(CHz)m-1NTsR 12

HS(CH2)2
Vaihe.c
Suojauksen poisto/pelkistys
RHN(CH2)mN(CHZ)nNH(CHz)mNHR 13
HS(CH3);
Vaihtoehtoinen
Vaihe D
RHN(CH2)mN(CH2)nNH(CH2) mNHR 14

H203PS(CH2);
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Kaavion III vaiheessa A kaavion II vaiheessa A val-
mistettu diamidi (6) pelkistetddn alalla hyvin tunnetuissa
olosuhteissa niin, ettd saadaan monoamidi, jota kuvataan
rakenteena (11).

Esimerkiksi diamidi (6) liuvotetaan sopivaan orgaa-
niseen liuottimeen, kuten tetrahydrofuraaniin, ja sité
kdsitellddn yhdelld ekvivalentilla boraania (1 M 1liuos
tetrahydrofuraanissa) O °C:ssa ja sitten sekoitetaan 6 - 8
tuntia takaisinvirtautuksella niin, ettd saadaan monoamidi
(11) sen jalkeen, kun on eristetty ja puhdistettu alalla
hyvin tunnetuilla menetelmills.

Vaiheessa B monoamidi mono-N-alkyloidaan etyleeni-
sulfidilla niin, ettd saadaan sopivasti substituoitu mono-
N-alkyloitu amidi, jota kuvataan rakenteena (12).

Esimerkiksi monoamidi (11) liuotetaan sopivaan or-
gaaniseen liuvottimeen, kuten bentseeniin, ja sitten sitéd
kdsitellddn yhdella ekvivalentilla etyleenisulfidia 2 - 10
tuntia lampdtilassa, joka on huoneenldmpéttilasta takaisin-
virtautusl&mpdtilaan. Liuotin poistetaan tyhjidssd ja tuo-
te eristetddn ja puhdistetaan alalla hyvin tunnetuilla
menetelmilld niin, ettd8 saadaan mono-N-alkyloitu amidi
(12).

Vaiheessa C mono-N-alkyloidun amidin (12) suojaus
poistetaan ja samanaikaisesti pelkistetddn kdsittelemdlla
sopivalla pelkistimella niin, ettd saadaan mono-N-alkyloi-
tu tetra-amiini, jota kuvataan rakenteena (13).

Esimerkiksi mono-N-alkyloitu amidi (12) liuotetaan
sopivaan orgaaniseen liuottimeen, kuten 1, 2-dimetoksietaa-
niin, ja sitd kdsitell&i&n neljilld ekvivalentilla sopivaa
pelkistintd, kuten litiumalumiinihydridi&. Reaktiota kuu-
mennetaan takaisinvirtautukseen noin 18 tunniksi. Sitten
reaktio lopetetaan lisd&malla vesi: 10 % natriumhydroksi-
di:vesi -liuosta, jonka tilavuussuhde on 1,0:1,5:3,0, jos-
sa ensimm@inen vesilisdysm&3ird on ekvivalentti litiumalu-

miinihydridin painom&drédlle. Sitten tuote eristetddn ja
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puhdistetaan alalla hyvin tunnetuilla menetelmilld niin,
ettd saadaan mono-N-alkyloitu tetra-amiini (13).

Vaihtoehtoisessa vaiheessa D mono-N-alkyloidun tet-
ra-amiinin (13) tioliryhm& muutetaan vastaavaksi rakenteen
(14) mukaiseksi mono-fosforotioaatiksi seuraten yleisesti
kaavion 1II vaihtoehtoisessa vaiheessa E kuvattua menetel-
maa.

Esimerkiksi sopivasti substituoitua mono-alkyloitua
tetra-amiinia (13) ké&sitellddn kahdella ekvivalentilla
trietyylifosfiittia ja yhdelld ekvivalentilla bromitri-
kloorimetaania. Reaktiota sekoitetaan 1 - 3 tuntia l1a&mpo-
tila-alueella, joka on huoneenlampdtilasta takaisinvir-
tautuslampOtilaan. Vastaava dietyylifosforotioaattivali-
muoto otetaan talteen reaktiosta poistamalla haihtuvat
aineet tyhjitssd ja puhdistamalla nopealla kromatografial-
la. Sitten dietyylifosforotioaattivdlimuoto Lkatkaistaan
kisittelemdlli ylimdardlla trimetyylisilyylibromidia.
Reaktantit saatetaan kosketukseen sopivan orgaanisen liu-
ottimen, kuten metyleenikloridin, kanssa noin 2 - 24 tun-
niksi l&mpdtila-alueella, joka on -20 °C - takaisinvir-
tautuslampdtila. Sitten haihtuvat aineet poistetaan tyhji-
bssd ja jdannds puhdistetaan alalla hyvin tunnetuilla me-
netelmilld niin, ettd saadaan rakenteen (14) mukainen mo-
nofosforotioaatti.

Kaavan (I) mukaiset yhdisteet, joissa B, ja B, on
-CH,CH,SH tai CH,CH,SPO;H, ja B, ja B, on H, voidaan valmis-
taa, kuten on kuvattu kaaviossa IV. Kaikki substituentit,
jollei muuta ole osoitettu, on mddritelty aiemmin. Rea-
genssit ja lahtdmateriaalit ovat alan asiantuntijan hel-

posti saatavissa.
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Kaavio IV
RTsN(CH2)m-1CONH(CH2)nNHCO(CH2)m-1NTsR 6

Vaihe A

Suojauksen poisto
: '
RHN(CH32)m.1CONH(CH2)nNHCO(CH2)m-1NHR 15

Vaihe B
N-alkylaatio

B
RN(CH2)m-1CONH(CH2)nNHCO(CH2)m-1NR 16

HS(CH3)2 (CH3)25H
‘Vaihe C
Pelkistys
RN(CH32)mNH(CH2)nNH(CH2)mNR 17
HS(CH2)2 (CH2)25H
vaihtoehtoinen
Vaihe D
RN(CH:)mNH(CH2)aNH(CH2)mNR 18
H203PS(CH2)2 (CH2)2SPO3H;

Kaavion IV vaiheessa A kaavion II vaiheessa A val-
mistetun diamidin (6) suojaus poistetaan alalla hyvin tun-
netuissa olosuhteissa niin, ettd saadaan diamidi, jonka
suojaus on poistettu, jota kuvataan rakenteena (15).

Esimerkiksi diamidin (6) suojaus voidaan poistaa
seuraten yleisesti menetelmd&, joka on kuvattu EP-patent-
tihakemuksessa numero 349 224, joka on julkaistu 1.3.1990.
Diamidi (6) liuotetaan vedettdmddn tetrahydrofuraaniin,
jadhdytetddn -78 °C:seen ja sitd kidsitelldsdn ylimdardlla
kondensoitua ammoniakkia. Lis#dtddn ylimd&dar& natriumia hi-
taasti -78 °C:ssa ja reaktiota sekoitetaan noin 4 tuntia.
Sitten se ladmmitet&&n huoneenlampdtilaan yli ybksi niin,
ettd ammoniakki haihtuu. Lis&tddn dietyylieetterid, jonka
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jdlkeen lisg&tddn varovasti etanolia, jonka jdlkeen lisa-
t8&n varovasti vettd reaktion lopulliseksi lopettamiseksi.
Liuvottimet poistetaan tyhjitssd ja j&&nnts uutetaan di-
etyylieetterilld ja kloroformilla. Yhdistetyt uutokset
kuivataan vedettdmdn natiumsulfaatin ylld, suodatetaan ja
konsentroidaan tyhjidssd. Ji4nnds puhdistetaan alalla hy-
vin tunnetuilla menetelmill&, kuten nopealla kromatogra-
fialla niin, ettd saadaan diamidi, josta suojaus on pois-
tettu (15).

Vaiheessa B diamidi, josta suojaus on poistettu
(15), di-N-alkyloidaan samalla N-alkylointimenetelmdlls,
joka on kuvattu kaavion II1 vaiheessa C niin, ettd saadaan
di-N-alkyloitu diamidi, jota kuvataan rakenteena (16).

Vaiheessa C di-N-alkyloitu diamidi (16) pelkiste-
tddn alalla hyvin tunnetuissa olosuhteissa niin, ettid saa-
daan tetra-amiini, jota kuvataan rakenteena (17).

Esimerkiksi di-N-alkyloitu diamidi (16) liuotetaan
sopivaan orgaaniseen liuottimeen, kuten 1,2-dimetoksietaa-
niin, ja sita kadsitell&dn kahdella ekvivalentilla sopivaa
pelkistintd, kuten litiumalumiinihydridi&. Reaktiota kuu-
mennetaan takaisinvirtautukseen noin 5 - 18 tunniksi. Sit-
ten reaktio lopetetaan lis&d&mdlla vesi: 10 % natriumhyd-
roksidi:vesi -liuosta, jonka tilavuussuhde on 1,0:1,5:3,0,
jossa ensimmdinen vesilisdysmd3&rid on ekvivalentti litium-
alumiinihydridin painomddrdlle. Sitten tuote eristetéin
alalla hyvin tunnetuilla uutto~ ja puhdistusmenetelmilli
niin, ettd saadaan tetra-amiini (17).

Vaihtoehtoisessa vaiheessa D tetra-amiinin (17)
tioliryhmét muutetaan vastaaviksi rakenteen (18) mukaisek-
si fosforotioaateiksi samalla menetelmdlli, joka on aiem-
min kuvattu kaavion II vaihtoehtoisessa vaiheessa E.

Kaavan (I) mukaiset yhdisteet, joissa B,, B, ja B,
on H ja B, on -CH,CH,SH tai CH,CH,SPO,H,, voidaan valmistaa,
kuten on kuvattu kaaviossa V. Kaikki substituentit, jollei
muuta ole osoitettu, on mé8ritelty aiemmin. Reagenssit ja
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lahtobmateriaalit ovat alan asiantuntijan helposti saata-

vissa.

Kaavio V

RHN(CH2)m-1CONH(CH2)sNHCO(CH2)m.1NHR 15

Vaihe A

RTSN(CH2)m-1CONH(CH2)oNHCO(CH2)m.tNHR 19

Vaihe B
N-alkylaatio

RTsN(CH2)m-1CONH(CH2)nNHCO(CH2)m-1NR 20

Vaihe C (CH3)SH
Pelkistys/
suojauksen poisto

RHN(CH2)mNH(CH3)aNH(CH3)mNR 21

(CH2)25H

Y
Vaihtoehtoinen
Vaihe D

RHN(CH2)mNH(CH2)nNH(CH2);NR 22

(CH32)2S5P0O3H;

Kaavion V vaiheessa A kaavion IV vaiheessa A val-
mistettu diamidi, josta suojaus on poistettu (15), mono-
suojataan niin, ettd saadaan monosuojattu diamidi, jota
kuvataan rakenteena (19).

Esimerkiksi diamidi, josta suojaus on poistettu
(15), liuotetaan metyleenikloridiin ja 10 % natriumhydrok-
sidiin ja jd&dhdytetddn O °C:seen. Sekoitettuun liuokseen
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lisatdan tipoittain yksi ekvivalentti p-tolueenisulfonyy-
likloridia. Noin yvhden tunnin kuluttua reaktio l&mmitet&é&n
huoneenlédmpédtilaan ja sen annetaan sekoittua 1 - 48 tun-
tia. Reaktio neutraloidaan 0,5 N suolahapolla ja uutetaan
sopivalla orgaanisella liuottimella, Kkuten metyleeniklo-
ridilla. Orgaaninen faasi huuhdotaan vedelld, suolavedel-
ld, kuivataan vedettotmdn natriumsulfaatin ylla, suodate-
taan ja konsentroidaan tyhjidsséd niin, ettd saadaan mono-
suojattu diamidi (19).

Vaiheessa B monosuojattu diamidi (19) N-alkyloidaan
samalla N-alkylointimenetelmdlld, joka on kuvattu kaavion
ITITI vaiheessa B niin, ettd saadaan N-alkyloitu diamidi,
jota kuvataan rakenteena (20).

Vaiheessa C N-alkyloitu diamidi (20) pelkistetdsn
ja samanaikaisesti sen suojaus poistetaan samalla menetel-
malla, joka on aiemmin kuvattu kaavion III wvaiheessa C
niin, ettd saadaan N-alkyloitu tetra-amiini, jota kuvataan
rakenteena (21).

Vaihtoehtoisessa wvaiheessa D N-alkyloidun tetra-
amiinin (21) tioliryhmd voidaan muuttaa vastaavaksi raken-
teen (22) mukaiseksi fosforotioaattitetra-amiiniksi seu-
raten menetelmdid, joka on aiemmin Kkuvattu kaavion III
vaihtoehtoisessa vaiheessa D.

Seuraavat esimerkit edustavat tyypillisia kaavion
(I) mukaisten yhdisteiden, jotka on kuvattu kaavioissa I,
1T, 11T, IV ja V, synteesejid. N&mid esimerkit ovat ainoas-
taan kuvaavia eikd niitd pidd pit&3 mill&dn tavoin keksin-
todd rajoittavina. Reagenssit ja ldhtOmateriaalit ovat alan
asiantuntijan helposti saatavissa. Kaytettyind seuraavissa
esimerkeissé seuraavilla termeilld on osoitetut tarkoituk-
set: "ek." tarkoittaa ekvivalentteja, "g" tarkoittaa gram-
moja, "mg" tarkoittaa milligrammoja, "mmol" tarkoittaa
millimooleja, "ml" tarkoittaa millilitroja, " °C" tarkoit-
taa Celsius-asteita, "TLC" tarkoittaa ohutkerroskromato-
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grafiaa, "R," tarkoittaa retentiotekijdd ja "&" tarkoittaa
miljoonasosia tetrametyylisilaanin alapuolella.
Esimerkki 1

BUHN—(CH3)2—N-—(CH3)g—N—(CH3)2 —NHBuU

HSCH,CH3 CHCH2S5H

2-[{8-[ (2-merkaptoetyyli)-(2-butyyliaminoetyyli) -
aminoloktyyli}-(2-butyyliaminoetyyliamino]letaanitiolin
valmistus

Kaavio I, vaihe A: Liuota butyyliamiinia (10 mmol)
metyleenikloridiin (50 ml) ja 10 % natriumhydoksidiin
(50 ml), Jadhdytd 0 °C:seen, Lisdd ylimd&rd p-tolueenisul-
fonyylikloridia sekoittaen. Tunnin kuluttua anna reaktion
lammetd huoneenldmpdtilaan ja sekoita kaksi vuorokautta.
Neutraloi reaktio 0,5 N suolahapolla ja uuta vesifaasi
metyleenikloridilla (2 x 100 ml). Huuhdo yhdistetyt orgaa-
niset uutokset vedelld (100 ml), suolavedellsd (100 ml),
kuivata vedetttmdn natriumsulfaatin yl148, suodata ja kon-
sentroi tyhjidssd N-butyyli-4-metyylibentseenisul fonamidin
saamiseksi.

Kaavio I, vaihe B: Liuota N-butyyli-4-metyylibent-
seenisulfonamidi (10 mmol) tetrahydrofuraaniin (50 ml) ja
lisd3 trifenyylifosfiinia (10 mmol). Kidsittele t&td ety-
leeniglykolilla (10 mmol), jonka jdlkeen lisdd dietyyli-
atsodikarboksylaattia (10 mmol ). Sekoita reaktiota
25 °C:ssa 18 tuntia. Konsentroi reaktio tyhjidssa. Puhdis-
ta j8&nnds nopealla kromatografialla (silikageeli, toluee-
ni/etyyliasetaatti) N-butyyli-N-(2-hydroksietyyli)-4-me-
tyylibentseenisul fonamidin saamiseksi.

Kaavio I, vaihe C: Liuota N-butyyli-N-(2-hydroksi-
etyyli)-4-metyylibentseenisulfonamidi (10 mmol) asetoniin
(50 ml) ja jd&hdytd O °C:seen. Lisdd pieni ylim&sri Jone-
sin reagenssia tipoittain ja anna reaktion sekoittua 4
tuntia 0 °C:ssa. Lis83 ylim88rd isopropanolia ja suodata
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reaktio piimaatulpan l&pi. Huuhdo tulppa asetonilla (2 x
50 ml) ja metyleenikloridilla (3 x 50 ml). Yhdistd suodok-
set ja konsentroi tyhjitssd. Puhdista j#&dnnds nopealla
kromatografialla (silikageeli, metanoli/metyleenikloridi)
[butyyli-(tolueeni-4-sulfonyyli)amino]etikkahapon saami-
seksi.

Vaihtoehtoinen menetelmd [butyyli-(tolueeni-4-sul-
fonyyli)amino]etikkahapon valmistamiseksi.

Kaavio I, vaihe D: Liuota N-butyyli-4-metyylibent-
seenisulfonamidi (10 mmol) tetrahydrofuraaniin (50 ml) ja
kdsittele natriumhydridilld (10 mmol). Sekoita reaktiota
30 minuuttia ja lisdd etyylibromiasetaattia (10 mmol).
Sekoita reaktiota takaisinvirtautuksella 18 tuntia. Sitten
lisdd metyleenikloridia (100 ml) ja huuhdo vedelld
(100 ml), suolavedelld (100 ml), kuivata vedetttdmdn natri-
umsulfaatin yl1l48, suodata ja konsentroi raa'an etyyli-[bu-
tyyli-(tolueeni-4-sulfonyyli)aminolasetaatin saamiseksi.

Kaavio I, vaihe E: Liuota raaka etyyli-[butyyli-
(tolueeni-4-sulfonyyli)amino]asetaatti (10 mmol) metano-
liin (25 ml) ja veteen (25 ml). Lisd3 natriumhydroksidia
(10 mmol) ja sekoita reaktiota huoneenlémpdtilassa 5 tun-
tia. Laimenna reaktio vedelld (100 ml) ja huuhdo metylee-~
nikloridilla. Neutraloi vesipohjaisella 1 N suolahapolla
ja uuta metyleenikloridilla (3 x 75 ml). Yhdistd orgaani-
set uutokset ja huuhdo vedelld (100 ml), suolavedelld
(100 ml), kuivata vedettdman natriumsulfaatin ylla, suoda-
ta ja konsentroi tyhjidssd [butyyli-(tolueeni-4-sulfonyy-
li)amino]etikkahapon saamiseksi.

Kaavio II, vaihe A: Liuota kaavion I vaiheessa C
tai E valmistettu [butyyli-(tolueeni-4-sulfonyyli)amino]-
etikkahappo (20 mmol) tetrahydrofuraaniin (50 ml) ja lisé&da
1,8~-diamino-oktaania (10 mmol). Lisd& N-etoksikarbonyyli-
2-etoksi-1,2-dihydrokinoliinia (EEDQ)(22 mmol). Sekoita
huoneenlampdtilassa 6 - 7 tuntia. Konsentroi reaktio tyh-
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jivssd. Puhdista j&3&nnds nopealla kromatografialla (sili-
kageeli, metanoli/metyleenikloridi) diamidin saamiseksi.
Diamidi voidaan vaihtoehtoisesti valmistaa kaavion
II vaiheessa A liuvottamalla [butyyli-(tolueeni-4-sulfonyy-
li)amino]etikkahappo (20 mmol) tetrahydrofuraaniin
(50 ml), jonka jalkeen 1lisdt8dn N-metyylimorfoliinia
(20 mmol ). Jadhdytd reaktio -20 °C:seen ja lisdd isobutyy-
liklooriformaattia (20 mmol). Sekoita reaktiota 30 minuut-
tia ja lis&d 1,8-diamino-oktaania (10 mmol), joka on liu-
otettu dimetyyliformamidiin (5 ml). Sekoita reaktiota kak-
si tuntia -20 °C:ssa ja sitten lammit& huoneenlémpétilaan.
Laimenna reaktio vedelld (150 ml) ja uuta dietyylieette-
rilld (3 x 75 ml). Yhdistd orgaaniset uutokset, kuivata
vedettdmén magnesiumsulfaatin ylld, suodata ja konsentroi
tyhji6ss&. Puhdista jddnnos nopealla kromatografialla (si-
likageeli, metanoli/metyleenikloridi) diamidin saamiseksi.
Kaavio 1I, vaihe B: Lisdd trietyylioksoniumtetra-
fluoriboraattia (42 mmol) metyleenikloridiin (50 ml) ja
lisd8 diamidia (20 mmol), joka valmistettiin yll& kaavion
IT vaiheessa A. Sekoita reaktiota huoneenldmpéttilassa 24
tuntia ja sitten konsentroi tyhjitssd. Liuota j&&nnods eta-
noliin (50 ml), j&dhdytd 0 °C:seen ja lis#di natriumboori-
hydridid (45 mmol) osina. Kun lisdys on tdydellinen, l&m-
mitd reaktio huoneenlémpttilaan ja sekoita 24 tuntia. Lai-
menna reaktio metyleenikloridilla (200 ml), huuhdo vedelld
(100 m1), suolavedelld (100 ml), kuivata vedettomin natri-
umsulfaatin yll&d, suodata ja konsentroi tyhjiéss&a. Puhdis-
ta jdaannds nopealla kromatografialla (silikageeli, metano-
li/metyleenikloridi) tetra-amiinin saamiseksi.
Tetra-amiini voidaan vaihtoehtoisesti valmistaa
kaavion II vaiheessa B liuottamalla diamiini (10 mmol),
joka on valmistettu kaavion II vaiheessa A, tetrahydrofu-
raaniin (50 ml). J88hdyt& liuos 0 °C:seen ja lis&3 boraa-
nia (20 mmol, 1 M liuos tetrahydrofuraanissa). Kuumenna
reaktiota takaisinvirtautuksessa 18 tuntia. Jadhdytyksen
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jédlkeen laimenna reaktio metyleenikloridilla (200 ml),
huuhdo vedelld (100 ml), suolavedelld (100 ml), kuivata
vedettdmidn natriumsulfaatin yll&, suodata ja konsentroi
tyhjiéssd. Puhdista jd&dnnds nopealla kromatografialla (si-
likageeli, metanoli/metyleenikloridi) tetra-amiinin saami-
seksi.

Kaavio II, vaihe C: Liuota tetra-amiini (10 mmol),
joka on valmistettu kaavion II vaiheessa B, tetrahydrofu-
raaniin (50 ml) ja 1lisdd tipoittain etyleenisulfidia
(22 mmol). Kuumenna reaktiota takaisinvirtautuksella 4
tuntia. Jaahdytyksen jalkeen konsentroi reaktio tyhjidssa
ja puhdista jdadnnds nopealla kromatografialla (silikagee-
1i., metanoli/metyleenikloridi) di-N-alkyloidun tetra-amii-
nin saamiseksi.

Kaavio 1I, vaihe D: Liuota di-N-alkyloitu tetra-
amiini (10 mmol), joka on valmistettu kaavion II vaiheessa
C, 1,2-dimetoksietaaniin (50 ml) ja k&sittele litiumalu-
miinihydridilla (25 mmol). Kuumenna reaktio takaisinvir-
tautukseen 18 tunniksi. J&8hdytyksen jdlkeen reaktiota
muokataan lisddmdlla perdkkdin vetta (1 ml), 10 % natrium-
hydroksidia (1,5 ml) ja vettd (3 ml). Sitten laimenna me-
tyleenikloridilla (200 ml), huuhdo vedellsd (100 ml), suo-
lavedellda (100 ml), kuivata vedettdmé&n natriumsulfaatin
vll4, suodata ja konsentroi tyhjidssd. Puhdista jadnnés
nopealla kromatografialla (silikageeli, metanoli/metylee-
nikloridi) otsikon yhdisteen saamiseksi.

Otsikon yhdiste voidaan vaihtoehtoisesti valmistaa
kaavion 11 vaiheessa D liuottamalla di-N-alkyloitu tetra-
amiini (10 mmol), joka on valmistettu kaavion Il vaiheessa
C, vedettdimadn tetrahydrofuraaniin (50 ml) ja jadhdytta-
malld liuos -78 °C:seen. Lis8d ylimaard vedetdntd ammoni-
akkia, jonka jalkeen lis88 ylimd&rd natriumia. Sekoita
reaktiota 4 tuntia ja sitten l&mmitd huoneenld&mpdtilaan
yvli yo6n. Lisdd dietyylieetterid (100 ml), jonka jadlkeen

lis#8sd varovasti etanolia (30 ml). Kun on sekoitettu 30
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minuuttia, lisdi varovasti vettd tipoittain (5 ml) ja sit-
ten konsentroi reaktio tyhjibss&. Uuta jadnnds dietyyli-
eetferillé (100 ml) ja kloroformilla (100 ml). Yhdista
orgaaniset uutokset, kuivata vedettdmdn natriumsulfaatin
ylld, suodata ja konsentroi tyhjitssd. Puhdista jd&nnOs
nopealla kromatografialla (silikageeli, metanoli/metylee-
nikloridi) otsikon yhdisteen saamiseksi.
Esimerkki 2

BUHN—(CH3)2—N—(CH32)g—N——(CH3)2 —NHBu

H203PSCH,CH> CHCH,SPO3H3

5,8,17,20~tetra-atsa~8,17-bis-[2~-(tiofosforyyli)-
etyyli]tetradodekaanin valmistus

Kaavio II, vaihtoehtoinen vaihe E: Késittele 2-((2-
butyyliaminoetyyli)-{8-[(2-butyyliaminoetyyli)-(2-merkap-
toetyyli)amino]oktyyli}amino)etaanitiolia (10 mmol), joka
on valmistettu esimerkissi 1, trietyylifosfiitilla
(40 mmol) ja bromitrikloorimetaanilla (20 mmol). Sekoita
reaktiota kaksi tuntia takaisinvirtautuksella. Konsentroi
reaktio tyhjitssd ja puhdista bis(dietyylifosforotiocaat-
ti)vdlimuoto nopealla kromatografialla (silikageeli, etyy-
liasetaatti). Puhdistettu bis(dietyylifosforotiocaatti)
livotetaan sitten metyleenikloridiin (50 ml) ja sitd kdsi-
tellddn ylimddralla trimetyylisilyylibromidia. Sekoita
reaktiota 24 tuntia. Konsentroi reaktio tyhjidssd otsikon
yhdisteen saamiseksi.
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Esimerkki 3

BUHN——(CH2)2—N-—(CH3)g —NH—(CH3); —NHBu

HSCH,CH3

2-{(2-butyyliaminoetyyli)-[8-(2-butyyliaminoetyyli-
amino)oktyyli]lamino}etaanitiolin valmistus

Kaavio III, vaihe A: Liuota trietyylioksoniumtet-
rafluoriboraatti (10 mmol) metyleenikloridiin (50 ml) ja
lisd4 diamidia (20 mmol), joka valmistettiin esimerkin 1
kaavion II vaiheessa A. Sekoita reaktiota huoneenldmptti-
lassa 24 tuntia ja sitten konsentroi tyhjidssd. Liuota
jéédnnds etanoliin (50 ml), j&&hdytd O °C:seen ja lisad
natriumboorihydridid (45 mmol) osina. Kun lisdys on téy-
dellinen, ldmmitd reaktio huoneenldmpétilaan ja sekoita 24
tuntia. Laimenna reaktio metyleenikloridilla (200 ml),
huuhdo vedella (100 ml), suolavedellsd (100 ml), Kkuivata
vedettdbmén natriumsulfaatin ylla, suodata ja konsentroi
tyhjidssé. Puhdista jddnnds nopealla kromatografialla (si-
likageeli, metanoli/metyleenikloridi) amidin saamiseksi.

Amidi voidaan vaihtoehtoisesti valmistaa kaavion
I11 vaiheessa A liuottamalla diamidi (10 mmol), joka on
valmistettu esimerkin 1 kaavion II vaiheessa A, tetrahyd-
rofuraaniin (50 ml). Jashdyt&d liuos 0O °C:seen ja 1liséa
boraania (10 mmol, 1 M liuos tetrahydrofuraanissa). Kuu-
menna reaktiota takaisinvirtautuksessa 18 tuntia. Jdadhdy-
tyksen jélkeen laimenna reaktio metyleenikloridilla
(200 ml), huuhdo vedelld (100 ml), suolavedellsd (100 ml),
kuivata vedettdmln natriumsulfaatin ylld, suodata ja kon-
sentroi tyhjitssd. Puhdista jaannds nopealla kromatografi-
alla (silikageeli, metanoli/metyleenikloridi) amidin saa-
miseksi.

Kaavio III, vaihe B: Liuota amidi (10 mmol), joka
on valmistettu kaavion III vaiheessa A, tetrahydrofuraa-
niin (50 ml) ja 1lis8&8 tipoittain etyleenisulfidia
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(10 mmol). Kuumenna reaktiota takaisinvirtautuksella 4
tuntia. J&3dhdytyksen j#lkeen konsentroi reaktio tyhjitssa
ja puhdista jéannds nopealla kromatografialla (silikagee-
1i, metanoli/metyleenikloridi) N-alkyloidun amidin saami-
seksi.

Kaavio 1III, vaihe C: Liuota N-alkyloitu amidi
(10 mmol), joka on valmistettu kaavion III vaiheessa B,
1,2-dimetoksietaaniin (50 ml) ja kdsittele litiumalumiini-
hydridilli (40 mmol). Kuumenna reaktiota takaisinvirtau-
tukseen 18 tunniksi. Jdshdytyksen jédlkeen reaktiota muoka-
taan lisd4mdlld perdkkdin vettd (1,5 ml), 10 % natriumhyd-
roksidia (2,3 ml) ja vettd (4,5 ml). Sitten laimenna mety-
leenikloridilla (200 ml), huuhdo vedelld (100 ml), suola-
vedelld (100 ml), kuivata vedettdm&n natriumsulfaatin yl-
14, suodata ja konsentroi tyhjidssd. Puhdista jdannds no-
pealla kromatografialla (silikageeli, metanoli/metyleeni-
kloridi) otsikon yhdisteen saamiseksi.

Esimerkki 4

BuHN——%CHﬂ;——N——%CHﬂg——NH*%CHﬂz"“NHBu

H203PSCH,CH;

5,8,17,20-tetra-atsa-8-[2-(tiofosforyyli)etyyli]-
tetradodekaanin valmistus

Kaavio III, vaihtoehtoinen vaihe D: Késittele 2-
{(2-butyyliaminoetyyli)-[8-(2~butyyliaminoetyyliamino)-
oktyyli]Jamino}etaanitiolia (10 mmol), joka on valmistettu
esimerkissd 3, trietyylifosfiitilla (20 mmol) ja bromitri-
kloorimetaanilla (10 mmol). Sekoita reaktiota kaksi tuntia
takaisinvirtautuksella. Konsentroi reaktio tyhjidssd ja
puhdista dietyylifosforotioaattividlimuoto nopealla kroma-
tografialla (silikageeli, etyyliasetaatti). Puhdistettu
dietyylifosforoticaatti liuotetaan sitten metyleeniklori-
diin (50 ml) ja sitd ké&sitell&dan ylim8drdlla trimetyyli-
silyylibromidia. Sekoita reaktiota 4 tuntia -20 °C:ssa.
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Konsentroi reaktio tyhjidssd. Liuota jdannds 2-propanolii-
n, lisdi suolahappoa ja kerdsd otsikon yhdiste suodattamal-
la Suolahapposuolana.

Esimerkki 5

BUN——(CHj3)—NH—(CH3)g—NH—(CH3) —NBu

HSCH,CH; CH2CH2SH

2-{butyyli-[2-(8~{2~[butyyli-(2-merkaptoetyyli)ami-
noletyyliamino}oktyyliamino))etyylilamino}etaanitiolin
valmistus

Kaavio 1V, vaihe A: Liuota diamidi (10 mmol), joka
on valmistettu esimerkin 1 kaavion II vaiheessa A, vedet-
témaddn tetrahydrofuraaniin (50 ml) ja jaddhdyta liuos
-78 °C:seen. Lis#é3 ylim3idrid vedetdntd ammoniakkia, jonka
jdlkeen 1lisd8 ylimd3rd natriumia. Sekoita reaktiota 4 tun-
tia ja sitten lammitd huoneenlédmpétilaan yli ydn. Lisdé
dietyylieetterid (100 ml), jonka jalkeen lis#48 varovasti
etanolia (30 ml). Kun on sekoitettu 30 minuuttia, lisdéa
varovasti tipoittain vettd (5 ml) ja sitten konsentroi
reaktio tyhjitsséd. Uuta  j8&nnds dietyylieetterilléi
(100 ml) ja kloroformilla (100 ml). Yhdistd orgaaniset
uutokset, kuivaa vedettdm#n natriumsulfaatin yll&, suodata
ja konsentroi tyhjidssé. Puhdista jdadnnds nopealla kroma-
tografialla (silikageeli, metanoli/metyleenikloridi) di-
amidin, Jjosta suojaus on poistettu, saamiseksi.

Kaavio IV, vaihe B: Liuota diamidi, josta suojaus
on poistettu (10 mmol), joka on valmistettu kaavion 1V
vaiheessa A, tetrahydrofuraaniin (50 ml) ja lis&a tipoit-
tain etyleenisulfidia (22 mmol ). Kuumenna reaktiota takai-
sinvirtautuksella 4 tuntia. Jd#hdytyksen jdlkeen konsent-
roi reaktio tyhjidssd ja puhdista jéd&nnds nopealla kroma-
tografialla (silikageeli, metanoli/metyleenikloridi) di-N-
alkyloidun diamidin saamiseksi.
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Kaavio IV, vaihe C: Liuota di-N-alkyloitu diamidi
(10 mmol), joka on valmistettu kaavion IV vaiheessa B,
1,2-dimetoksietaaniin (50 ml) ja k&sittele litiumalumiini-
hydridillia (40 mmol). Kuumenna reaktiota takaisinvirtau-
tukseen 18 tunniksi. J&&hdytyksen jadlkeen reaktiota muoka-
taan lis#sdmidlli perdkkdin vettd (1,5 ml), 10 ¥ natriumhyd-
roksidia (2,3 ml) ja vettid (4,5 ml). Sitten laimenna me-
tyleenikloridilla (200 ml), huuhdo vedelld (100 ml), suo-
lavedelld (100 ml), kuivata vedettdmin natriumsulfaatin
y1l1l4, suodata ja konsentroi tyhjidssd. Puhdista j&dnnids
nopealla kromatografialla (silikageeli, metanoli/metylee-
nikloridi) otsikon yhdisteen saamiseksi.

Esimerkki 6

BuN——(CH3)2 —NH—(CH2)g —NH—(CH2)> —NBu

H203PSCH2CH; ' CH2CH25PO3H3

5,8,17,20-tetra-atsa-5,20-bis[2- (tiofosforyyli)etyyli]tet-
radodekaanin valmistus

Kaavio IV, vaihtoehtoinen vaihe D: K&sittele 2-
{butyyli-[2-(8-{2-[butyyli-(2-merkaptoetyyli)aminoletyy-
liamino}oktyyliamino))etyyli]Jamino}etaanitiolia (10 mmol),
joka on valmistettu esimerkissd 5, trietyylifosfiitilla
(40 mmol) ja bromitrikloorimetaanilla (20 mmol). Sekoita
reaktiota kaksi tuntia takaisinvirtautusldmpbtilassa. Kon-
sentroi reaktio tyhjidssd ja puhdista bis(dietyylifosforo-
tioaatti)védlimuoto nopealla kromatografialla (silikageeli,
etyyliasetaatti). Puhdistettu bis(dietyylifosforotiocaatti)
liuotetaan sitten metyleenikloridiin (50 ml) ja sitd kasi-
tellé&n ylim8&8rdlld trimetyylisilyylibromidia. Sekoita
reaktiota 4 tuntia -20 °C:ssa. Konsentroi reaktio tyhjits-
sd., Liuota j88nnds 2-propanoliin, 1lisdi suolahappoa ja
kerdd otsikon yhdiste suodattamalla suolahapposuolana.
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Esimerkki 7

BuN——(CH2); —NH—(CH3z)g—NH—(CH3)> —NHBu

HSCH,CH3

2-(butyyli-{2-[8~(2-butyyliaminoetyyliamino)oktyy-
liaminoletyyli}amino)etaanitiolin valmistus

Kaavio V, vaihe A: Liuota diamidi, josta suojaus on
poistettu (10 mmol), joka on valistettu esimerkin 5 kaavi-
on IV vaiheessa A, 10 % natriumhydroksidiin (50 ml), ja
jdshdytd O °C:seen. Lis84 p-tolueenisulfonyylikloridia (10
mmol) sekoittaen. Tunnin kuluttua anna reaktion l&mmeta
huoneenlé&mpdtilaan ja sekoita 2 wvuorokautta. Neutraloil
reaktio 0,5 N suolahapolla ja uuta vesifaasi metyleeniklo-
ridilla (2 x 100 ml). Huuhdo yhdistetyt orgaaniset uutok-
set vedelld (100 ml), suolavedelld (100 ml), kuivata ve-
dettbmén natriumsulfaatin ylld, suodata ja konsentroi tyh-
jitssd monosuojatun diamidin saamiseksi.

Kaavio V, vaihe B: Liuota monosuojattu diamidi (10
mmol), joka on valmistettu kaavion V vaiheessa A, tetra-
hydrofuraaniin (50 ml) ja lisdd tipoittain etyleenisulfi-
dia (1,2 mmol). Kuumenna reaktio takaisinvirtautukseen 4
tunniksi. Jadhdytyksen jadlkeen konsentroi reaktio tyhjids-
sd ja puhdista jd#nnds nopealla kromatografialla (silika-
geeli, metanoli/metyleenikloridi) N-alkyloidun diamidin
saamiseksi.

Kaavio V, vaihe C: Liuota N-alkyloitu diamidi
(10 mmol), joka on valmistettu kaavion V vaiheessa B, 1, 2-
dimetoksietaaniin (50 ml) ja késittele litiumalumiinihyd-
ridilld (40 mmol). Kuumenna reaktiota takaisinvirtautuk-
seen 18 tunniksi. Ji8hdytyksen jédlkeen reaktiota muokataan
lis88mélla perdkkdin vettd (1,5 ml), 10 % natriumhydrok-
sidia (2,3 ml) ja vettd (4,5 ml). Sitten laimenna metylee-
nikloridilla (200 ml), huuhdo vedelld (100 ml), suolave-
delld (100 ml), kuivata vedetttmdn natriumsulfaatin yll4,
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suodata ja konsentroi tyhjidssd. Puhdista jaannds nopealla
kromatografialla (silikageeli, metanoli/metyleenikloridi)
otsikon yhdisteen saamiseksi.

Esimerkki 8

BUN——(CH2)2—NH~=(CH2)g—NH—(CH3), —NHBu

H203PSCHCH>

5,8,17,20~tetra-atsa-5-{2-(tiofosforyyli)etyyli]~-
tetradodekaanin valmistus

Kaavio V, vaihtoehtoinen vaihe D: K#dsittele 2-(but-
yyli-{2-{8-(2-[butyyliaminoetyyliamino)oktyyliamino]etyy-
li}amino )etaanitiolia (10 mmol), joka on valmistettu esi-
merkissd 7, trietyylifosfiitilla (20 mmol) ja bromitri-
kloorimetaanilla (10 mmol)., Sekoita reaktiota kaksi tuntia
takaisinvirtautuksella. Konsentroi reaktio tyhjidssda ja
puhdista dietyylifosforotioaattivdlimuoto nopealla kroma-
tografialla (silikageeli, etyyliasetaatti). Puhdistettu
dietyylifosforotioaatti liuotetaan sitten metyleeniklori-
diin (50 ml) ja sitd k&sitelldsn ylimdidr#llid trimetyyli-
silyylibromidia. Sekoita reaktiota 4 tuntia -20 °C:ssa.
Konsentroi reaktio tyhjitssd. Liuota jid&nnds 2-propano-
liin, lisda suolahappoa ja keraa otsikon yhdiste suodatta-
malla suolahapposuolana.

Kaavan (I1I) mukaiset polyamiinijohdannaiset voidaan
valmistaa Kk&dyttden alalla hyvin tunnettuja menetelmid.
Mink& tahansa spesifisen valmistusreitin valinta riippuu
eri tekijdistd. Esimerkiksi reaktanttien yleinen saatavuus
ja hinta, tiettyjen yleisten reaktioiden soveltuvuus spe-
sifisille yhdisteille ja niin edelleen, ovat kaikki teki-
joitd, jotka alan asiantuntijat tdysin ymmartadvit ja kaik-
ki ne ottavat osaa minkd tahansa kaavan (II) sis&8ltidvin

spesifisen yhdisteen valmistussynteesireitin valintaan.
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Seuraavat reaktiokaaviot ovat kuvaavia niistd rei-
teista, joilla kaavan (II) mukaiset yhdisteet voidaan val-
migstaa. Kaikki substituentit, jollei muuta ole osoitettu,
on aiemmin mddritelty. Reagenssit ja ldhtdmateriaalit ovat
alan asilantuntijan helposti saatavissa. Kaavioissa VII,
VIII ja IX kdytettdavdn lahtbmateriaalin valmistus on Kku-

vattu kaaviossa VI.

Kaavio VI

HaN(CH2)n-1CO2H vathe B TSHN(CH2)n-1CO2H 24
Suojaus
23 ' | vaihe B
Amidaatio
RNHz (1)

TsHN(CH2)n-1CONHR 25

Vaihe C
Alkylaatio

RHNOC(CH2)m-1X (26)

RHNOC(CH2)m-1NTs(CH2)n-1CONHR 27

Vaihe D
Suojauksen poisto

RHNOC(CH2)m.1NH(CH2)n-tCONHR 28

Kaavion VI vaiheessa A rakenteen (23) Kuvaama ami-
nohappo suojataan niin, ettd saadaan N-tosyloitu aminohap-
po, jota kuvataan rakenfeena (24).

Esimerkiksi aminohappo (23) liuotetaan 10 % natri-
umhydroksidiin ja j&3hdytetd8n 0 °C:seen. Sekoitettuun
liuokseen lisdtd#én tipoittain ekvivalentti médrid p-tolu-
eenisulfonyylikloridia. Noin yhden tunnin kuluttua reaktio
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lammitetddn huoneenldmpdtilaan ja sen annetaan sekoittua
noin kaksi wvuorokautta. Reaktio neutraloidaan 0,5 N suola-
hapolla ja uutetaan sopivalla orgaanisella liuottimella,
kuten metyleenikloridilla. Orgaaninen faasi huuhdellaan
vedellsd, suolavedelld, kuivataan vedettdm&n natriumsulfaa-
tin yll4, suodatetaan ja konsentroidaan tyhjit¢ssd niin,
ettd saadaan N-tosyloitu aminohappo (24).

Vaiheessa B N-tosyloitu aminohappo (24) altistetaan
amidaatioreaktiolle olosuhteissa, jotka ovat alalla hyvin
tunnettuja, yhdessd sopivasti substituoidun primaarisen
amiinin (1) kanssa niin, ettd saadaan amidi, jota kuvataan
rakenteena (25).

Esimerkiksi N-tosyloitu aminohappo (24) liuotetaan
sopivaan orgaaniseen liuottimeen, kuten tetrahydrofuraa-
niin, ja sitd k&dsitellddn lisa&amdallsd yksi ekvivalentti
sopivasti substituoitua primaarista amiinia (1). Sitten
liséitd&8n 1,1 ekvivalenttia N-etoksikarbonyyli-2-etoksi-
1,2-dihydrokinoliinia (EEDQ) ja reaktiota sekoitetaan 2 -
24 tuntia huoneenlémpdtilassa. Sitten reaktio konsentroi-
daan tyhjiéssd. Jd&dnnds puhdistetaan alalla hyvin tunne-
tuilla menetelmilld, kKuten nopealla kromatografialla niin,
ettd saadaan amidi (25).

Vaihtoehtoisesti amidi (25) voidaan valmistaa alla
kuvatulla tavalla. Yksi ekvivalentti N-tosyloitua amino-
happoa (24) liuotetaan sopivaan orgaaniseen liuottimeen,
kuten tetrahydrofuraaniin, ja sitd k&sitellddn yhdella
ekvivalentilla N-metyylimorfoliinia. Reaktio ja&hdytetdidn
-20 °C:seen ja sitd kdédsitellddn yhdelld ekvivalentilla
isobutyyliklooriformaattia. Reaktiota sekoitetaan noin 30
minuuttia ja lisdtd@&8n yksi ekvivalentti sopivasti substi-
tucitua primaarista amiinia (1), joka on liuotettu dime-
tyyliformamidiin. Reaktiota sekoitetaan -20 °C:ssa useita
tunteja, l&mmitetddn huoneenldmpdtilaan ja laimennetaan
eetterilld ja vedells. Kerrokset erotetaan ja orgaaninen
kerros kuivataan magnesiumsulfaatin ylld, suodatetaan ja
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konsentroidaan tyhjidsssd. J&dnnds puhdistetaan alalla hy-
vin tunnetuilla menetelmillsd, kuten nopealla kromatogra-
fialla, amidin (25) saamiseksi.

Vaiheessa C amidi (25) N-alkyloidaan sopivasti sub-
stituoidulla rakenteen (26) mukaisella haloamidilla niin,
ettd saadaan suojattu diamidi, jota kuvataan raKenteena
(27).

Esimerkiksi amidi (25) liuvotetaan sopivaan liuot-
timeen, kuten tetrahydrofuraaniin, ja sita k&sitelldidn
yvhdella ekvivalentilla sopivaa emdstd, kuten natriumhyd-
ridiid. Reaktion annetaan sekoittua noin 30 minuuttia ja
lisdtdidn yksi ekvivalentti sopivasti substituoitua halo-
amidia (26). [Haloamidi (26) voidaan valmistaa alalla hy-
vin tunnetuissa olosuhteissa, kuten amidaatioreaktiolla
X(CH,),.,COX- ja RNH, -yhdisteiden v&lilla, jossa X on
kloori- tai bromiatomi]. Reaktiota kuumennetaan sitten
noin 30 - 67 °C:seen noin 1 - 24 tunniksi. Suojattu diami-
di (27) eristetddn sitten reaktioalustasta alalla hyvin
tunnetuilla menetelmilld. Reaktio laimennetaan esimerkiksi
metyleenikloridilla, huuhdotaan vedelld, suolavedellsd,
kuivataan vedettdémdn natirumsulfaatin yl18, suodatetaan ja
konsentroidaan tyhjidssd. Jaannds puhdistetaan alalla hy-
vin tunnetuilla menetelmill&d, kuten nopealla kromatogra-
fialla silikageelissd sopivalla eluenttiseoksella, kuten
metanoli/metyleenikloridilla, suojatun diamidin (27) saa-
miseksi.

Vaiheessa H suojatun diamidin (27) suojaus poiste-
taan olosuhteissa, jotka ovat alalla hyvin tunnettuja
niin, ettd saadaan diamidi, josta suojaus on poistettu,
jota kuvataan rakenteena (28).

Esimerkiksi suojatun diamidin (27) suojaus voidaan
poistaa seuraten yleisesti menetelm&d, joka on Kuvattu EP-
patenttihakemuksessa numero 349 224, joka on julkaistu
1.3.1990. Suojattu diamidi (27) 1liuotetaan vedettdimdan

tetrahydrofuraaniin, jddhdytet&én -78 °C:seen ja sitd ka-
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sitellddn ylimd&rdlld kondensoitua ammoniakkia. Lis&t&dn
yvlim&d&rd natriumia hitaasti -78 °C:ssa ja reaktiota sekoi-
tetaan noin 4 tuntia. Sitten se ldmmitet&&@n huoneenl&mpd-
tilaan yli y®ksi niin, ettd ammoniakki haihtuu. Lisatdan
dietyylieetterid, jonka jdlkeen lis&tdan varovasti etano-
lia, jonka jadlkeen lis&t&&n varovasti vettd reaktion lo-
pulliseksi lopettamiseksi. Liuottimet poistetaan tyhjidsséa
ja jdannds uutetaan dietyylieetterilld ja kloroformilla.
Yhdistetyt uutokset kuivataan vedetttmén natriumsulfaatin
v1lld, suodatetaan ja konsentroidaan tyhjiodssa. J&&nnods
puhdistetaan alalla hyvin tunnetuilla menetelmilld, kuten
nopealla kromatografialla niin, ettd saadaan diamidi, jos-
ta suojaus on poistettu (28).

Kaavan (II) mukaiset yhdisteet, joissa B, ja B; on
H ja B, on -CH,CH,SH tai CH,CH,SPQO,H,, voidaan valmistaa,
kuten on kuvattu kaaviossa VII. Kaikki substituentit, jol-
lei muuta ole osoitettu, on md&ritelty aiemmin. Reagenssit
ja l&htomateriaalit ovat alan asiantuntijan helposti saa-

tavissa.
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Kaavio VII
RHNCO(CHz)m-1NTs(CH2)n.1CONHR 27

Vaihe A
Pelkistys

RHN(CH32)mNTs(CH2)n-1CONHR 29
Véihe B
N-alkylaatio

|
RN(CH2)mNTs(CH2)n.1CONHR 30

HS(CHz)z Véihe C

Suojauksén poisto/

pelkistys
'
RN(CH2) mNH(CH2)nNHR 31
HS(CH3)2 Vaihtoehtoinen
vaihe D
RN(CH2)mNH(CH2),NHR 32

H,03PS(CH2)2
Kaavion VII vaiheessa A kaavion VI vaiheessa C val-

mistettu sopivasti substituoitu diamidi (27) pelkistetdin
alalla hyvin tunnetuissa olosuhteissa niin, ettd saadaan
monoamidi, jota kuvataan rakenteena (29).

Esimerkiksi diamidi (27) liuotetaan sopivaan orgaa-
niseen liuottimeen, kuten tetrahydrofuraaniin, ja sita
kdgitellddn yhdelld ekvivalentilla boraania (1 M liuas
tetrahydrofuraanissa) 0 °C:ssa. Sitten sit#d sekoitetaan 3
tuntia takaisinvirtautuksella niin, ettd saadaan monoamidi
(29) sen j8lkeen, kun on eristetty ja puhdistettu alalla
hyvin tunnetuilla menetelmills.
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vaiheessa B monoamidi (29) mono-N-alkyloidaan ety-
leenisulfidilla niin, etti saadaan sopivasti substituoitu
mono-N-alkyloitu amidi, jota kuvataan rakenteena (30).

Esimerkiksi monoamidi (29) liuotetaan sopivaan or-
gaaniseen liuottimeen, Kuten bentseeniin, ja sitten sita
k&dsitelldsdn yhdells ekvivalentilla etyleenisulfidia 2 - 10
tuntia lampétilassa, joka on huoneenlédmpéttilasta takaisin-
virtautuslampétilaan niin, ettd saadaan mono-N-alkyloitu
amidi (30).

Vaiheessa C mono-N-alkyloidun amidin (30) suojaus
poistetaan ja samanaikaisesti pelkistetd&dn kdsittelemdlls
sopivalla pelkistimelld niin, ettd saadaan mono-N-alkyloi-
tu triamiini, jota kuvataan rakenteena (31).

Esimerkiksi mono-N-alkyloitu amidi (30) liuotetaan
sopivaan orgaaniseen liuottimeen, kuten 1,2-dimetoksietaa-
niin, ja sitd kdsitellddn neljédlld ekvivalentilla sopivaa
pelkistintd, kuten litiumalumiinihydridia. Reaktiota kuu-
mennetaan takaisinvirtautukseen noin 18 tunniksi. Sitten
reaktio lopetetaan lisdamdllid vesi:10 % natriumhydroksi-
di:vesi-liuosta, jonka tilavuussuhde on 1,0:1,5:3,0, jossa
ensimmdinen vesilisiysmd8rd on ekvivalentti litiumalumii-
nihydridin painomddrdlle. Sitten tuote eristetdan alalla
hyvin tunnetuilla uutto- ja puhdistusmenetelmilld niin,
ettd saadaan mono-N-alkyloitu triamiini (31).

Vaihtoehtoisessa vaiheessa D mono-N-alkyloidun tri-
amiinin (31) tioliryhm& voidaan muuttaa vastaavaksi raken-
teen (32) mukaiseksi mono-fosforotioaatiksi seuraten ylei-
sesti kaavion III vaihtoehtoisessa vaiheessa D kuvattua
menetelmdd.

Esimerkiksi sopivasti substituoitua mono-N-alkyloi-
tua triamiinia (31) ké&sitelliidn kahdella ekvivalentilla
trietyylifosfiittia ja yhdelld ekvivalentilla bromitri-
kloorimetaania. Reaktiota sekoitetaan 1 - 3 tuntia lampd-
tila-alueella, joka on huoneenlémpéttilasta takaisinvirtau-
tusldmpdtilaan., Vastaava dietyylifosforotioaattivalimuoto
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otetaan talteen reaktiosta poistamalla haihtuvat aineet
tyhjitssd ja puhdistamalla nopealla kromatografialla. Sit-
ten'dietyylifosforotioaattivalimuoto katkaistaan kdsitte-
lemdl1d ylimddrdlld trimetyylisilyylibromidia. Reaktantit
saatetaan kosketukseen sopivan orgaanisen liuottimen, ku-
ten metyleenikloridin, kanssa noin 2 - 24 tunniksi 1lampo6-
tila-alueella, joka on -20 °C - takaisinvirtautuslampdti-
la. Sitten haihtuvat aineet poistetaan tyhjidssid ja j&an-
nds puhdistetaan alalla hyvin tunnetuilla menetelmilla
niin, ettd saadaan rakenteen (32) mukainen monofosforotio-
aatti. _

Kaavan (II) mukaiset yhdisteet, joissa B, ja B, on
H ja B, on -CH,CH,SH tai CH,CH,SPO,H,, voidaan valmistaa,
kuten on kuvattu kaaviossa VIII. Kaikki substituentit,
jollei muuta ole osoitettu, on mdidritelty aiemmin. Rea-
genssit ja lahtOmateriaalit ovat alan asiantuntijan hel-
posti saatavissa.

Kaavio VIII

 RHNCO(CH)mANH(CH2)n tCONHR 28
Vaihe a
N-alkylaatio

§
RHNCO(CH2)m.1N(CH2)n-1CONHR 33

HS(CH3)2

Vaihe B
Pelkistys

]

RHN(CH2)mN(CH2)NHR 34

HS(CHz)2

Vaihtoehtoinen
Vaihe C

RHN(CH2)mN(CH2)aNHR - 35

H203PS(CH3);
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Kaavion VIII vaiheessa A kaavion VI vaiheessa D
valmistettu sopivasti substituoitu diamidi (28) mono-N-
alkyloidaan etyleenisulfidilla niin, etfa saadaan sopivas-
ti substituoitu mono-N-alkyloitu diamidi, jota Kkuvataan
rakenteena (33).

Esimerkiksi sopivasti substituoitu diamidi (28)
liuotetaan sopivaan orgaaniseen liuottimeen, kuten bent-
seeniin, ja sitten kd&sitelldsdn yhdelld ekvivalentilla
etyleenisulfidia 2 - 10 tuntia lé&mpdtilassa, joka on huo-
neenldmpdtilasta takaisinvirtautuslédmpdtilaan niin, etta
saadaan mono-N-alkyloitu-diamidi (33).

Vaiheessa B mono-N-alkyloidun diamidin (33) suojaus
poistetaan ja samanaikaisesti pelkistet&ddn kédsittelem&lla
sopivalla pelkistimelld niin, ettd saadaan mono-N-alkyloi-
tu-triamiini, jota kuvataan rakenteena (34).

Esimerkiksi mono-N-alkyloitu diamidi (33) liuote-
taan sopivaan orgaaniseen liuottimeen, kuten 1,2-dimetok-
sietaaniin, ja sita ké&sitelldadn neljdlla ekvivalentilla
sopivaa pelkistintd, kuten litiumalumiinihydridi&. Reak-
tiota kuumennetaan takaisinvirtautukseen noin 18 tunniksi.
Sitten reaktio lopetetaan lis&&mdlld vesi:10 $ natriumhyd-
roksidi:vesi-liuosta, jonka tilavuussuhde on 1,0:1,5:3,0,
jossa ensimmdinen vesilisdysm#drd on ekvivalentti litium-
alumiinihydridin painom&@&rdlle. Sitten tuote eristet&én
alalla hyvin tunnetuilla uutto- ja puhdistusmenetelmilld
niin, ettd saadaan mono-N-alkyloitu triamiini (34).

Vaihtoehtoisessa vaiheessa C mono-N-alkyloidun tri-
amiinin (34) tioliryhmd voidaan muuttaa vastaavaksi raken-
teen (35) mukaiseksi mono-fosforotioaatiksi seuraten ylei-
sesti kaavion V vaihtoehtoisessa vaiheessa D kuvattua me-
netelmas.

Esimerkiksi sopivasti substituoitua mono-N-alkyloi-
tua triamiinia (34) k&dsitelldsdn kahdella ekvivalentilla
trietyylifosfiittia ja yhdella ekvivalentilla bromitri-
kloorimetaania. Reaktiota sekoitetaan 1 - 3 tuntia lampd-
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tila-alueella, joka on -20 °C - takaisinvirtautuslampdti-
la. Vastaava dietyylifosforotioaattividlimuoto otetaan tal-
teen reaktiosfa poistamalla haihtuvat aineet tyhjidsséd ja
puhdistamalla nopealla kromatografialla. Sitten dietyyli-~
fosforotiocaattivdlimuoto katkaistaan kdsittelemdlla yli-
maardlla trimetyylisilyylibromidia. Reaktantit saatetaan
kosketukseen sopivan orgaanisen liuottimen, kuten metylee-
nikloridin, Kanssa noin 2 - 24 tunniksi l&mpotila-alueel-
la, joka on huoneenldmpdtilasta takaisinvirtautuslampdti-
laan. Sitten haihtuvat aineet poistetaan tyhjidssid ja
jédsénnds puhdistetaan alalla hyvin tunnetuilla menetelmilla
niin, ettd saadaan rakenteen (35) mukainen monofosforotio-
aatti.

Kaavan (II) mukaiset yhdisteet, joissa B, ja B, on
-CH,CH,SH tai CH,CH,SPO;H, ja B, on H, voidaan valmistaa,
kuten on kuvattu kaaviossa IX. Kaikki substituentit, jol-
lei muuta ole osoitettu, on middritelty aiemmin. Reagenssit
ja léhtdmateriaalit ovat alan asiantuntijan helposti saa-
tavissa.
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Kaavio IX

RHNCO(CH2)m-1NTs(CH2)n-1CONHR 27

Vaihe A
Pelkistys

/ .
RHN(CH2)mNTs(CH2)nNHR 36

Vaihe B
N-alkylaatio

' .

HS(CH2)2 HS(CH2)2
Vaihe C

Suojauksen poisto

RN(CH2)mNH(CH32)nNR 38
HS(CH3)2 HS(CH2)2
Vaihtoehtoinen
Vaihe D
RN(CH32)mNH(CH2)nNR 39

H203PS(CH2)2  H203PS(CH2)2

Kaavion IX vaiheessa A kaavion VI vaiheessa C val-
mistettu sopivasti substituoitu diamidi (27) pelkistetdén
alalla hyvin tunnetuissa olosuhteissa niin, ettd saadaan
triamiini, jota kuvataan rakenteena (36).
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Esimerkiksi diamidi (27) liuvotetaan sopivaan orgaa-
niseen liuottimeen, kuten tetrahydrofuraaniin, ja sita
kidsitelldidn kahdella ekvivalentilla boraania (1 M liuos
tetrahydrofuraanissa) 0 °C:ssa. Sitten sitd sekoitetaan 18
tuntia takaisinvirtautuksella niin, ettd saadaan triamiini
(36) sen jdlkeen, kun on eristetty ja puhdistettu alalla
hyvin tunnetuilla menetelmilla.

Vaiheessa B triamiini (36) di-N-alkyloidaan etylee-
nisulfidilla niin, ettd saadaan sopivasti substituoitu di-
N-alkyloitu triamiini, jota kuvataan rakenteena (37).

Esimerkiksi triamiini (36) liuotetaan sopivaan or-
gaaniseen liuottimeen, Kkuten bentseeniin, ja ké&sitellsén
kahdella ekvivalentilla etyleenisulfidia 2 - 10 tuntia
ldmpdtilassa, joka on huoneenldmpdtilasta takaisinvirtau-
tuslampdtilaan niin, ettd saadaan di-N-alkyloitu triamiini
(37).

Vaiheessa C di-N-alkyloidun triamiinin (37) suojaus
poistetaan alalla hyvin tunnetuilla menetelmilld niin,
ettd saadaan triamiini, josta suojaus on poistettu, jota
kuvataan rakenteena (38).

Esimerkiksi di-N-alkyloitu triamiini (37) liuote-
taan sopivaan orgaaniseen liuottimeen, kuten 1,2-dimetok-
sietaaniin, ja sitd8 ki3sitelldan neljidlla ekvivalentilla
sopivaa pelkistint&d, kuten litiumalumiinihydridid. Reakti-
ota kuumennetaan takaisinvirtautukseen noin 18 tunniksi.
Sitten reaktio lopetetaan lisd#&mi#lld vesi:10 % natriumhyd-
roksidi:vesi -liuosta, jonka tilavuussuhde on 1,0:1,5:3,0,
jossa ensimmidinen vesilis8ysmiéidrid on ekvivalentti litium-
alumiinihydridin painomd&rdlle. Sitten tuote eristetédén
alalla hyvin tunnetuilla uutto- ja puhdistusmenetelmilla
niin, ettd saadaan triamiini, josta suojaus on poistettu
(38).

Vaihtoehtoisesti di-N-alkyloidun triamiinin (37)
suojaus voidaan poistaa seuraten yleisesti menetelmds,
joka on kuvattu EP-patenttihakemuksessa numero 349 224,
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joka on julkaistu 1.3.1990. Suojattu di-N-alkyloitu tri-
amiini (37) liuvotetaan vedettdmiédn tetrahydrofuraaniin,
jaahdytetddn -78 °C:seen ja sitd késitellddn ylimdardlla
kondensoitua ammoniakkia. Lis#tddn ylimd8rd natriumia hi-
taasti -78 °C:ssa ja reaktiota sekoitetaan noin 4 tuntia.
Sitten se lammitet&#dn huoneenlémpbtilaan yli yoksi niin,
ettd ammoniakki haihtuu. Lisédt&dédn dietyylieetterid, jonka
jdlkeen 1lis&td88n varovasti etanolia, jonka jélkeen lisa-
tadn vettd reaktion lopulliseksi lopettamiseksi. Liuvotti-
met poistetaan tyhjidssd ja ja&nnds uutetaan dietyylieet-
terilld ja Kkloroformilla. Yhdistetyt uutokset Kkuivataan
vedettbmdn natiumsulfaatin ylld, suodatetaan ja konsent-
roidaan tyhjidssad. J&dnnds puhdistetaan alalla hyvin tun-
netuilla menetelmill&, kuten nopealla kromatografialla
niin, ettd saadaan triamiini, josta suojaus on poistettu
(38).

Vaihtoehtoisessa vaiheessa D triamiinin, josta suo-
jaus on poistettu (38), tioliryhmdt voidaan muuttaa vas-
taaviksi rakenteen (39) mukaisiksi fosforotioaateiksi.

Esimerkiksi sopivasti substituoitua triamiinia,
josta suojaus on poistettu (38), kidsitelladn neljdlld ek-
vivalentilla trietyylifosfiittia ja kahdella ekvivalentil-
la bromitrikloorimetaania. Reaktiota sekoitetaan 1 - 3
tuntia l&mp6Htila-alueella, joka on huoneenlampdtilasta
takaisinvirtautuslampdtilaan. Vastaava bis(dietyylifosfo-
rotioaatti)vilimuoto otetaan talteen reaktiosta poistamal-
la haihtuvat aineet tyhjidssd ja puhdistamalla nopealla
kromatografialla. Sitten bis(dietyylifosforotioaatti)v8li-
muoto katkaistaan kdsittelemidlld ylim#adrallid trimetyyli-
silyylibromidia. Reaktantit saatetaan kosketukseen sopivan
orgaanisen liuottimen, kuten metyleenikloridin, kanssa
noin 2 - 24 tunniksi lamp&tila-alueella, joka on huoneen-
lampdtilasta takaisinvirtautusl&mpotilaan. Sitten haihtu-
vat aineet poistetaan tyhjitssa ja jddnnts puhdistetaan
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alalla hyvin tunnetuilla menetelmilld niin, ettd saadaan
rakenteen (39) mukaiset fosforotioaatit.

Seuraavat esimerkit edustavat tyypillisid kaavion
(II) mukaisten yhdisteiden, jotka on kuvattu kaavioissa
Vi, VII, VIITI ja IX, synteesejd. N&md esimerkit ovat aino-
astaan kuvaavia eikd niiden ole tarkoitettu rajoittavan
keksintbd millddn tavoin. Reagenssit ja ldhttmateriaalit
ovat alan asiantuntijan helposti saatavissa. Kiytettyind
seuraavissa esimerkeissd seuraavilla termeilld on osoite-
tut tarkoitukset: "ek." tarkoittaa ekvivalentteja, "g"
tarkoittaa grammoja, "mg" tarkoittaa milligrammoja, "mmol"
tarkoittaa millimooleja, "ml" tarkoittaa millilitroja,
" °C" tarkoittaa Celsius-asteita, "TLC" tarkoittaa ohut-
kerroskromatografiaa, "R," tarkoittaa retentiotekijda ja
"8" tarkoittaa miljoonasosia tetrametyylisilaanin alapuo-
lella.

Esimerkki 9

BuN ——(CH3)3—NH—(CH3)3 —NHBu

HSCH,CH>

2-{butyyli[3-(3-butyyliaminopropyyliamino)propyy-
lijamino}etaanitiolin valmistus

Kaavio VI, vaihe A: Liuota B-alaniinia (10 mmol)
10 % natriumhydoksidiin ja jd&hdytd 0 °C:seen. Lis## p-to-
lueenisulfonyylikloridia (10 mmol) tipoittain liuokseen.
Tunnin kuluttua anna reaktion l&mmet# huoneenlamp&tilaan
ja sekoita kaksi vuorokautta. Neutraloi reaktio 0,5 N suo-
lahapolla ja uuta metyleenikloridilla (3 x 50 ml). Yhdista
orgaaniset uutokset, huuhdo vedelld (75 ml), suolavedell#
(75 ml), kuivata vedettbmén natriumsulfaatin ylla, suodata
ja konsentroi tyhjidssd 3-(tolueeni-4-sulfonyyliamino)pro-
pionin saamiseksi.
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Kaavio VI, vaihe B: Liuota kaavion VI vaiheessa A
valmistettu 3-(tolueeni-4-sulfonyyliamino)propioni (20
mmol) tetrahydrofuraaniin (50 ml) ja lisd& butyyliamiinia
(20 mmol). Lis#d N-etoksikarbonyyli-2-etoksi-1,2-dihydro-
kinoliinia (EEDQ)(22 mmol). Sekoita reaktiota huoneenlim-
pbétilassa 6 - 7 tuntia ja sitten konsentroi tyhjibssa.
Puhdista j&&nnds nopealla kromatografialla (silikageeli,
metanoli/metyleenikloridi) N-butyyli-3-(tolueeni-4-sulfo-
nyyliamino)propionamidin saamiseksi.

N-butyyli-3-(tolueeni-4-sulfonyyliamino)propionami-
di voidaan vaihtoehtoisesti valmistaa kaavion VI vaiheessa
B liuottamalla kaavion VI vaiheessa A valmistettu 3-(tolu-
eeni-4-sulfonyyliamino)propioni (20 mmol) tetrahydrofuraa-
niin (50 ml), jonka j&ilkeen lisdtddn N-metyylimorfoliinia
(20 mmol). J&adhdytd reaktio -20 °C:seen ja lisda isobutyy-
liklooriformaattia (20 mmol). Sekoita reaktiota 30 minuut-
tia ja lis&& butyyliamiinia (20 mmol), joka on liuotettu
dimetyyliformamidiin (5 ml). Sekoita reaktiota kaksi tun-
tia -20 °C:ssa ja sitten l&mmitd huoneenlé&mpdtilaan. Lai-
menna reaktio vedelld (150 ml) ja uuta dietyylieetterilléd
(3 x 75 ml). Yhdistd orgaaniset uutokset, kuivata vedettd-
mén magnesiumsulfaatin ylld, suodata ja konsentroi tyh-
Jjibssd. Puhdista jd&nnds nopealla kromatografialla (sili-
kageeli, metanoli/metyleenikloridi) N-butyyli~3-(tolueeni-
4-sulfonyyliamino)propionamidin saamiseksi.

Kaavio VI, vaihe C: Liuota kaavion VI vaiheessa B
valmistettu N-butyyli-3-(tolueeni-4-sulfonyyliamino)pro-
pionamidi (10 mmol) tetrahydrofuraaniin (50 ml) ja kidsit-
tele natriumhydridilld (10 mmol). Sekoita reaktiota 30
minuuttia ja 1lis&83 3-bromi-N-butyylipropionamidia (10
mmol) [valmistettu amidaatiolla Br(CH,),CO,H~yhdisteen ja
butyyliamiinin v&lill& alalla hyvin tunnetuissa olosuh-
teissa, kuten aiemmin on yleisesti kuvattu]. Kuumenna
reaktiota takaisinvirtautukseen 5 tunniksi. J&dhdytyksen
jélkeen laimenna reaktio metyleenikloridilla (150 ml),
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huuhdo vedelld (100 ml), suolavedellda (100 ml), kuivaa
natriumsulfaatin v1lld, suodata ja konsentroi tyhjidssai.
Puhdista j#&&nnts nopealla kromatografialla (silikageeli,
metanoli/metyleenikloridi )N-butyyli-3-{(2-butyylikarbamo-
yylietyyli)-(tolueeni-4-sulfonyyli)amino]propionamidin
saamiseksi.

Kaavio VII, vaihe A: Liuota kaavion VI vaiheessa C
valmistettuN-butyyli-3~[(2-butyylikarbamoyylietyyli)-(to~
lueeni-4-sulfonyyli)amino]lpropionamidi (10 mmol) tetrahyd-
rofuraaniin (50 ml). J&3hdytd liuos 0 °C:seen ja lis&a
boraania (10 mmol, 1 M liuos tetrahydrofuraanissa). Kuu-
menna reaktiota takaisinvirtautuksessa 18 tuntia. J&dhdy-
tyksen jdlkeen laimenna reaktio metyleenikloridilla
(200 ml), huuhdo vedelld (100 ml), suolavedelld (100 ml),
kuivata vedettdmdn natriumsulfaatin ylla, suodata ja kon-
sentroi tyhjiéssd. Puhdista j&&nnds nopealla kromatogra-
fialla (silikageeli, metanoli/metyleenikloridi) N-butyyli-
3-{(3-butyyliaminopropyyli)tolueeni-4-sulfonyyli)amino]-
propionamidin saamiseksi.

Kaavio VII, vaihe B: Liuota kaavion VII vaiheessa
A valmistettu N-butyyli-3-[(3-butyyliaminopropyyli)tolu-
eeni-4-sulfonyyli)aminolpripionamidi (10 mmol) tetrahyd-
rofuraaniin (50 ml) ja lis&d tipoittain etyleenisulfidia
(10 mmol). Kuumenna reaktiota takaisinvirtautuksella 4
tuntia. J&shdytyksen jalkeen konsentroi reaktio tyhjidssid
ja puhdista j&&nnds nopealla kromatografialla (silikagee-
1li, metanoli/metyleenikloridi) 3-(bentseenisulfonyyli-{3-
[butyyli-(2-merkaptoetyyli)amino]propyyli}amino)~N-butyy-
liproponamidin saamiseksi.

Kaavio VII, vaihe C: Liuota kaavion VII vaiheessa
B valmistettu 3-(bentseenisulfonyyli-{3-[butyyli-(2-mer-
kaptoetyyli)amino]propyyli}amino)-N-butyyliproponamidi
(10 mmol) 1,2-dimetoksietaaniin (50 ml) ja kdsittele liti-
umalumiinihydridillda (20 mmol). Kuumenna reaktiota takai-

sinvirtautukseen 18 tunniksi. Jddhdytyksen jadlkeen reakti-
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ota muokataan lisd&m#lli persdkkdin vettd (0,8 ml), 10 %
natriumhydroksidia (1,2 ml) ja vettd (2,2 ml). Sitten lai-
menna metyleenikloridilla (200 ml), . huuhdo vedelld
(100 ml), suolavedelld (100 ml), kuivata vedettdmén natri-
umsulfaatin yl114, suodata ja konsentroi tyhjitssd. Puhdis-
ta jdinnds nopealla kromatografialla (silikageeli, metano-~
li/metyleenikloridi) otsikon yhdisteen saamiseksi.
Esimerkki 10

BUN ——(CH32)3—NH—(CH3)3—NHBu

H203PSCH3CH>

5,9,13-triatsa-5-[(2-tiofosforyyli)etyylilheptade-
kaanin valmistus

Kaavio VII, vaihtoehtoinen vaihe D: Kédsittele esi-
merkissd 9 valmistettua 2-{butyyli-[3-(3-butyyliaminopro-
pyyliamino)propyyli]lamino}etaanitiolia (10 mmol) trietyy-
lifosfiitilla (20 mmol) ja bromitrikloorimetaanilla
(10 mmol). Sekoita reaktiota kaksi tuntia takaisinvirtau-
tuksella. Konsentroi reaktio tyhjitissd ja puhdista dietyy-
lifosforotioaattivdlimuoto nopealla kromatografialla (si-
likageeli, etyyliasetaatti). Puhdistettu dietyylifosforo-
ticaatti liuotetaan sitten metyleenikloridiin (50 ml) ja
sitd Kkdsitellddan ylimddr8lld trimetyylisilyylibromidia.
Sekoita reaktiota 4 tuntia -20 °C:ssa. Konsentroi reaktio
tyhjidssd. Liuvota jddnnds 2-propanoliin, lisd8 suolahappoa
ja kerdd otsikon yhdiste suodattamalla suolahapposuolana.
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Esimerkki 11

BUHN—(CH3)3~—N—(CH3)3—NHBu

CH2CH3,SH

2~[bis-(3~butyyliaminopropyyli)amino]etaanitiolin
valmistus

Kaavio VI, vaihe D: Liuota esimerkin 9 kaavion VI
vaiheessa C valmistettu N-butyyli-3-[(2-butyylikarbamoyy-
lietyyli)-(tolueeni-4-sulfonyyli)amino]lpropionamidi (10
mmol) vedettdmédn tetrahydrofuraaniin (50 ml) ja j&&hdyta
liuos -78 °C:seen. Lis8d ylim#drd vedetdntd ammoniakkia,
jonka jdlkeen lisdd ylim&8ra natriumia. Sekoita reaktiota
4 tuntia ja sitten ld8mmit& huoneenldmpétilaan yli yén.
Lis83 dietyylieetterid (100 ml), jonka jdlkeen lis&d varo-
vasti etanolia (30 ml). Kun on sekoitettu 30 minuuttia,
lisds varovasti tipoittain vettd (5 ml) ja sitten konsent-
roi reaktio tyhjidssd. Uuta jés&nnOs dietyylieetterilla
(100 ml) ja kloroformilla (100 ml). Yhdist# orgaaniset
uutokset, kuivaa vedettSmén natriumsulfaatin ylld, suodata
ja konsentroi tyhji®¢ss&. Puhdista j&&nnds nopealla kroma-
tografialla (silikageeli, metanoli/metyleenikloridi) N-
butyyli-3-(2-butyylikarbamoyylietyyliamino)propionamidin
saamiseksi.

Kaavio VIII, vaihe A: Liuota kaavion VI vaiheessa
D valmistettu N-butyyli-3-(2-butyylikarbamoyylietyyliami-
no)propionamidi (10 mmol) tetrahydrofuraaniin (50 ml) ja
lisdda tipoittain etyleenisulfidia (22 mmol). Kuumenna
reaktiota takaisinvirtautuksella 4 tuntia. Jadhdytyksen
jdlkeen konsentroi reaktio tyhji#iss& ja puhdista j##nnds
nopealla kromatografialla (silikageeli, metanoli/metylee-
nikloridi) N-butyyli-3-[(2-butyylikarbamoyylietyyli)-(2-
merkaptoetyyli )amino]propionamidin saamiseksi.

Kaavio VIII, vaihe B: Liuota kaavion VIII vaiheessa
A valmistettu N-butyyli-3-[(2-butyylikarbamoyylietyyli)-
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(2-merkaptoetyyli)amino]propionamidi (10 mmol) 1,62-dime-
toksietaaniin (50 ml) ja k#sittele litiumalumiinihydridil-
14 (20 mmol). Kuumenna reaktiota takaisinvirtautukseen 18
tunniksi. Jashdytyksen jdlkeen reaktiota muokataan lis&da-
mdlla per#dkkidin vettd (0,8 ml), 10 % natriumhydroksidia
(1,2 ml) ja vettd (2,2 ml). Sitten laimenna metyleeniklo-
ridilla (200 ml), huuhdo vedellda (100 ml), suolavedella
(100 ml), kuivata vedettdmdn natriumsulfaatin ylla, suo-
data ja konsentroi tyhjidssd. Puhdista ja&nnds nopealla
kromatografialla (silikageeli, metanoli/metyleenikloridi)
otsikon yhdisteen saamiseksi.
Esimerkki 12

BUHN—(CH3)3—N——(CH3)3—NHBu

CH2CH;5P03H;

5,9,13-triatsa-9-[ (2-tiofosforyyli)etyylijheptade-
kaanin valmistus

Kaavio VIII, vaihtoehtoinen vaihe C: Kidsittele esi-
merkissd 11 valmistettua 2-[bis~(3-butyyliaminopropyyli)-
aminol]etaanitiolia (10 mmol ) trietyylifosfiitilla
(20 mmol) ja bromitrikloorimetaanilla (10 mmol). Sekoita
reaktiota kaksi tuntia takaisinvirtautuslamp&tilassa. Kon-
sentroi reaktio tyhjitéssd ja puhdista dietyylifosforotio-
aattivdlimuoto nopealla kromatografialla (silikageeli,
etyyliasetaatti). Puhdistettu dietyylifosforotiocaatti liu-
otetaan sitten metyleenikloridiin (50 ml) ja sitd kadsitel-
1l48n ylim&&dr&dlla trimetyylisilyylibromidia. Sekoita reak-
tiota 4 tuntia -20 °C:ssa. Liuota jd&nnés 2-propanoliin,
lisdd suolahappoa ja kerdd otsikon yhdiste suodattamalla
suolahapposuolana.
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Esimerkki 13

BUN ——(CH3)3—NH—(CH2)3—NBu

HSCHCH; CHCHSH

2-[butyyli-(3-{3«[butyyli(2-merkaptoetyyli)amino]-
propyyliamino}propyyli)amino]etaanitiolin valmistus

Kaavio IX, vaihe A: Liuota esimerkin 9 kaavion VI
vaiheessa C valmistettu N-butyyli-3-[(2-butyylikarbamoyy-
lietyyli)-(tolueeni-4-sulfonyyli)amino]lpropionamidi
(10 mmol) tetrahydrofuraaniin (50 ml). Jadhdytad liuos
0 °C:seen ja lis88 boraania (20 mmol, 1 M liuos tetrahyd-
rofuraanissa). Kuumenna reaktiota takaisinvirtautuksessa
18 tuntia. J&&hdytyksen jdlkeen laimenna reaktio metylee-
nikloridilla (200 ml), huuhdo vedelld (100 ml), suolave-
delld (100 ml), kuivata vedettdmdn natriumsulfaatin ylla,
suodata ja Konsentroi tyhjitsséd. Puhdista jdannds nopealla
kromatografialla (silikageeli, metanoli/metyleenikloridi)
N,N-bis~-(3-butyyliaminopropyyli)-4-metyylibentseenisulfon-
amidin saamiseksi.

Kaavio IX, vaihe B: Liuota kaavion IX vaiheessa A
valmistettu N,N-bis-(3-butyyliaminopropyyli)-4-metyyli-
bentseenisulfonamidi (10 mmol) tetrahydrofuraaniin (50 ml)
ja liséd tipoittain etyleenisulfidia (20 mmol). Kuumenna
reaktiota takaisinvirtautuksella 4 tuntia. Jaahdytyksen
jélkeen konsentroi reaktio tyhjidssd ja puhdista ja&nnds
nopealla kromatografialla (silikageeli, metanoli/metylee-
nikloridi) N, N-bis-{3-[butyyli-(2-merkaptoetyyli)amino]-
propyyli}-4-metyylibentseenisul fonamidin saamiseksi.

Kaavio IX, vaihe C: Liuota kaavion IX wvaiheessa B
valmistettu N,N-bis{3-[butyyli-(2-merkaptoetyyli)amino]-
propyyli}-4-metyylibentseenisulfonamidi (10 mmol) vedet-
tOmaadn tetrahydrofuraaniin (50 ml) ja j&ashdytd 1liuos
-78 °C:seen. Lisd4 ylim&&rd vedetOntd ammoniakkia, jonka
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jdlkeen lisdd ylim8drd natriumia. Sekoita reaktiota 4 tun-
tia . ja sitten l8mmitd huoneenlémpdtilaan yli y®n. Lisaa
dietyylieetterid (100 ml), jonka jélkeen lisad varovasti
etanolia (30 ml). Kun on sekoitettu 30 minuuttia, 1l1lis&da
varovasti vettd tipoittain (5 ml) ja sitten konsentroi
reaktio tyhjidssa. Uuta jadnnds dietyylieetterilla
(100 ml) ja kloroformilla (100 ml). Yhdistd orgaaniset
uutokset, kuivata vedettbmdn natriumsulfaatin yllad, suo-
data ja konsentroi tyhjidssd. Puhdista j&&nnds nopealla
kromatografialla (silikageeli, metanoli/metyleenikloridi)
otsikon yhdisteen saamiseksi.
Esimerkki 14

BUN ——(CH3)3—NH—(CH3)3—NBu

H203PSCHCH; CHCHZ5P0O3H;

5,9,13-triatsa-5,9-bis[(2-tiofosforyyli)etyylilhep-
tadekaanin valmistus

Kaavio 1X, vaihtoehtoinen vaihe D: Kisittele esi-
merkiss# 13 valmistettua 2-[butyyli-(3-{3-[butyyli(2-mer-
kaptoetyyli)amino]propyyliamino}propyyli)amino]letaanitiol-
ia (10 mmol) trietyylifosfiitilla (40 mmol) ja bromitri-
Kloorimetaanilla (20 mmol). Sekoita reaktiota kaksi tuntia
takaisinvirtautuksella. Konsentroi reaktio tyhjidssid ja
puhdista bis(dietyylifosforotioaatti)vidlimuoto nopealla
kromatografialla (silikageeli, etyyliasetaatti). Puhdis-
tettu bis(dietyylifosforotioaatti) liuotetaan sitten mety-
leenikloridiin (50 ml) ja sitid k#sitellddn ylimd&rilla

- trimetyylisilyylibromidia. Sekoita reaktiota 4 tuntia

-20 °C:ssa. Liuota j8#8nn®ds 2-propanoliin, lis&id suolahap-
poa ja kerdd otsikon yhdiste suodattamalla suolahapposuo-
lana.

Esilléd oleva keksintd esittdd menetelmén solujen
suojaamiseksi vahingollisilta soluvaikutuksilta, joita
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aiheuttaa altistuminen jionisoivalle s&dteilylle tai altis-
tuminen DNA:n kanssa reagoivalle aineelle.

Ionisoiva sdteily on korkeaenergistd sdteilyd, Kku-
ten rontgen- tai gammasdteilyd, joka interaktoi niin, etta
se tuottaa aineessa ionipareja. Altistuminen ionisoivalle
sdteilylle voi tapahtua altistumisena ympdristétn sdteilyl-
le, kuten sellaiselle, joka johtuu ydinrédjshdyksestd, ra-
dioaktiivisen materiaalin vuodosta, radicaktiivisen mate-
riaalin lidheisyydestd ja niiden kaltaisista. Tavallisemmin
altistuminen ionisoivalle sdteilylle voi tapahtua radio-
la8ketieteellisten menetelmien johdosta, kuten eri tyyp-
pisten sydpien sdteilyterapiasta.

DNA:n kanssa reagoivat aineet ovat aineita, kuten
alkyloivat aineet, ristisitoja-aineet ja DNA:han interka-
latoituvat aineet, jotka interaktoivat kovalenttisesti tai
ei-kovalenttisesti solun DNA:n kanssa aiheuttaen tiettyja
vahingollisia soluvaikutuksia. DNA:n kanssa reagoivat ai-
neet sis&dltdvét esimerkiksi kisplatiinin, syklofosfamidin,
dietyylinitrosoamiinin, bentso(a)pyreenin, karboplatiinin,
doksorubisiinin, mitomysiini C:n ja niiden kaltaiset ai-
neet. Monet n8istd DNA:n kanssa reagoivista aineista, ku-
ten kisplatiini, syklofosfamidi, doksorubisiini ja mitomy-
siini C, ovat kayttdkelpoisia sytpéterapiassa DNA:n Kanssa
reagoivina Kemoterapeuttisina aineina.

Vahingolliset soluvaikutukset, joita aiheuttaa al-
tistuminen ionisoivalle s#teilylle tai DNA:n kanssa rea-
goivalle aineelle, sisdltdvdt solun DNA:n vaurion, Kkuten
DNA-juosteen katkeamisen, solun toiminnan sekaantumisen,
kuten DNA:n toiminnan sekaantumisen, solun kuoleman, kas-
vaimen indusoitumisen, kuten terapian indusoima sekundaa-
risen kasvaimen induktio, ja niiden kaltaiset. Ndma vahin-
golliset soluvaikutukset voivat johtaa sekundaari kasvai-
miin, luuytimen suppressioon, munuaisvaurioon, perifeeri-
sen hermoston vaurioon, ruuansulatuskanavan vaurioon ja

niiden kaltaisiin. Esimerkiksi sy®pédsateilyterapiassa al-
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tistumisen sdteilylle on tarkoitettu aiheuttavan sydpaso-
lujen kuolema. Valitettavasti suuren osan niistd haitalli-
sista tapahtumista, jotka liittyvat terapiaan, aiheuttavat
nadméd sateilyn vahingolliset soluvaikutukset normaaleihin
soluihin verrattuna syopésoluihin.

Esilld oleva keksintd esittdd menetelmén, jolla
solut suojataan vahingollisilta soluvaikutuksilta est&mdl-
14 tai poistamalla ndma vaikutukset tai alentamalla niiden
vakavuutta. Esilléd olevan keksinndn mukaisesti suojattavat
solut saatetaan kosketukseen kaavan (I) tai (II) mukaisen
vhdisteen kanssa ennen solun altistamista tai altistamisen
aikana ionisoivalle sdteilylle tai DNA:n kanssa reagoivil-
le aineille. Solut voidaan saattaa kosketukseen suoraan,
kuten lisd&8m&lla Keksinndn yhdisteen liuosta solulle tai
antamalla keksinntn yhdistettd nisdkkddlle. N&in ollen
esilld olevan keksinn®dn yhdisteet antavat suojaavan vai-
kutuksen solulle, joka poistaa tai alentaa vahingollisten
soluvaikutusten vakavuutta, jotka altistuminen muutoin
aiheuttaisi.

Erikoisemmin, esilld oleva Keksintd esittdi mene-
telmdn nisdkkddn ei-sydpdsolujen, tai normaalien solujen,
suojaamiseksi vahingollisilta soluvaikutuksilta, jotka
nisdkkddn altistuminen ionisoivalle s&teilylle tai DNA:n
kanssa reagoivalle aineelle aiheuttaa. T&ssd kdytettynd
termi "nis8k8s" viittaa tasal&mpdisiin eldimiin, kuten
hiiriin, rottiin, koiriin ja ihmisiin. Esill3 olevan kek-
sinndn mukaiset yhdisteet muodostavat selektiivisen suojan
normaaleille soluille, eik& sybpdsoluille, sydvdn sitei-
lyterapian aikana ja DNA:n Kkanssa reagoivalla kemotera-
peuttisella aineella tapahtuvan kemoterapian aikana. Esil-
18 olevan keksinndn mukaisesti keksinndén mukainen yhdiste
annetaan nisikkddlle ennen altistumista tai altistumisen
aikana ionisoivalle s&teilylle tai DNA:n kanssa reagoival-
le aineelle. Esilld oleva keksintd esittdd menetelmén,
jolla vahingolliset soluvaikutukset ei-sydpédsoluihin, jot-
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ka nisdkkddn altistuminen ionisoivalle sdteilylle tai
DNA:n kanssa reagoivalle aineelle aiheuttaa, poistetaan
tai niiden vakavuutta tai laajuutta alennetaan.

Lisdksi esilld oleva keksintdé esittdd menetelmén
sdteilyterapian tai DNA:n kanssa reagoivalla kemoterapeut-
tisella aineella tapahtuvan kemoterapian tarpeessa olevan
potilaan hoitamiseksi. Téss#d kiytettynid termi "potilas"
viittaa nisdkkddseen, sisidltiden hiiret, rotat, koirat jJja
ihmiset, 3joka kdidrsii kasvaintautitilasta tai sydvéasta
niin, ettd se on s&teilyterapian tai DNA:n kanssa reagoi-
valla kemoteraputtisella aineella tapahtuvan kemoterapian
tarpeessa. Termi "kasvaintautitila" tdssd k&dytettynad viit-
taa epdnormaaliin tilaan tai olosuhteeseen, jolle on omi-
naista nopea solukasvun lisddntyminen tai kasvain.

Kasvaintautitilat, joihin hoito kaavan (I) tai (II)
mukaisella yhdisteelld on erityisen kayttdkelpoinen yhdes-
s8 s#dteilyterapian tai DNA:n Kkanssa reagoivalla kemotera-
peuttisella aineella tapahtuvan kemoterapian kanssa, si-
sdltdvdt: leukemiat, kuten akuutti lymfoblastinen, akuutti
myelogeeninen, krooninen lymfosyyttinen, akuutti myelo-
blastinen ja krooninen myelosyyttinen leukemia rajoittu-
matta n&dihin; karsinoomat, kuten kohdunkaulan, ruokator-
ven, mahan, haiman, rinnan, munasarjojen, ohutsuolen, pak-
susuolen ja Keuhkojen karsinoomat rajoittumatta n&ihin;
sarkoomat, kuten osteosarkooma, 1lipooma, 1liposarkooma,
hemangiooma ja hemangiosarkooma rajoittumatta n&ihin; me-
lanoomat sisdltden amelanoottiset ja melanoottiset mela-
noomat; ja sekatyyppiset kasvaimet, kuten karsinosarkooma,
lymfoidikudostyyppinen, follikulaarinen retikkelisolusar-
kooma, Hodgkinin tauti ja non-Hodgkinin lymfooma rajoittu-
matta ndihin. Kasvaintautilat, joihin hoito kaavan (1) tai
(II) mukaisella yhdisteelld yhdessd sdteilyterapian tai
kemoterapian kanssa on erityisen suositeltava sisdltéavit

Hodgkinin taudin, haimakarsinooman, edenneen karsinooman,



10

15

20

25

30

35

56

rintasy®bvdt, munasarjasydvén, paksusuolen syovat ja niiden
kaltaiset.

Lisdksi hoito esilld olevan keksinndn mukaisella
vhdisteelld antaa selektiivisen suojan vahingollisia solu-
vaikutuksia vastaan, kuten terapian indusoimaa sekundaari-
kasvaimen induktiota vastaan, jonka s&teilyterapia tai
DNA:n kanssa reagoivalla kemoterapeuttisella aineella ta-
pahtuva kemoterapia aiheuttaa. Hoito esilli olevan keksin-
nén mukaisella yhdisteelld on ndin ollen kayttdkelpoinen
poistettaessa tai alennettaessa sekundaarikasvaimen induk-
tion riskid, kuten terapian indusoiman akuutin myelogeeni-
sen leukemian ja non-Hodgkinin lymfooman riskid, jotka
Hodgkinin taudin s&teilyterapia tai kemoterapia saavat
aikaan.

Esilld olevan keksinndn mukaisesti kaavan (I) tai
(II) mukaisen yhdisteen anto potilaalle ennen sdteilyte-
rapiaa tai DNA:n Kkanssa reagoivalla kemoterapeuttisella
aineella tapahtuvaa Kkemoterapiaa tai niiden aikana antaa
selektiivisen suojan potilaan ei-sy&p&dsoluille, mutta ei
sytpdsoluille. Vahingolliset soluvaikutukset ei-sydp&so-
luihin, jotka potilaan hoito ionisoivalla sateilyllda tai
DNA:n kanssa reagoivalla kemoterapeuttisella aineella ai-
heuttaa, poistetaan tai niiden wvakavuutta tai laajuutta
alennetaan n&in ollen.

Kaavan (I) tai (II) mukaisen yhdisteen suojaava
mdard viittaa siihen mddr&&n, joka on tehokas annettaessa
yvksittdisend tai useana annoksena nisdkk&ddlle tai poti-
laalle poistamaan tai alentamaan niiden vahingollisten
soluvaikutusten vakavuutta tai laajuutta, jotka altistumi-
nen ionisoivalla sidteilylle tai DNA:n kanssa reagoivalle
aineelle tai hoito niilla aiheuttaa. Kaavan (1) tai (II)
mukaisen yhdisteen suojaava annos viittaa myts siihen m3a-
réddn, joka on tehokas annettaessa yksittdisenid tai useana
annoksena solulle poistamaan tai alentamaan niiden vahin-

gollisten soluvaikutusten vakavuutta tai laajuutta, jotka
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altistuminen ionisoivalle s#teilylle tai DNA:n kanssa rea-
goivalle aineelle aiheuttaa.

Alan asiantuntijana hoitava l&&k&ri wvoi helposti
madrittdd suojaavan annoksen nisdkkddlle tai potilaalle
antoa varten kaytté&m#dlld tunnettuja menetelmid ja havain-
noimalla tuloksia, jotka on saatu samanlaisissa olosuh-
teissa. Suojaavaa annosta mddaritettdessi hoitavan 1&dk&rin
tulee ottaa huomioon useita tekijoéitd sisdltden, mutta ei
rajoittuen: nisdkéslajin, sen koon, i&n ja yleisen tervey-
dentilan, spesifisen hoidettavan taudin, taudin tason tai
vaikeuden tai vakavuuden, yksittdisen potilaan vasteen,
tietyn annetun yhdisteen, antotavan, annetun valmisteen
biologiset saatavuusominaisuudet, valitun antoaikataulun,
samanaikaisten l&a8kkeiden k&yttn ja muut asiaan kuuluvat
olosuhteet.

Kaavan (I) tai (II) mukaiset yhdisteet voidaan an-
taa yksittdisind annoksina tai useampina annoksina ja ne
annetaan tavallisesti ennen altistumista ionisoivalle séa-
teilylle tai DNA:n kanssa reagoiville aineille ja/tai al-
tistumisen aikana. Yleisesti, kun esilld olevan keksinndn
mukainen yhdiste annetaan yhdessd sdteilyterapian aikana,
esilld olevan keksinndén mukainen yhdiste annetaan yksit-
tdisend tai useana annoksena ennen sdteilyterapiaa seura-
ten aikataulua, joka on laskettu niin, ettid se antaa mak-
simaalisen selektiivisen suojaavan vaikutuksen siteilyte-
rapian aikana. Yleisesti, kun esilli olevan keksinn®én mu-
kainen yhdiste annetaan yhdessd DNA:n kanssa reagoivan
kemoterapeuttisen aineen kanssa, esilld olevan keksinnén
mukainen yhdiste annetaan yksittdisend tai useana annokse-
na ennen kemoterapiaa tai sen aikana seuraten aikataulua,
joka on laskettu niin, ettd se antaa maksimaalisen suojaa-
van vaikutuksen kemoterapian aikana.

Yksityiskohdat esilld olevan keksinn®én mukaisten
vyhdisteiden antoaikatauluista, jotka ovat tarpeen maksi-

maalisen selektiivisen suojausvaikutuksen antamiseksi sil-
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loin, kun altistutaan ionisoivalle s&dteilylle tai DNA:n
kanssa reagoivalle aineelle, voi hoitava l&&kdri helposti
miédrittdd alan asiantuntijana kdyttden tunnettuja menetel-
mid ja havainnoimalla tuloksia, jotka on saatu samanlai-
sissa olosuhteissa.

Kaavan (I) tai (II) mukaisen vhdisteen sucjaava
midrd annettaessa nisdkkéddlle tai potilaalle vaihtelee
méddrdastd noin 5 milligrammaa per kilogramma kehon painoa
per vuorckausi (mg/kg/vrk) m&arddn noin 1 000 mg/kg/vrk.
Suositeltavien madrien odotetaan vaihtelevan vdlilld noin
50 - noin 500 mg/kg/vrk.

Kaavan (I) tai (II) mukaisen yhdisteen suojaava
madrd solujen kanssa kosketuksessa ollessaan vaihtelee
konsentraatiovdlilld, joka on noin 100 mikromolaarinen -
noin 5 millimolaarinen.

Kaavan (I) tai (I1) mukainen yhdiste voidaan antaa
nisdkksddlle tai potilaalle missd tahansa muodossa, joka
tekee yhdisteen biologisesti saatavaksi tehokkaina mddri-
nd, sisdltden suun kautta annon ja parenteraaliset reitit.
Kaavan (I) ja (II) mukaiset yhdisteet voidaan antaa esi-
merkiksi suun kautta, ihonalaisesti, lihaksensisdisesti,
suonensisdisesti, ihon 1l&pi, nendn kautta, perdsuolen
kautta ja niiden kaltaisilla reiteilld. Suun kautta anto
on yleisesti suositeltava. Formulaatiovalmistusalan asian-
tuntija voi helposti valita sopivan antomuodon ja -tavan
riippuen valitun yhdisteen tietyistd ominaisuuksista, hoi-
dettavasta tautitilasta, taudin vaiheesta ja muista asiaan
kuuluvista olosuhteista.

Yhdisteet voidaan antaa yksinddn tai farmaseuttisen
koostumuksen muodossa yhdessd farmaseuttisesti hyvaksyt-
tévien kantajien tai tdyteaineiden kanssa, joiden suhteel-
lisen mé&rdn ja luonteen madrittavdt wvalitun yhdisteen
liukoisuus ja kemialliset ominaisuudet, valittu antoreitti
ja farmaseuttinen standardikéytdntd. Keksinndén mukaiset

vhdisteet, vaikka ovat tehokkaita itsessdén, voidaan for-
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muloida ja antaa niiden farmaseuttisesti hyvaksyttéavien
happolisdyssuolojen muodossa niiden stabiilisuuden, kitey-
tyshelppouden, kohonneen liukoisuuden ja niiden kaltaisten
seikkojen wvuoksi.

Toisen suoritustavan mukaisesti esilld oleva kek-
sintd esittédd koostumukset, jotka sisaltavat kaavan (I)
tai (II) mukaista yhdistettd seoksena tai muuten yhdessé
yhden tai useamman inertin kantajan kanssa. N&md koostu-
mukset ovat kayttbkelpoisia esimerkiksi testistandardeina,
helppoina keinoina valmistaa suuria kuljetuserid tai far-
maseuttisina koostumuksina. Kaavan (I) tai (II) mukaisen
vyhdisteen testattava mddr& on m8drsd, joka on helposti mi-
tattavissa standardeilla testimenetelmilld ja -tekniikoil-
la, jotka alan asiantuntija hyvin tuntee ja ymm&rtaa. Kaa-
van (I) tai (II) mukaisen yhdisteen testattavat maarat
vaihtelevat yleisesti wv&1illd noin 0,001 % - noin 75 %
koostumuksen painosta. Inertit kantajat voivat olla mité
tahansa materiaalia, joka ei hajota kaavan (I) tai (II)
mukaista yhdistettd tai muuten kovalenttisesti reagoi sen
kanssa. Esimerkit sopivista inerteistd kantajista ovat
vesi, vesipohjaiset puskurit, kuten ne, jotka ovat ylei-
sesti Kayttokelpoisia korkean suorituskyvyn nestekromato-
grafia-analyysissd (HPLC), orgaaniset liuottimet, kuten
asetonitriili, etyyliasetaatti, heksaani ja niiden kaltai-
set, ja farmaseuttisesti hyvdksyttévét kantajat tai téyte-
aineet.

Erikoisemmin esilld oleva keksint® esittdid farma-
seuttiset koostumukset, jotka sisdltavat terapeuttisesti
tehokkaan mé&dran kaavan (I) tai (II) mukaista yhdistetta
seoksena tai muuten yhdessd yhden tai useamman farmaseut-
tisesti hyvdksyttdvdn kantajan tai tdyteaineen kanssa.

Farmaseuttiset koostumukset valmistetaan farmaseut-
tisella alalla hyvin tunnetulla tavalla. Kantaja tai téay-
teaine voi olla kiinted aine, puolikiinte#d aine tai nes-

temdinen materiaali, joka voi toimia vehikkelinid aktiivi-
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selle ainekselle. Sopivat kantajat tai tédyteaineet ovat
alalla hyvin tunnettuja. Farmaseuttinen koostumus voidaan
muokata suun kautta tail parenteraalista kayttda varten ja
se voidaan antaa potilaalle tablettien, kapseleiden, laa-
kepuikkojen, liuoksien, suspensioiden tai niiden kaltais-
ten muodossa.

Esilld olevan keksinnén mukaiset yhdisteet voidaan
antaa suun kautta, esimerkiksi inertissd laimentimessa tai
sybtdvan kantajan kanssa. Ne voidaan sulkea gelatiinikap-
seleihin tai puristaa tableteiksi. Suun kautta tapahtuvaa
terapeuttista antoa varten yhdisteet voidaan sisdllyttaa
tdyteaineiden kanssa ja kayttdd tablettien, trokeiden,
kapseleiden, eliksiirien, suspensioiden, siirappien, ob-
laattien, purukumien ja niiden kaltaisten muodossa. N&diden
valmisteiden tulisi sis&dltdd ainakin 4 % keksinndn mukais-
ta yhdistettd, aktiivista ainesosaa, mutta se voi vaihdel-
la riippuen tietystd muodosta ja voi helposti olla valilla
4 - noin 70 % yksikdén painosta. Koostumuksissa l&snd ole-
van yhdisteen md8rd on sellainen, ettd saadaan aikaan so-
piva annos. Esilli olevan keksinndn mukaiset suositeltavat
koostumukset ja valmisteet valmistetaan niin, ett& suun
kautta annettava annosyksikktmuoto sis&ltdd 5,0 - 300 mil-
ligrammaa keksinntn mukaista yhdistetti.

Tabletit, pillerit, Kkapselit, trokeet ja niiden
kaltaiset voivat myds sisdltdd yhden tai useamman seuraa-
vista adjuvanteista: sitoja-aineita, kuten mikrokiteinen
selluloosa, traganttikumi tai gelatiini, t&yteaineita,
kuten t&rkkelys tali laktoosi, hajottavia aineita, kuten
algiinihappo, Primogel™, maissitdrkkelys ja niiden kal-
taiset, voiteluaineita, kuten magnesiumstearaatti tai
Sterotex™, liukasteaineita, kuten kolloidinen silikonidi-
oksidi ja makeutusaineita, kuten sakkaroosia tai sakarii-
nia voidaan lis&td tai makuaineita, kuten piparminttu,
metyylisalisylaatti tai appelsiinimakuaine. Kun annosyk-
sikkOmuoto on kapseli, se voi sisdltd3 yllid olevien mate-
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riaalityyppien lisdksi nestemdista kantajaa, kuten poly-
etyleeniglykolia tai rasvahappotljyd. Muut annosyksikko-
muodot voivat sisdltdd muita eri materiaaleja, jotka modi-
fioivat annosyksikén fyysistd muotoa, esimerkiksi p&allys-
teaineina. Ndin ollen tabletit tai pillerit voidaan p&&l-
lystd8 sokerilla, sellakilla tai muilla suolipd@llysteai-
neilla. Siirappi voi sis&ltdd esilla olevien aineiden li-
sdksi sakkaroosia makeutusaineena ja tiettyjd s&ildntaai-
neita, vdrejd ja vidriaineita ja makuaineita. Materiaalien,
joita kédytetddn valmistettaessa nditd eri koostumuksia,
tulisi olla farmaseuttisesti puhtaita ja myrkyttomid kay-
tettyind midrind.

Parenteraalista terapeuttista antoa varten esilla
olevan keksinndn mukaiset yhdisteet voidaan sisdllyttai
liuokseen tai suspensioon. Ndiden valmisteiden tulisi si-
sédltd8 ainakin 0,1 % keksinndn yhdistettd, mutta mddrd voi
vaihdella wv&1illda 0,1 ja noin 50 % valmisteen painosta.
Sellaisissa koostumuksissa ldsndolevan keksinndn mukaisen
vhdisteen m&drd on sellainen, ettd saadaan sopiva annos.
Esilla olevan keksinndn mukaiset suositeltavat koostumuk-
set ja valmisteet valmistetaan niin, ettd parenteraalinen
annosyksikkd sis&ltdd 5,0 - 100 milligrammaa keksinndn
yhdistetta.

Liuokset tai suspensiot voivat myds sisdltdd yhta
tai useampaa seuraavista adjuvanteista: steriilejé laimen-
timia, Kuten vettd injektiota varten, suolaliuosta, rasva-
6ljyj&a, polyetyleeniglykoleja, glyseriinid, propyleenigly-
kolia tai muita synteettisid liuottimia, bakteerien vas-
taisia aineita, kuten bentsyylialkoholia tai metyylipara-
beenia, antioksidantteja, kuten askorbiinihappoa tai nat-
riumbisulfiittia, kelatcoivia aineita, kuten etyleenidi-
amiinitetraetikkahappoa, puskureita, kuten asetaatteja,
sitraatteja tai fosfaatteja, ja aineita toonisuuden s&&te-
lemiseksi, kuten natriumkloridia tai dekstroosia. Paren-

teraalinen valmiste voidaan sulkea ampulleihin, kertakdyt-
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t®isiin ruiskuihin tai moniannosputkiin, jotka on tehty
lasista tai muovista.

Kuten minki tahansa sukua olevien yhdisteiden ryh-
midn kanssa, jotka sisdltdvat tietyn geneerisen kaytodn,
tietyt ryhmét ja konfiguraatiot ovat suositeltavia kaavan
(I) tai (II) mukaisiksi yhdisteiksi niiden loppukayttédso-
vellukseen.

Kaavan (I) mukaiset yhdisteet, joissa R on etyyli,
propyyli tai butyyli, ovat yleisesti suositeltavia. Kaavan
(I) mukaiset yhdisteet, joissa m on 2 tai 3, ovat yleises-
ti suositeltavia. Kaavan (I) mukaiset yhdisteet, joissa n
on 7 tai 8, ovat yleisesti suositeltavia.

Kaavan (II) mukaiset yhdisteet, joissa R on etyyli,
propyyli tai butyyli, ovat vleisesti suositeltavia. Kaavan
(II) mukaiset yhdisteet, joissa m on 3 tai 4, ovat ylei-
sesti suositeltavia. Kaavan (II) mukaiset yhdisteet, jois-
sa n on 3, ovat vleisesti suositeltavia.

Esilla olevan keksinnén mukaisten yhdisteiden kayt-
tbkelpoisuus voidaan osoittaa sédteilyltd suojaavina ai-
neina sekd in vitro ettd in vivo.

Esimerkiksi wviljeltyjen solujen kyky muodostaa
klooneja (pesdkkeitd) voidaan arvioida rontgensédteilyan-
noksen tai kemiallisen annoksen altistuksen funktiona.
Soluja joko ei kidsitelld ld8kkeelld tai niitd kdsitelldén
testiaineella 30 minuuttia ennen altistusta. Pesdkemuodos-
tuskyvyn retentiotaso altistuksen jadlkeen verrattuna k&-
sittelemdttdmiin soluihin on suoraan verrannollinen 13&8k-
keen suojaavaan vaikutukseen. T&mdn tyyppinen tyypillinen
koe voidaan suorittaa oleellisesti, kuten ovat kuvanneet
Snyder ja Lachmann [Radiation Res. 120, 121 (1989)].

Vaihtoehtoisesti DNA-juosteen katkojen muodostumi-
nen altistettaessa réntgensdteilyannokselle tai kemialli-
selle annokselle voidaan arvioida. Soluja joko ei késitel-
14 138kkeelld tai niitd kasitellddn testiaineella noin 30

minuuttia ennen altistusta. DNA-juosteiden katkojen m&&ra
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altistuksen jalkeen verrattuna kédsittelemdttdmien solujen
vastaavaan on kéinteisesti verrannollinen l&#kkeen suojaa-
vaan vaikutukseen. Tdmdn tyyppinen tyypillinen koe voidaan
suorittaa oleellisesti, kuten on kuvannut Snyder {Int. J.
Radiat. Biol. 55, 773 (1989)].

Lisdksi hiirten, jotka on altistettu kokovartalo-
sdteilylle tai DNA:n kanssa reaktiiviselle aineelle,
eloonjdinti voidaan arvioida. Eldimet, joko testiaineella
esikdsitellyt tai kiédsittelemittémét (verrokkiryhméd), al-
tistetaan kokovartalosadteilytykselle (1 500 rad). Kasitte-
lemdttdmien verrokkieldinten odotetaan eld&vén noin 12 -15
vuorokautta. Kidsiteltyjen eldinten eloonjaantitaso verrat-
tuna kdsittelemdattdmiin verrokkeihin on suoraan verrannol-
linen l&d&kekésittelyn suojaavaan vaikutukseen. Taman tyyp-
pinen tyypillinen koe voidaan suorittaa oleellisesti, ku-
ten ovat kuvanneet Carroll et al. [J. Med. Chem. 33, 2501
(1990)].

DNA-juosteiden katkojen muodostuminen lymfosyyteis-
sd, jotka on otettu késitellyistd eldimistd, jotka on al-
tistettu kokovartalos&teilytykselle taji DNA:n kanssa rea-
goivalle aineelle, voidaan arvicoida verrattuna késittele-
maéttémiin verrokkeihin. Vaihtoehtoisesti, luuydinsolujen,
jotka on otettu késitellyistd eldimistd, jotka on altis-
tettu kokovartalositeilytykselle tai DNA:n kanssa reagoi-
valle aineelle, elinkyky ja klonogeenisyys voidaan arvioi-
da verrattuna kdsittelemé&ttdmiin verrckkeihin, kuten ovat
kuvanneet Pike ja Robinson [J. Cell Physiol. 76, 77
(1970)1].
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Patenttivaatimukset

1. Yhdiste, tunne t t u siitd, ettd se on kaa-

van

RN——(CH2)m—N—(CH2)==N——(CH2)m—NR

By B» By , Ba

jossa
m on Kokonaisluku 2 -~ 4,
n on kokonaisluku 4 - 10,
R on C,-C,-alkyyli ja
B
masti H, -CH,CH,SH tai -CH,CH,SPO;H,, mukainen silld edelly-

1. Bz, By ja B, ovat kukin toisistaan riippumatto-

tykselld, ettd ainakin yksi B;:std, B,:sta, B;:sta tail
B,:st& on muu kuin H.
2. Yhdiste, tunnet tu siitd, ettd se on kaa-

van

RN—(CH3)m—N—(CH2)a—NR

B1 B2 B3

jossa

m on kokonaisluku 2 -~ 4,

n on kokonaisluku 3 - 10,

R on C,-C,-alkyyli ja

B,, B, ja B; ovat kukin toisistaan riippumattomasti
H, -CH,CH,SH tai -CH,CH,SPO,H,, mukainen sill# edellytyksel-
l1a, ettd ainakin yksi Blfsté, B,:sta tai B;:sta on muu kuin
H.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen yhdiste, t u n -
nettu siitd, ettd m on 2.

4. Patenttivaatimuksen 1 mukainen yhdiste, t u n -
nettu siitd, ettd m on 3.
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5. Patenttivaatimuksen 1 muKainen yhdiste, t un -
nettu siitd, ettd n on 7.

6. Patenttivaatimuksen 1 mukainen yhdiste, t un -
nettu siitd, ettd n on 8.

7. Patenttivaatimuksen 3 mukainen yhdiste, t un -
nettu siitd, ettd n on 7.

8. Patenttivaatimuksen 4 mukainen yhdiste, t un -
nettu siitd, ettd n on 7.

9. Patenttivaatimuksen 2 mukainen yhdiste, t un -
nettu sgiitd, ettd m on 3.

10. Patenttivaatimuksen 2 mukainen yhdiste, t u n -
nettu siitd, ettd m on 4.

11. Patenttivaatimuksen 2 mukainen yhdiste, t u n -
nettu siitd, ettd n on 3.

12. Patenttivaatimuksen 11 mukainen yhdiste, t u n-
nettu siita, ettd m on 3.

13. Patenttivaatimuksen 11 mukainen yhdiste, t u n-
nettu siitd, ettd m on 4.

14. Menetelmd@ nis@kdssolujen suojaamiseksi vahin-
gollisilta soluvaikutuksilta, jotka aiheutuvat altistumi-
sesta ionisoivalle sdteilylle, t unnet tu siita,
ettd se sisdltdad vaiheen, jossa mainitut solut saatetaan
kosketukseen patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukaisen yhdis-
teen suojaavan maddrdn kanssa.

15. Menetelmd nisdkassolujen suojaamiseksi wvahin-
gollisilta soluvaikutuksilta, jotka aiheutuvat altistumi-
sesta DNA:n kanssa reégoivalle aineelle, tunnettu
sijitd, ettd se sisdltdd vaiheen, jossa mainitut solut saa~
tetaan kosketukseen patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukaisen
vhdisteen suojaavan ma&dradn kanssa.

16. Joko patenttivaatimuksen 1 tai patenttivaati-
muksen 2 mukainen yhdiste, tunnettu siitd, etta
sitd kdytetddn suojaamaan nisdkdssoluja vahingollisilta
soluvaikutuksilta, jotka johtuvat altistumisesta ionisoi-

valle sdteilylle.
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17. Joko patenttivaatimuksen 1 tai patenttivaati-
muksen 2 mukainen yhdiste, tunnettu siitd, etta
sitd kaytetddn suojaamaan nisdkdssoluja vahingollisilta
soluvaikutuksilta, jotka johtuvat altistumisesta DNA:n
kanssa reagoivalle aineelle.

18. Menetelmi kaavan

RHN(CH2)mN(CH2)aN(CH2)mNHR

HS(CH2)2  (CH,)2SH

jossa m on kokonaisluku 2 - 4, n on kokonaisluku 4 - 10 ja
R on C,-C,-alkyyli, mukaisen yhdisteen valmistamiseksi,
tunnettu siita, ettd se sis&ltda vaiheen, jossa

kaavan

RTsN(CH2) mN(CH2)aN(CH2)mNTsR

HS(CHz)p  (CH2)25H

jossa m, n ja R ovat, kuten yllad on mdaritelty, mukaista
vyhdistettd k&sitelld&n pienen ylimddrdn kanssa litiumalu-
miinihydridii 1,2-dimetoksietaanissa takaisinvirtautukses-
sa noin 18 tuntia.

19. Menetelmid kaavan

RHN(CH2)mN(CH2)aN(CHz) mNHR

" H203PS(CHa);  (CH2)25PO3H2

jossa m on kokonaisluku 2 - 4, n on kokonaisluku 4 - 10 ja
R on C,-C,-alkyyli, mukaisen vyhdisteen valmistamiseksi,
tunnettu siitd, ettd se sisdltdd vaiheet, joissa

kaavan

RHN(CH2)mN(CH2)nN(CH2) mNHR

H5(CH2)2  (CH,),SH
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jossa m, n ja R ovat, kuten ylld on mddritelty, mukaista
vhdistettd kdsitelldédn 4 ekvivalentin kanssa trietyylifos-
fiittia ja 2 ekvivalentin kanssa bromitrikloorimetaania
lampdtilassa, joka on huoneenldmpdtilasta takaisinvirtau-
tusléampdtilaan, 1 - 3 tuntia, jonka jalkeen kdsitelldan
ylim8&rdn kanssa trimetyylisilyylibromidia.

20. Menetelm&8 kaavan

RTSN(CH2) mN(CH2)nNHCO(CH)m. 1NTSR

HS(CH3)»
jossa m on kokonaisluku 2 - 4, n on kokonaisluku 4 - 10 ja

R on C,-C,-alkyyli, mukaisen yhdisteen valmistamiseksi,
tunnettu siitd, ettd se sisdltdd vaiheen, jossa

kaavan

RHN(CH2)mN(CH2)n NH(CH3) NHR

HS(CH3)2

jossa m, n ja R ovat, kuten ylld on maddritelty, mukaista
vyhdistettd késitellddn 4 ekvivalentin kanssa sopivaa pel-
kistinta.

21. Menetelmd kaavan

RHN(CH2) mN(CH2)aNH(CH2) mNHR

H203PS(CH3)»

jossa m on kokonaisluku 2 - 4, n on kokonaisluku 4 - 10 ja
R on C,-C,-~alkyyli, mukaisen vhdisteen valmistamiseksi,
tunnettu siitd, ettd se sisdltdd vaiheet, joissa

kaavan

RHN(CH2) mN(CH2),NH(CH3) s NHR

H203PS(CH2);
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jossa m, n ja R ovat, kuten ylld on mdaritelty, mukaista
vhdistettd kdsitellddn 2 ekvivalentin kanssa trietyylifos-
fiittia, yhden ekvivalentin kanssa bromitrikloorimetaania
lampbdtilassa, joka on huoneenlampétilasta takaisinvirtau-
tusléampbtilaan, 1 - 3 tuntia, jonka jélkeen kdsitellddn
ylim8&rédn kanssa trimetyylisilyylibromidia.

22. Menetelmid kaavan
RN(CHz)m-1CONH(CHz)nNHCO(CHz)m-lNR

HS(CH2)2 (CH3)75H
jossa m on kokonaisluku 2 - 4, n on kokonaisluku 4 - 10 ja
R on C,-C,-alkyyli, mukaisen yhdisteen valmistamiseksi,
tunnettu siitd, ettd se sisdltdd vaiheen, jossa

kaavan

RN(CH2)m-1CONH(CH2)aNHCO(CH3) m-1NR

HS(CH2)2 ¢ (CH2)2SH

jossa m, n ja R ovat, kuten ylld on mddritelty, mukaista
yhdistettd kdsitellddn 2 ekvivalentin kanssa sopivaa pel-
kistinta.

23. Menetelmid kaavan
RN(CH2)mNH(CH2)aNH(CH3) mNR

H203PS(CH3), (CH2)25P0O3H>
jossa m on kokonaisluku 2 - 4, n on kokonaisluku 4 - 10 ja
R on C,-Ci-alkyyli, mukaisen yhdisteen valmistamiseksi,
tunnettu siitd, ettd se sisdltdd vaiheet, joissa

kaavan

RN(CH2)mNH(CH 2)nNH(CH2)mNR

HS(CH2)2 (CH2)2SH
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jossa m, n ja R ovat, kuten ylld on madritelty, :aukaista
vhdistettd kdsitellddn 4 ekvivalentin kanssa trietyylifos-
fiittia ja 2 ekvivalentin kanssa bromitrikloorimetaania
lampodtilassa, joka on huoneenlé&mpdtilasta takaisinvirtau-
tuslampodtilaan, 1 - 3 tuntia, jonka jalkeen kdsitell&dén
ylim&d8rdn kanssa trimetyylisilyylibromidia.

24. Menetelmd kaavan

RHAN(CH2) mNH(CH2)n\NH{CH2) mNR

(CH2)25H
jossa m on kokonaisluku 2 - 4, n on kokonaisluku 4 - 10 ja
R on C,-C,-alkyyli, mukaisen yhdisteen valmistamiseksi,
tunnettu siitd, ettd se sisdltdd vaiheen, jossa

kaavan

RTSN(CH2) m-1CONH(CH2)nNHCO(CH2) m-1NR

(CH2)25H

jossa m, n ja R ovat, Kuten ylld on mdaritelty, mukaista
vyhdistettd kasitell&d&n 4 ekvivalentin kanssa sopivaa pel-
kistinta.

25. Menetelm& kaavan
RHN(CH2)mNH(CH2)nNH(CH2)mNR

(CH>)25PO3H>

jossa m on kokonaisluku 2 - 4, n on kokonaisluku 4 - 10 ja
R on C,-C,~alkyyli, mukaisen yhdisteen valmistamiseksi,
tunnettu siitd, ettd se sisdltdd vaiheet, joissa

kaavan

RHN{CH )l NH(CH2) o NH(CH2) nNR

(CH>)2SH
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jossa m, n ja R ovat, kuten ylld on m3&ritelty, mukaista
vhdistettd k&sitellddn 2 ekvivalentin kanssa trietyylifos-
fiittia ja yhden ekvivalentin kanssa bromitrikloorimetaa-
nia lampdtilassa, joka on huoneenlé&mpdtilasta takaisinvir-
tautuslédmpobtilaan, 1 - 3 tuntia, jonka jdlkeen késitelldén
ylimd&ran kanssa trimetyylisilyylibromidia.

26. Menetelmd kaavan

HS(CH3)2

jossa m on kokonaisluku 2 - 4, n on kokonaisluku 3 - 10 ja
R on C,-Cs~alkyyli, mukaisen yhdisteen valmistamiseksi,
tunnettu siit8, ettd se sisdlt8ad vaiheen, jossa

kaavan

RN(CH2) mNTs(CH2)4.1CONHR

HS(CH2)»

jossa m, n ja R ovat, kuten yllad on mdéritelty, mukaista
vyhdistettd kdsitellddn 4 ekvivalentin kanssa sopivaa pel-
kistinta.

27. Menetelmid kaavan

RN(CH2)mNH(CH)aNHR

H>03PS(CH3)>

jossa m on kokonaisluku 2 - 4, n on kokonaisluku 4 - 10 ja
R on C,-Ci-alkyyli, mukaisen yhdisteen valmistamiseksi,
tunnettu siitd, ettd se sis&dltadad vaiheet, joissa

kaavan

RN(CHZ2)mNH(CH2),NHR

HS(CHz);
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jossa m, n ja R ovat, kuten ylla on mddritelty, mukaista
yvhdistettd k#Asitellédn 2 ekvivalentin kanssa trietyylifos-
fiittia ja yhden ekvivalentin kanssa bromitrikloorimetaa-
nia l&mpdtilassa, joka on huoneenlémpdtilasta takaisinvir-
tautuslémpdbtilaan, 1 - 3 tuntia, jonka jdlkeen kdsitelldan
ylimddrdn kanssa trimetyylisilyylibromidia.

28. Menetelmd kaavan

RHN(CH3)mN{CH3),NHR

HS(CH,)>

jossa m on kokonaisluku 2 - 4, n on kokonaisluku 3 - 10 ja
R on C,-C,-alkyyli, mukaisen yhdisteen valmistamiseksi,
tunnettu siitd, ettd se sisdltd88 vaiheen, jossa

kaavan

RHNCO(CH ). 1N(CH2)n-1CONHR

HS(CH2)2

Jossa m, n ja R ovat, kuten ylld on maadritelty, mukaista
yhdistettd k8sitellddn 4 ekvivalentin kanssa sopivaa pel-
kistinta.

29. Menetelmid kaavan

RHN(CH2) mN(CH32)aNHR

H>03PS(CH3)»

jossa m on kokonaisluku 2 - 4, n on kokonaisluku 4 - 10 ja
R on C,-C,-alkyyli, mukaisen yhdisteen valmistamiseksi,
tunnettu siitd, ettd se sisdltdd vaiheet, joissa

kaavan

RHN(CH2)mN(CH2)nNHR

HS{CH2)2
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jossa m, n ja R ovat, kuten ylld on mddritelty, mukaista
vhdistettd kasitelldsdn 2 ekvivalentin kanssa trietyylifos-
fiittia ja yhden ekvivalentin kanssa bromitrikloorimetaa-
nia lampottilassa, joka on huoneenlampdtilasta takaisinvir-
tautusléampdtilaan, 1 - 3 tuntia, jonka jdlkeen k&sitelléddn
yvlim8drdn kanssa trimetyylisilyylibromidia.

30. Menetelmd kaavan

RN(CH2) NH(CH3)NR

HS(CH3)> HS(CHy)»

jossa m on kokonaisluku 2 - 4, n on kokonaisluku 3 - 10 ja
R on C(C,-C,~alkyyli, mukaisen yhdisteen valmistamiseksi,
tunnettu siitd, ettd se sis8ltd8 vaiheen, jossa

kaavan

HS(CH3)» HS(CH2);

jossa m, n ja R ovat, kuten ylld on mddritelty, mukaista
vhdistettd ké&sitellddn 4 ekvivalentin kanssa sopivaa pel-
kistinta.

31. Menetelmd kaavan
RN(CH2)mNTs(CH3)NR

HS(CH,), HS(CH2)2
jossa m on kokonaisluku 2 - 4, n on kokonaisluku 4 - 10 ja
R on C,~Ci-alkyyli, mukaisen yhdisteen valmistamiseksi,
tunnettu siitd, ettd se sisdltdda vaiheet, joissa

kaavan

RN(CH32) nNH(CH2)nNR

H203PS(CH3)5 H203PS(CH;3)>
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jossa m, n ja R ovat, kuten yll& on md&ritelty, mukaista
yvyhdistettd kédsitell&dn 4 ekvivalentin kanssa trietyylifos-
fiittia ja 2 ekvivalentin kanssa bromitrikloorimetaania
lampdtilassa, joka on huoneenlémpdtilasta takaisinvirtau-
tuslampdtilaan, 1 - 3 tuntia, jonka jalkeen ké&sitelldén

ylim&dirdn kanssa.
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