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Tiivistelmd - Sammandrag

Keksinndn kohteena on menetelmi difluoriketonipeptidijohdannaisten
valmistamiseksi, joilla on kaava Ia, Ib tai Ic,
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joissa Rl on alkyyli; R2 on mahdollisesti substituoitu alkyyli tai

aryyli; R3 on alkyyli, mahdollisesti substituoitu heterocatcmeja si-
sdltdvd alkyyli, mahdollisesti substituoitu aryyli-, alkenyyli- tai
sykloalkyyliryhmd tai mahdollisesti substituoitu alifaattinen tai

aromaattinen heterosykli; R4 on H tai CH3; A on 2C=0, =-NH-C=0-,
-0-C=0 tai 0=8=0; R® on ciy, CH,R® tai 0=c-x-R®, jolloin X on cH
tailNRC, RC
yylialkyyli tai mahdollisesti substituoitu aryyli- tai aryylialkyy-

' 1 2
on H tai CH3 ja RB on alkyyli, sykloalkyyli, syklcalk-

liryhmd, ja niiden suolojen valmistamiseksi. N¥m& yhdisteet ovat

kdyttdkelpoisia estettlessd ihmisen leukosyytti-elastaasin vaikutus.
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Uppfinningen avser ett f&rfarande fo&r framst&dllning av

difluorketon-
peptidderivat med formeln Ia, Ib eller Ic,
1
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vari R1 ar alkyl, R2 dr eventuellt substituerad alkyl eller aryl; R3 ar
alkyl, eventuellt substituerad och heterocatomer innehallande alkyl,
eventuellt substituerad aryl, alkenyl eller cykloalkyl eller en even-

tuellt substituerad alifatisk eller arcomatisk heterocyklisk grupp;
RY ar H eller CHy, A 8r C=0, -NH-C=0, -0-C=0 eller 0=5-0; R ar cH,,
CHZR“ eller 0=C-X-R°, varvid X ar ci, eller NR®, R &r H eller CH, och

RB dr alkyl, cykloalkyl, cykloalkylalkyl, eller en eventuellt substitue-
rad aryl- eller arylalkylgrupp, och av deras salt. Dessa foreningar ir
anvandbara vid hdmmandet av inverkan fradn leukosyt-elastas hos minniskan.
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Menetelmd terapeuttisesti aktiivisten difluoriketonipepti-

dijohdannaisten valmistamiseksi

Esilld oleva keksintd koskee menetelmda tiettyjen
difluoriketonipeptidijohdannaisten valmistamiseksi, jotka
ovat ihmisen leukosyyttielastaasin (HLE) irreversiibeleita
inhibiittoreita, ja ne ovat my®s kdyttOkelpoisia tutkimus-
vdlineina farmakologisessa ja sitd ldhelld olevissa tutki-
muksissa ja hoidettaessa kudoksen rappeutumissairauksia,
kuten keuhkolaajentumaa, valtimon haurauskovetustautia,
nivelreumaa ja luu-niveltulehdusta l&mminverisissa eldi-
missa.

Proliiniin perustuvia peptidialdehydejd on kuvattu
EP-patenttihakemuksessa 84 302 621.2. Hydrolyyttisten ent-
syymien fluoriketoni-inhibiittoreita ovat kuvanneet Gelb,
M. H. et al. julkaisussa Biochemistry 24 (1985), ss.

1 813 - 1 817 koskien ei-seriiniproteaaseja. Imperiali, B.
et al. ovat julkaisussa Tetra. Letters 27 (2) (1986), ss.
135 - 138 osoittaneet valikoituja fluorimetyyliketoneja.
Thaisrivongs, S. et al. kuvaavat julkaisussa J. Med.,
Chem. 28 (11) (1985), ss. 1 553 - 1 555 valikoituja fluo-
riketoneja reniinin inhibiittoreina.

EP-julkaisusta A 130 679 tunnetaan yhdisteitd, jot-
ka ovat joukon kysteiini- ja seriiniproteaaseja (esim. ke-
tepsiinit, trypsiini, kallikreiinit, plasmiini ja plasmi-
nogeeniaktivaattori sekid myds elastaasi) irreversiibeleita
inhibiittoreita. Haiman elastaasin irreversiibeleitd inhi-
biittoreita tunnetaan puolestaan US-patenttijulkaisusta
4 277 395.

FI-patenttihakemuksesta 84 1601 tunnetaan esilla
olevan keksinndn mukaisia yhdisteitd rakenteeltaan muis-
tuttavia, fluoria sisdltamattomid yhdisteitd, joissa on
terminaalinen aldehydiryhmi.

Keksintd koskee menetelmdd terapeuttisesti aktiivi-

sen yhdisteen valmistamiseksi, jolla on kaava
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jolloin

R' on 1 - 5 hiiliatomia sis&lt&vi alkyyliryhm&;

kaavan -NH.CHR?.CO- mukainen ryhm& on alaniinista,
valiinista, norvaliinista, leusiinista, isoleusiinista,
norleusiinista, fenyylialaniinista, tyrosiinista, aspara-
giinista, glutamiinista, asparagiinihaposta, glutamiiniha-
posta, lysiinistd, treoniinista, seriinistd, a-aminovoiha-
posta tai fenyyliglysiinist& saatu aminohappotéhde;

R’ on 1 - 12 hiiliatomia sis&lt&va alkyyliryhma,
jossa on

(1) fenyylikarbonyyliaminoryhmd, jossa mahdollises-
ti on karboksi-, C, ;-alkoksikarbonyyli-, 5-tetratsolo- tai
bentseenisulfonyyliaminokarbonyylisubstituentti, jolloin
viimeksi mainittu on mahdollisesti substituoitu fluori-,

kloori-, bromi- tai jodiatomilla tai nitroryhm&lld; tai



10

15

20

.25

30

- 35

86859

(2) fenyyli, joka on mahdollisesti substituoitu
kloori-, bromi-, jodi- tai fluoriatomilla tai hydroksi-,
trifluorimetyyli-, C,.s-alkyyli-, C,.s-alkoksi-, C, .-alka-
noyylioksi-, Cbﬁ-alkoksikarbonyyli—, karboksi-, C, (~amino-
karbonyylialkyyli—, karbamoyyli-, S-tetratsolo- tai bent-
seenisulfonyyliaminokarbonyyliryhméllé, jolloin viimeksi
mainittu on mahdollisesti substituoitu fluori-, kloori-,
bromi- tai jodiatomilla tai nitroryhmidlli; tai

R’ on fenyyli, joka on mahdollisesti substituoitu
fluori-, kloori-, bromi- tai jodiatomilla tai trifluori-
metyyli-, hydroksi-, C,.s-alkyyli-, C,.s—alkanoyylioksi-,
C, s—alkoksi-, Cbs—alkoksikarbonyyli—, karboksi-, C, ,-amino-
karbonyylialkyyli—, S-tetratsolo- tai bentseenisulfonyyli—
aminokarbonyyliryhmélla, jolloin viimeksi mainittu on mah-
dollisesti substituoitu fluori-, kloori-, bromi- tai jodi-
atomilla tai nitroryhmdlls;

R* on vety;

R* on ryhmd, jolla on kaava -CH,.R°, -CO.CH,.R® tai
-CO.NH.R®?, jolloin R® on Ci.o-alkyyli, C.,-sykloalkyyli,
C&w-sykloalkyyli-ChG—alkyyli, fenyyli tai fenyyli-C, ,-al-
kyyli, jonka fenyyliryhma on mahdollisesti substituoitu
kloori-, bromi-, jodi- tai fluoriatomilla tai hydroksi-,
trifluorimetyyli-, C, ¢~alkyyli-, C,.¢-alkoksi-, C, ,-alkoksi-
karbonyyli-, karboksi-, 5-tetratsolo- tai bentseenisul fo-
nyyliaminokarbonyyliryhméllé, jolloin viimeksi mainittu
ryhmd on mahdollisesti substituoitu fluori-, kloori-, bro-
mi- tai jodiatomilla tai nitroryhmills; ja A on karbonyyli
tai oksikarbonyyli: tai, kun on sopivaa, sen farmaseutti-
sesti hyvaksyttavan suolan valmistamiseksi. Menetelmille
on tunnusomaista, etta

(a) yhdiste, jolla on kaava

Rl

/KH i
b
R*~A-N C—C-R* (Va)

[ | |
H OH F
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hapetetaan,
(b) happo, jolla on kaava
R! F O
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tai

0 R® FO
i | [

R* H 0 C-N-C-C-C-C-OH
U | tor i
R’-A-N—C-C-N HHOF
R?

kytketdsn amiiniin, jolla on kaava R°.NH,;

86859

(Vb)

(ve)

(XXVIIa)

(XXVIIb)

(XXVIIc)
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(c) yhdisteiden valmistamiseksi, joissa R’ tai R®
sisdltaa karboksiryhmin, hajotetaan vastaavan kaavan 1Ia,
Ib tai Ic mukaisen vyhdisteen esteri: tai

(d) yhdisteiden valmistamiseksi, joissa R’ sis&ltas
bentseenisulfonyyliaminokarbonyyliryhmén, joka on mahdol-
lisesti substituoitu fluori-, kloori-, bromi- tai jodiato-
milla tai nitroryhmdlls, saatetaan vastaava kaavan Ia, 1Ib
tai Ic mukainen yhdiste, jossa R’ sisdltaa karboksiryhman,
reagoimaan valitun sulfonamidin kanssa dehydratoivan ai-
neen ldsnd ollessa livottimessa tai laimentimessa;
minka jdlkeen, kun halutaan farmaseuttisesti hyvaksyttavs
suola, saatetaan saatu kaavan Ia, Ib tai Ic mukainen yh-
diste reagoimaan sopivan hapon tai emiksen kanssa, joka
tuottaa fysiologisesti hyvaksyttdvan anionin tai vastaa-
vasti kationin:
jolloin vaihtuvilla substituenteilla voi olla mitkd tahan-
Sa edelléd mainituista merkityksists, ellei toisin ole mai-
nittu.

Kaavojen Ia, 1Ib ja Ic mukaisten yhdisteiden suolat
ovat farmaseuttisesti hyvdksyttavia emis- tai happoaddi-
tiosuoloja, kuten sellaisia, jotka on valmistettu mineraa-
lihapon, esimerkiksi kloorivetyhapon, tai orgaanisen ha-
pon, kuten sitruuna-, maleiini-, fumariini- tai etikkaha-
pon kanssa. Emdsadditiosuolat ovat sellaisia, jotka on
valmistettu alkalimetallihydroksidien, kuten natriumhydr-
Oksidin, alkalimetallikarbonaattien tai ~bikarbonaattien,
maa—alkalimetallihydroksidien ja orgaanisten amiinisuolo-
Jjen kanssa. Tallaiset suolat voidaan valmistaa liuottamal-
la peptidijohdannainen veden ja veteen sekoittuvan orgaa-
nisen liuottimen seokseen, lis&amally emdksen vesiliuos ja
Ottamalla talteen suola vesiliuoksesta.

Keksinnén mukaisesti valmistetuilla edullisilla
yhdisteillsa on S-konfiguraatio (luonnossa esiintyvien L-
aminohappojen konfiguraatio) kiraalikeskuksissa identifi-
Oituna merkillsy * jéljempana esitetyissd kaavoissa IIla,

IIIb ja IIlic, ja synteesimenetelmit tuottavat isomeerej4,
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joilla on S-konfiguraatio kiraalikeskuksissa identifioitu-
na symbolilla #, tai isomeeriseoksia tuloksena R- ja S-

konfiguraatioista kiraalikeskuksessa identifioituna symbo-
1illa #. Yleensid on edullista, etta yhdisteilld on S-kon-

figuraatio keskuksessa jidentifioituna symbolilla #.

R' F F
R*-A-N # RrR? (II1a)
]
H 0
o) R! F F

I
R’-A-N __il/l\r? # | R (IIIb)
H

(IIIc)

Kuten t&llsa alalla on tunnettua, yksittdisten iso-
meerien aktiviteetti ei ole sama ja siten on edullista
kayttaa hyvdksi aktiivisempaa isomeeria. Esilléd olevan
keksinnoén mukaisesti saadaan yhdisteita, jotka on tulokse-
na S- ja/tai R-konfiguraatiosta kiraalikeskuksessa varus-
tettu merkilla #.

Ryhmissa R*, R', R’ ja R® voi olla kiraalikeskuksia.
Esilli olevalla keksinnolld saadaan kaavojen 1a, Ib ja IcC
mukaisia yhdisteitd, joissa kiraalikeskukset ryhmissa R?,

R!, R’ ja R’ ovat S- ja/tai R-konfiguraatioita.
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Kuten t&l1& alalla on tunnettua, difluoriketonijoh-
dannaiset voivat esiintyd solvaatteina, erikoisesti hyd-
raatteina, kaavat IVa, IVb ja IVc, ja ne sisdltyvat esilla

olevan keksinn®n mukaisesti valmistettuihin yhdisteisiin.

— X

R*-A-N OH R (Iva)

R*-A-N N OH R® (IVb)
{
1 ] H HO

0 0 R! F F
RrR* ' /%
}
R’-A-N N N _~>0H R
l | HO
H
R? (IVe)

Keksinndn mukaisessa menetelmédssd kaytettdvia vali-
tuotteita sekd kaavojen Ia, Ib ja Ic mukaisia difluorike-
toneja voidaan valmistaa seuraavasti.

Menetelma A

Avainvadalituote tdssd menetelmdssd kaavan Ia, Ib tai
Ic mukaisen difluoriketonin valmistamiseksi on vastaava

alkoholi, jolla on kaava

/\I ! A (Va)
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| o Te—ew )
‘\/I H OH F

tai

' )\
N ~‘/J\N c—cC-R? (Ve)

Kaavan Ia, Vb tai Vc mukainen alkoholi muutetaan
vastaavaksi kaavan Ia, Ib tai Ic mukaiseksi ketoniksi ha-
petusmenetelmdalla. Kdayttdkelpoisiin menetelmiin kuuluvat
oksalyylikloridin k&yttod, DMSO ja tertiddrinen amiini
(kts. Marx, M. et al., J. Org. Chem. 49 (1984), ss. 788 -
793; jolloin parhaat tulokset saadaan 10 - 20 ekvivalen-
tilla hapetusainetta), etikkahappoanhydridin ja DMSO:n
kdyttd, kromitrioksidipyridiinikompleksin kdyttd metylee-
nikloridissa ja Dess-Martin-perjodinaanin [1,1,l-triaset-
oksi-2,1-bentsoksijodol-3(3H)-oni] kayttdé [Dess, D. B. et
al.:n menetelma; J. Org. Chem. 48 (1983), ss. 4 155 -

4 156].

Kaavojen Va, Vb tai Vc mukaiset alkoholit voidaan
valmistaa seuraavasti:

(i) Kun R® on ryhm&, jolla on kaava -CO.NH.R®, alde-

hydi, jolla on kaava

R*-A-N (VIa)
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0 R!
|
o,
R-A-N- N Y (VIb)
H 0
tai
o R!
4
R L
N — N (VIc)
/// '//A\\ﬁ//
I H 0
0

voidaan saattaa reagoimaan etyyli-2-bromi-2,2-difluoriase-
taatin (saatu SCM:st4; Speciality Chemicals) ja Zn:n kans-
Sa palautusj&shdyttiden Kuumennetussa THF:ssa (kts. Halli-
nan, E. A. et al., Tetrahedron Letters 25 (22) (1984), ss.
2 301 - 2 302] yhdisteen saamiseksi, jolla on kaava

Rl
]

- H F
)
R3—A—N/\C-C c 0-CH,-CH, (VIia)

|
H OH F O

o) R!
H F
R’-A-N r;: c‘:~¢ C-0-CH,CH, (VIIb)
k/ H OH F O

tai
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10

0
R* “ //L\\\H F
I .
R*-A-N N N c——c C-OCH,CH,

{ W

| H OH F O
5 R® (VIIc)

ja joka vuorostaan voidaan saattaa reagoimaan amiinin

kanssa, jolla on kaava

10
RB
e
H-N (vd)
~
H
15 etanolissa, jolloin saadaan vastaava alkoholi, jolla on
kaava
Rl
l_u F R
t 1 yd
20 R3-A-§ C-—C-C-N| (ViIiIa)
i L AN
H OH F O H

- 25 ’/LJ\ )\ RB
R*-A- T;::/J C—-C C 0- N (VIIIb)
AN

tai

30

I
35 R®
(VIIIc)
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Kaavan VIIIa, VIIIb tai VIIIc mukainen yhdiste voi-
daan muuttaa kaavan VIIIa, VIIIb tai VIIIc mukaiseksi uu-
deksi yhdisteeksi, jossa ryhmd R’-A- on merkitykselt&dan

erilainen, muodostamalla vastaava yhdiste, jolla on kaava

Rl
)\H F RB
]
H-N cuc c N (XIa)
i
H OH F o \H
0 R!
/”\ /I\H F RB
| 1
H-N — N C—C—C-N/ (XIb)
' H ' [
H OH F O H

tai

R /J\ RB
HN c CCN XIc
~ N ( )

OH F O H

ja saattamalla se reagoimaan tarkoituksenmukaisen aktivoi-
dun karbonyyli- tai sulfonyyliyhdisteen kanssa.
Esimerkiksi kaavojen VIIIa, VIIIb ja VIIIc mukaiset
yhdisteet, joissa R*-A- on bentsyylioksikarbonyyli, voidaan
muuttaa katalyyttisells hydrauksella kaavojen XIa, XIb ja
XIc mukaisiksi aminoamideiksi, jotka vuorostaan voidaan
saattaa reagoimaan valikoidun aktivoidun karbonyyli- tai
sulfonyyliyhdisteen (esimerkiksi isosyanaatin, happoklori-
din, klooriformiaatin tai sulfonyylikloridin) kanssa tai

kaavan R’COOH mukaisen hapon kanssa, kayttden edelld kuvat-
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tuja normaaleja peptidikytkemismenetelmié kaavan VIIIa,
VIIIb ja VIIIc mukaisten uusien yhdisteiden saamiseksi.
Kaavojen VIIIa, VIIIb ja VIIIC mukaiset yhdisteet ovat
kaavojen Va, Vb ja Vc mukaisia valikoituja yhdisteita,
joissa R* on -CO.NH.R®.

Kaavan VIa, VIb tai VIc mukaiset aldehydit voidaan

valmistaa hapettamalla vastaava alkoholi, jolla on kaava

|
R’-A-N-C-CH,0H (XIva)
] ]

(XIVb)

tai

{
R’>-A-N N N CH,OH

‘ K/ }{1 (XIVC )

[esimerkiksi Marx, M. et al.:n kuvaamat hapetusolosuhteet
julkaisussa J. Org. Chem. 49 (1984), ss. 788 - 7931 tai
hydrolysoimalla tai transasetaalisoimalla vastaava asetaa-

li, jolla on kaava

0-CH,CH,

R*-A-N C-H (Xva)
| N
H 0-CH,CH,
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N 0-CH,CH,

0 R!
\/Lj\ /\ __O-CH,CH,
Ra_A_U N ¢ H (XVb)
i :
H

tai

o) R!
-

o)
1’24 ' /I\ /O—CHcha
R’-A-N N N C-H
[}
H N 0-CH,CH,
RZ

[kts. esimerkiksi tdllaisten yhdisteiden valmistus kuvat-
tuna EP-patenttihakemuksessa 84 302 621.2.]

Kaavan XIVb tai XIvc mukaiset yhdisteet (kdytetts-
viksi kaavan VIb tai VIc mukaisten yhdisteiden valmistami-

seksi) voidaan valmistaa saattamalla aminoalkoholi, jolla

(XVc)

on kaava
Rl

1
H,N-C-CH,0OH (XVI)

|

N

reagoimaan sopivan vapaan hapon kanssa, jolla on kaava

0
[
C-OH

R’-A-N (XVIIb)

tai
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i i
R* C-OH

R*-A-N N (XVIIc)

normaalin peptidikytkemistekniikan mukaan kdyttidmdlld tal-
14 alalla tunnettuja tavanomaisia menetelmid, kuten niita,
jotka M. Bodanszky on kuvannut julkaisuissa Principles of
Peptide Synthesis, Springer-Verlag, Berlin (1984) ja The
Peptides, Analysis, Synthesis and Biology (toim. E. Gross
ja J. Meinhofer), Nit. 1 - 5, (Academic Press, New York)
1979 - 1983.

Kaavan XVIIb tai XVIIc mukainen yhdiste voidaan
valmistaa edelld kuvatuilla tavanomaisilla peptidikytke-
mis- ja suojauksenpoistomenetelmillé.

Kaavan XVI mukaiset aminoalkoholit (mik&dli niitd ei
ole kaupallisesti saatavissa) voidaan valmistaa vastaavis-
ta a-aminohapoista, joilla on kaava HJHDGH*COOH, saatta-
malla reagoimaan pelkistysaineen, Kkuten diboraanin kanssa
(kts. US-patenttijulkaisu 3 935 280). Kaavan XVIa mukainen
yhdiste voidaan valmistaa saattamalla kaavan XVI mukainen
yhdiste reagoimaan tarkoituksenmukaisen aktivoidun karbo-
nyyli- tai sulfonyyliyhdisteen (esimerkiksi isosyanaatin,
karbonaatin, happokloridin, klooriformiaatin tai sulfonyy-
likloridin) kanssa tai saattamalla reagoimaan kaavan R’COOH
mukaisen hapon kanssa kayttden edella kuvattuja tavanomai-
sia peptidikytkemismenetelmia.

Vastaavasti kaavan XVb tai XVc mukainen yhdiste

voidaan valmistaa saattamalla aminoasetaali, jolla on kaa-

va

R'  O-CH,CH,
l e
H,N-C-C-H (XVIIIa)

i
H O O-CH,CH,
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reagoimaan kaavan XVIIb tai XVIIc mukaisen hapon kanssa
kdyttden tavanomaisia peptidikytkemismenetelmid; ja kaavan
XVa mukainen yhdiste voidaan valmistaa saattamalla yhdis-
te, jolla on kaava XVIIIa, reagoimaan aktivoidun karbonyy-
li- tai sulfonyyliyhdisteen kanssa. Kaavan XVIIIa mukainen
asetaali voidaan valmistaa ja&ljemp&nd olevissa esimerkeis-
sd la - 1d kuvatulla tavalla.

Kaavan XVa, XVb tai XVc mukainen asetaali voidaan
valmistaa tarvittaessa kaavan VIa, VIb tai VIc mukaisen
yhdisteen hapolla katalysoidulla asetaalisoimisella (esi-
merkiksi trietyyliortoformiaatilla absoluuttisessa etano-
lissa, joka sis&ltda p-tolueenisulfonihappoa, huoneen l&m-
pb6tilassa) ja muuttamalla kaavan XVa, XVb tai XVc mukai-
seksi uudeksi yhdisteeksi, jossa R’-A- on merkitykseltdan

erilainen, muodostamalla vastaava yhdiste, jolla on kaava

R'  O-CH,CH,
|
H,N-C-C-H (XVIIIa)

H \O—CHZCH3

0 R!
/1]\ /I\ __ O-CHCH,
H-N —— N C-H (XVIIIb)
|
H ™~ O-CH,CH,
tai
0 0 R!
4
R )J\ )\ OCH,CH,
H-N N—0u N C-H
. , <
H OCH,CH,

(XVIIIc)
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Jja sen jdlkeen saattamalla reagoimaan sopivan aktivoidun
karbonyyli- tai sulfonyyliyhdisteen kanssa.

Esimerkiksi kaavan XVa, XVb ja XVc mukaiset yhdis-
teet, silloin kun R’-A- on bentsyylikarbonyyli, voidaan
muuttaa katalyyttiselld hydrauksella kaavan XVIIIa, XVIIIb
ja XVIIIc mukaisiksi aminoasetaaleiksi, jotka vuorostaan
voidaan saattaa reagoimaan valikoidun aktivoidun karbonyy-
li- tai sulfonyyliyhdisteen (esimerkiksi isosyanaatin,
happokloridin, klooriformiaatin tai sulfonyylikloridin)
kanssa tai saattaa reagoimaan kaavan R’COOH mukaisen hapon
kanssa kdyttden edelld kuvattuja tavanomaisia peptidikyt-
kemismenetelmid kaavan XVa, XVb ja XVc mukaisten uusien
yhdisteiden saamiseksi.

Vaihtoehtoinen menetelmd kaavan VIIIb tai VIIIc
mukaisen yhdisteen valmistamiseksi kaavan VIIb tai VIIc
mukaisesta yhdisteestd kasittdada kaavan VIIb tai VIIc mu-
kaisen yhdisteen reaktion noin 1,25 ekvivalentin kanssa

1 N NaOH:a CH,0H:ssa yhdisteiden saamiseksi, joilla on kaa-

va
R*-A-N c c c OH (IXb)
I
H cBH F
tai

R /\H FO
1
R’-A-N CCCOH
OH F (IXc)

ja sen jalkeen kaavan IXb tai IXc mukaisen yhdisteen reak-
tion kaavan Vd mukaisen yhdisteen kanssa kdyttden reagens-

seja
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a) HOBT, WSCDI ja THF tai
b) tetrametyyliguanidiini ja CHC1,
0 °C:sta huoneen lédmpdtilaan yhdisteen saamiseksi, jolla on
kaava VIIIb tai VIIIc [kts. Abeles, R. H. et al., Bioche-
mistry 24 (1985), s. 1 813].
ii) Kun R* on -CO.CH,.R?, alkoholi, jolla on kaava

Rl
//L\\H i P
[ I |
R>-A-N C— C-C-CH,-R" (Xa)
1 t |
H OH F
0 R!
/]\H FO
i i |
R*-A-N | C~— C-C-CH,-R® (Xb)
( i i
H OH F

tai

0 0 R!
R | | /I\H F O
R*-A-N N N Cl:——é:—g:-CHzRB
H OH F
RZ

(Xc)

voidaan valmistaa saattamalla yhdiste, jolla on kaava

Rl
)\ H FO
i [
R’-A-N C— C-C-OH (IXa)
' ]
H OH F
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/\H F O
R’-A-N c-c C-oH (IXb)
OH F

//n\\ //l\\\H i u
{
R3AN Nh CCCOH

OH F (IXc)

tai

RZ

(jolloin yhdiste IXa voidaan valmistaa yhdisteests vIiia
edelld yhdisteiden IXb ja IXc yhteydessa kuvatulla taval-
la), reagoimaan N, O~ dlmetyyl1hydroks1am11n1hydroklor1d1n
WSCDI:n, HOBT:n ja N-metyylimorfoliinin kanssa CH,Cl,:ssa
[kts. Int. J. Protein Res. 26 (1985), ss. 236 - 241] vyh-
disteen saamiseksi, jolla on kaava

R? F CH3

R3AN)\1/ '\r N (XIIa)

o} R?

___q////JL\ //L\\ A FH3
{ |
R’-A-N N C—C N (XIIb)
| i i NG
u H OH F\( OCH
0

tai
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o) o) R!

R* | )\ H F CH,
R*-A-N \/J\ N N ¢~ cI: N
| K/ H OH 15\[ ( ™ och,
0

(XIIc)

ja sen jalkeen saattamalla kaavan XIIla, XIIb tai XIIc mu-
kainen yhdiste reagoimaan Grignard-reagenssin kanssa, jol-
la on kaava R°CH,MgBr, kaavan Xa, Xb tai vastaavasti Xc
mukaisen yhdisteen muodostamiseksi.

iii) Kun R® on -CH,R®, kaavan Va, Vb tai Vc mukaiset
yhdisteet voidaan valmistaa seuraavasti.

Kaavan Vc, jossa R* on -CH,R’, mukaiset yhdisteet

voidaan valmistaa seuraavan kaavion 1 mukaan.

Kaavio 1

R ar MoHOF
O,N-CH, + H-C-C-R* K,CO, O,N-C—C—C-R"
F H OH F
(XIX) (XX) (XXI)

H,, Pd/C tai

LiAlH,
RI1 H F
1 1
(Vc) (XVIIc) H,NC— C—F-R“
—— | l
H OH F

(XXII)
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Kaaviossa 1 kdytettdvd kaavan XX mukainen ldhtoal-
dehydi voidaan valmistaa vastaavasta alkyyliesterista,

jolla on kaava

OF
W 1

R*-0-C-C-R* (XXIV)
F

jossa R* on C,_;-alkyyli (esimerkiksi etyyli), pelkistémdlla
suoraan (esimerkiksi di—isobutyylialuminiumhydridilla) tai
pelkist&dm&lld NaBH,:114& etanolissa huoneen la&mpdtilassa
vastaavaksi alkoholiksi ja sen jédlkeen hapettamalla (oksa-
lyylikloridi, DMSO) aldehydiksi, kuten Marx ja Tidwell
ovat kuvanneet (viite edelld).

Kaavan XXIV mukainen difluoriesteri voidaan valmis-
taa a-Ketoesteristsd, jolla on kaava

R*-0-C-C-R* (XXV)

saattamalla se reagoimaan dietyyliaminorikkitrifluoridin
(DAST) kanssa [kts. Erni, B. ja Khorana, H. G., J. Amer.
Chem. Soc., 102 (1980), s. 3 888].

Kaavan XXV mukaiset a-ketoesterit, silloin kun ne
eivat ole kaupallisesti saatavissa, voidaan valmistaa vas-
taavista a-aminohapoista menetelmdlla, jonka ovat kuvan-
neet Weygand, F. et al., Leibigs. Ann. Chem. Vol. 658
(1962), s. 128, ja esterdimdlla sen jalkeen. vaihtoehtoi-
sesti kaavan XXV mukainen a-ketoesteri voidaan valmistaa
yleisen menetelméan mukaan saattamalla alkyyli-1,3-ditiaa-
ni-2-karboksylaatti (esimerkiksi etyyliyhdiste) reagoimaan
kaavan BrR® mukaisen bromidin kanssa, siten kuin Eliel, D.
H. et al. julkaisussa J. Org. Chem. 37 (1972), s. 505.

Kaavan XX mukainen aldehydi voidaan saattaa reagoi-
maan kaavan XIX mukaisen nitroyhdisteen (O,N-CH,-R') ja

K,CO,:n kanssa kaavan XXI mukaisen yhdisteen saamiseksi.
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Kaavan XXI mukainen yhdiste voidaan pelkistids (esi-
merkiksi hydraamalla tai LiAlH,) kaavan XXII mukaisen yh-
disteen saamiseksi.

Kaavan XXII mukainen yhdiste voidaan saattaa rea-
goimaan kaavan XVIIIc mukaisen yhdisteen kanssa kiayttden
tavanomaisifapeptidikytkemisolosuhteita avainalkoholivili-
tuotteen, kaavan Vc mukaisen yhdisteen, saamiseksi.

Kaavan Va mukaiset vyhdisteet, joissa R*® on -CH,R®,
voidaan valmistaa kaavan XXII mukaisista yhdisteista saat-
tamalla kaavan XII mukaiset yhdisteet reagoimaan sopivan
aktivoidun karbonyyli- tai sulfonyyliyhdisteen kanssa.

Kaavan Vb mukaiset yhdisteet, joissa R®* on -CH,R®,
voidaan valmistaa kaavan XXII mukaisista yhdisteists saat-
tamalla kaavan XVII mukaiset yhdisteet reagoimaan sopivien
kaavan XVIIb mukaisten yhdisteiden kanssa kayttamalls
edelld yhdisteiden Vc yhteydessa kuvattuja tavanomaisia
peptidikytkemisolosuhteita.

Menetelma B

Kaavan Ia, Ib tai Ic mukainen yhdiste, jossa R® on
ryhmg -CO.NH.R?, voidaan valmistaa esteristd, kuten etyyli-
esteristd, jolla on kaava

R! F 0
) [
R3—A—N-C~C—C—C-OCH2CH3 (XXVIa)
[ i

1

HH OF

P F oxo

flll

0] C-N—C——C-C—C-OCHCHi XXVIb)
i e (

"
R3-A-C—U HH OF

tai
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RrR! F O
4 I \ o
R* HO C-N-C—C=—C-C-0OCH,CH, (XXVIc)
) ol ///’ [ T I
HH O F

joko suoraan kuumentamalla esteri#d sopivan kaavan Vd mu-
kaisen amiinin kanssa etanolissa kaavan Ia, Ib tai Ic mu-
kaisen vastaavan yhdisteen saamiseksi tai keksinn®n mukai-
sesti ep&dsuorasti ensiksi hydrolysoimalla esteri vastaa-

vaksi hapoksi, jolla on kaava

R F (I)
\ i
R3-A—x:1—c.—-cl:—c-c—on (XXVIia)
| i
HH OF
o R FO
W ) (]
? C-—N-Cl——C—C-C—OH (XXVIIb)
\ | [
R3-A-C—N‘\) HH OF
tai
0 R! F O
: il i [
R* HO c-N-c-ci—-c|-c-0H (XXVIIc)
{ [T (S
R3—A—N-—C—C—N———/ HH O F

B2

(kayttaen samanlaista menetelmaa kuin edelld on kuvattu
hydrolysoitaessa kaavan VIIc mukainen yhdiste kaavan IXc
mukaiseksi yhdisteeksi) ja sen jadlkeen kytkemalld happo
kaavan Vd mukaiseen amiiniin (kayttéden samanlaisia olosuh-
teita kuin edelld on kuvattu muutettaessa I1Xc yhdisteeksi
VIIiIc) vastaavan kaavan lIa, Ib tai Ic mukaisen yhdisteen

saamiseksi.
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Kaavan XXVIa, XXVIb tai XXVIc mukainen lahtéesteri
voidaan saada hapettamalla kaavan VIIa, VIIb tai VIIc mu-
kainen vastaava alkoholi kdyttden menetelmissa A kuvattuja
hapetusmenetelmis.

Menetelmsd C

Kaavan Ia, Ib tai Ic, jossa R? tai R® sisaltis karb-

oksiryhmdn, mukainen vyhdiste valmistetaan hajottamalla
kaavan Ia, Ib tai Ic, jossa R? tai R® sisdlt8a esteriryh-
m&n, mukaisen vastaavan yhdisteen esteriryhmi.

Hajottaminen voidaan suorittaa kdyttamalls mita
tahansa erilaista Oorgaanisen kemian sinsdnsi hyvin tunnet-
tua menetelmdd. Siten se voidaan suorittaa esimerkiksi
tavanomaisella hydrolyysillsa happamissa tai emiksisissa
Olosuhteissa, joita tarvittaessa voidaan saitaa molekyylin
muiden funktionaalisten ryhmien hydrolyyttisen poistumisen
minimoimiseksi. Myds kun esteri on aralkoksikarbonyyliryh-
md, kuten bentsyylioksikarbonyyli, voi olla mahdollista
suorittaa hajottaminen pelkistdm&lls, esimerkiksi kaytta-
mdlld vetyd suunnilleen ilmakehdn paineessa sopivan kata-
lyytin, kuten palladiumin tai platinan ollessa lasnd sopi-
vasti hiilikantajalla.

Edullisessa menetelmissi kaavan Ia, Ib tai Ic mu-
kaisen esterin hajottamisessa saatetaan esteri reagoimaan
sopivan emaksen, esimerkiksi alkali- tai maa-alkalimetal-
lihydroksidin tai -karbonaatin (kuten litiumhydroksidin,
kaliumhydroksidin, natriumhydroksidin, kalsiumhydroksidin
tai kaliumkarbonaatin) kanssa sopivassa vesipitoisessa
livottimessa tai laimennusaineessa, esimerkiksi vedessa,
mahdollisesti yhdessa veteen sekoittuvan orgaanisen liuot-
timen, kuten metanolin kanssa ja sopivasti ymparistén 1&m-
pbtilassa tai l&helld siti. Kdytettdesssd tdllaista mene-
telmda kaavan Ia, Ib tai Ic mukainen karboksyylihappo,
jossa R? tai R’ sisdltas karboksiryhmédn, saadaan aluksi
hydrolyysiin kdytetyn eméksen vastaavana suolana ja se
voidaan eristdd sellaisenaan tai muuttaa vapaaksi hapoksi
tekemdlls happameksi tunnetulla tavalla.
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Menetelma D

Kaavan Ia, Ib tai Ic mukainen yhdiste, jossa R? tai
R® sisiltad bentseenisulfonyyliaminokarbonyyliryhmén, voi-
daan valmistaa saattamalla vastaava kaavan Ia, Ib tai Ic
mukainen yhdiste, jossa R? tai R® sisiltda karboksiryhmén,
reagoimaan sopivan sulfonamidin kanssa dehydratoivan ai-
neen, esimerkiksi 1-(3-dimetyyliaminopropyyli)-3-etyyli-
karbodi-imidin tai sen hydrokloridi- tai hydrobromidisuo-
lan ldsnd ollessa mahdollisesti yhdess& orgaanisen emak-
sen, esimerkiksi pyridiinin kanssa sopivan liuvuottimen tai
laimennusaineen, esimerkiksi dikloorimetaanin 14snd olles-
sa, lamp®dtila-alueella esimerkiksi 10 - 50 °C, mutta edul-
lisesti ymparistén lampdtilassa tai ldhella sita.

Voi my®s olla toivottua mahdollisesti kayttdad suo-
jaryhmidsd edelld kuvattujen menetelmien aikana kokonaisuu-
dessaan tai niiden osissa; suojaryhm#d voidaan sitten pois-
taa, kun lopputuote on muodostunut [kts. Greene, T. W.,
Protective Groups in Organic Synthesis, Wiley-Interscien-
ce, New York (1981)].

Inhibitiomittaukset

Keksinnon mukaisesti valmistettujen yhdisteiden
kyky toimia elastaasi-inhibiittoreina voidaan aluksi maa-
rittssa tutkimalla keksinndn mukaisesti valmistetun yhdis-
teen Kkyky& inhiboida ihmisen leukosyyttielastaasin (HLE)
vaikutus pienimolekyylipainoisella peptidisubstraatilla.
Inhibiittorin teho arvioidaan m&&ritt#mdlla kineettisesti
inhibiittorin ja HLE:n vuorovaikutuksesta syntyneen komp-
leksin dissosiaatiovakio Ki. Kaytetty substraatti oli ani-
lidi, metoksisukkinyyli-L—alanyyli-L—alanyyli—L-prolyyli-
L-valiini-p-nitroanilidi, jonka ovat kuvanneet Nakajima,
K. et al., J. Biol. Chem. 254 (1979), ss. 4 027 - 4 032,
ja Teshima, T. et al., J. Biol. Chem., 257(9) (1982), ss.
5 085 - 5 091. Naissd kokeissa kaytettyd HLE-entsyymid
voidaan saada valmistajalta Elastin Products, St. Louis,
Missouri, tai entsyymi voidaan puhdistaa menetelmdlly,

jonka ovat esittdneet Viscarello, B. R. et al., Preparati-
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ve Biochemistry 13 (1983), ss. 57 -~ 67, seuraavasti (kaik-
ki toimenpiteet suoritettiin kylmdhuoneessa 4 °C:ssa).

Suolauutto—DNaasikésittely: ldhtbmateriaali, m&r-
kdinen yskés (193 g), homogenoitiin 200 ml:n kanssa kylmda
tislattua vettd ja sentrifugoitiin 30 000 G:ssd 20 minuut-
tia 4 °C:ssa. Supernatantti hyl&ttiin ja pelletti uutet-
tiin korkealla suolapitoisuudella ja sitid k&siteltiin
DNaasilla menetelm&lls, jonka ovat kuvanneet Twumasi, D.
Y. et al. julkaisussa J. Biol. Chem. 252 (1977), ss. 1 917
- 1 926.

Kromatografia elastiiniagaroosilla: DNaasi-kasit-
telysta saatu sakka otettiin kahteen 40 ml:n erdin liuos-
ta, joka sis&lsi 50 mM Tris:ii ja 1,0 M NaCl:a, pH 8, sus-
pensio sentrifugoitiin ja saatu supernatantti vietiin suo-
raan kolonniin, joka sis#dlsi liukoista elastiini-Sepha-

®

rose™ 4B:tid (2,5 x 20 cm). Kolonni pestiin tasapainotus-

puskurilla (50 mM Tris, 50 mM NaCl, pH 8,0), kunnes eluaa-
tin optinen tiheys aallonpituudella 280 nm (OD,s,) palautui
perusarvoon. Lis&a epapuhtautena olevaa proteiinia eluoi-
tiin kahdella kolonnitilavuudella liuosta, joka sisdlsi 50
mM asetaattia ja 1,0 M NaCl:a, pH 5,0. Elastaasi ja katep-
siini G (HLC-G) eluoitiin lopuksi liuoksella, joka sis&lsi
50 mM asetaattia, 1,0 M NaCl:a ja 20 % bDMSO:ta, pH 5,0.

Kolonni kehitettiin nopeudella 6 ml/min ja 10 ml:n frak-
tioita kerattiin. Aktiiviset fraktiot yhdistettiin, dialy-
soitiin kahta 6 litran eraa vastaan liuosta, joka sisdlsi
50 mM asetaattia ja 0,1 M NaCl:a, pH 5,5, ja konsentroi-
tiin 40 ml:ksi AmiCOn®—ultrasuodatusyksikdssé (YM-10-kal-
vo). CM-kromatografia: konsentroitu aktiivinen fraktio

vietiin CM-Sephadex® c-50 -kolonniin (2,2 x 10 cm), joka
oli etuk&teen tasapainotettu liuoksella, joka sisdlsi 50
mM asetaattia ja 0,1 M NaCl:a, pH 5,5, ja kolonni pestiin
talld puskurilla epapuhtautena oleva proteiinin poistami-
seksi. Eluointia jatkettiin liuoksella, joka sis&lsi 50 mM
asetaattia ja 0,2 M NaCl:a, pH 5,5, ja tulokseksi saatiin
kokeessa Bz-L-Phe-L-Val-L-Arg-pNA:ta vastaan piikkiaktii-

visuuden korvautuminen. HLE eluoitiin sitten asetaattipus-
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kurilla, joka sis&dlsi 0,45 M NaCl:a, kun taas HLC-G:n
eluointi vaati 1,0 M NaCl:n lisndoloa puskurissa, kuten
Martodam, R. et al., Preparative Biochemistry 9 (1979),
ss. 15 - 31, ovat kuvanneet. Tamad kolonni kehitettiin no-
peudella 30 ml/h ja 5,5 ml:n fraktioita kerdttiin. N&in
puhdistettua HLE:t&d kaytettiin mittaamaan p-nitroanilii-
nin standardi tuottamisnopeus; mittaus suoritettiin 25
°C:ssa spektrofotometrisesti nédkyvdn spektrin alueella
aallonpituudella 410 nm kayttden automaattista tulostusta
(kaytetty laite: Cary 210 -spektrofotometri, Varian ASSO-
ciates). Reaktiot saatettiin alkuun injektoimalla 10 pl
HLE-liuosta 3 ml:n kyvettiin, joka sisdlsi 2,89 ml pusku-
ria (10 mM natriumfostaatti, 500 mM NaCl, pH 7,6), 50 pl
substraattiliuosta DMSO:ssa ja 50 upl DMSO:ta. Aluksi las-
kettiin p-nitroaniliinin tuoton steady state -reaktiono-
peudet sovittamalla koetulokset lineaariseen riippuvuuteen
ajasta kayttden lineaarista pienimman nelidsumman menetel-
md4. Ilman inhibiittoria m&aritettyd nopeutta kdytettiin
standardina laskettaessa inhibiittorin K;-arvoja.
Poikkeuksetta kaikkien keksinnon mukaisesti saatu-
jen peptidijohdannaisten todettiin olevan HLE:n "hitaasti-
sitovia" inhibiittoreita, ja sen vuoksi tarvittiin erityi-
sid analyysimenetelmi&d, jotta voitaisiin tarkasti m8drit-
t4sa HLE-inhibition K,-arvot ma&rittémiseen [katso Williams,
J. W. ja Morrison, J. F., Meth. Enz. 63 (1979), s. 437,
jossa on kuvattu n&ditéd menetelmid]. Tyypillisessd kokees-
sa 3 ml:n kyvettiin lis&ttiin 2,89 ml puskuria (10 mM nat-
riumfosfaatti, 500 mM NaCl-liuos, pH 7,6), 50 pl inhibiit-
toriliuosta DMSO:ssa ja 50 pl substraattiliuosta DMSO:ssa.
Kyvetti suljettiin, sitd kd@dnneltiin useita kertoja si-
sal16n sekoittamiseksi ja kyvettid pidettiin spektrofoto-
metrissi 25 °C:ssa. Viiden minuutin kuluttua, jona aikana
reaktioliuoksen lampotila oli tasoittunut, kyvettiin 1li-
sdttiin 10 pl entsyymin kantaliuosta reaktion alkuunsaat-
tamiseksi. Inhibiittoripitoisuudella nolla suoritettiin

kaksois- tai kolmoisma&rityksia ja inhibiittorin eri pi-
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toisuuksilla suoritettiin jokaisella vahint&in kolme koet-

ta. Ki—arvot laskettiin kdyttden menetelmii, joita on esi-

tetty edelld mainitussa viitejulkaisussa Williams ja Mor-

rison. Kl—arvot valikoiduille kaavan Ia, Ib ja Ic mukai-

sille yhdisteille olivat luokka 10 M tai alle.
El&dinkokeet

-1

Emfyseeman el&inmallikokeissa eldimille annetaan
henkitorvensisdisesti (i.t.) elastolyyttistd proteaasia,
joka aiheuttaa hitaasti etenevéin, keuhkoja hajottavan vau-
rion. N&m& vauriot arvioidaan normaalisti joidenkin viik-
kojen tai kuukausien kuluttua alkuperdisesta kdsittelysté4.
Nam& proteaasit aiheuttavat kuitenkin myd0s vaurioita, jot-
ka voidaan havaita ensimmdisind tunteina. Aikaisessa vau-
riossa esiintyy ensin verenvuotoa ja vaurio kehittyy en-
simmdisen 24 tunnin Kkuluessa tulehdukselliseksi wvauriok-
si, joka h&visa ensimméisen viikon jdlkeen. Taman aikaisen
vaurion toteamiseksi kaytettiin seuraavaa koemallia.

Hamstereille annettiin ensin kevyt nukutus metohek-
sitaalilla (Brevital, valmistaja Eli Lilly). Sen jalkeen
annosteltiin suoraan henkitorveen fosfaattipuskuroitua
suolaliuosta (PBS), pH 7,4, joko yksin tai sisdltiden 400
Hg ihmisen leukosyyttielastaasia (HLE). 24 tunnin kuluttua
eldimet tapettiin, keuhkot poistettiin ja keuhkoista pois-
tettiin varovasti ylim#ddrdinen kudos. Keuhkon md&rkdpaino
madritettiin, keuhkot huuhdottiin PBS:114 ja huuhtoutunei-
den puna- ja valkosolujen kokonaismidrsd masritettiin.
Keuhkon m&rk&painojen, huuhtoutuneiden punasolujen koko-
naism&8rd ja huuhtoutuneiden valkosolujen kokonaism&&ra
ovat HLE-annon j&lkeen kohonneita annoksista riippuvalla
tavalla. Yhdisteet, jotka ovat tehokkaita elastaasi-inhi-
biittoreita, pystyvat estdmiain tai vdhentamédadn entsyymilla
aiheutetun vaurion voimakkuutta, miki alentaa keuhkon m&r-
képainoa ja pienentda huuhtoutuneiden puna- ja valkosolu-
jen kokonaism&&rdsa verrattuna pelkdn HLE:n antoon. Yhdis-
teet voidaan arvioida antamalla niitad yhdessd HLE:n kanssa

tai erilaisina ajankohtina ennen HLE-antoa niiden kdytto-
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kelpoisuuden mddrittédmiseksi HLE-vaurion estdjind. Keksin-
ndn mukaisesti valmistetut yhdisteet aiheuttivat tilastol-
lisesti merkitsevdi alenemista keuhkojen mdrkdpainossa ja
huuhtoutuneiden solujen kokonaismddrdssd verrattuna pelk-
kadn HLE:hen.

Kaavojen Ia, Ib ja Ic mukaisilla yhdisteilld oli
aktiivisuutta ainakin yhdessid edelld kohdissa "Inhibitio-
mittaukset" tai "Elainkokeet" kuvatussa kokeessa. On to-
dettava, ettei aina saatu suoraa korrelaatiota yhdistei-
den aktiivisuuksien (mitattuna Ki—arvoina inhibitiomit-
tauksessa) ja elainmallikokeissa saatujen huuhtoutuneiden
solujen kokonaismddrdn ja keuhkon markdpainon alenemisen
(verrattuna pelkastdan HLE:n antoon) valille. Uskotaan,
ettad eldinmallikoe ennakoi paremmin t&llaisen yhdisteen
aktiivisuutta emfyseeman hoidossa.

Farmakokinetiikka:

Urospuolisille Syyrian hamstereille (80 - 120 g)
annetaan suonensisidisesti injektiona koeyhdistettd. Ennen
injektiota ja eri ajankohtina sen j&lkeen eldimet nukute-
taan kevyesti eetterilld ja syddnpunkiolla otetaan noin
0,2 ml:n verindytteitid. Veri pannaan 2 ml:n sentrifugiput-
kiin ja veren annetaan hyytyd tunnin ajan. Sitten néayte
sentrifugoidaan ja seerumi poistetaan.

Ladkepitoisuudet mddritetdsn inaktivoimalla ensin
endogeeniset elastaasi-inhibiittorit inkuboimalla 50 pl
seerumia 5 minuuttia yhtd suuren tilavuuden kanssa pusku-
ria, joka sisaltaa 5 mg/ml naudan haimatrypsiinid. Tryp-
siinilla inaktivoitu seerumi (10 pl) lis&taén sitten 0,52
ml:n kyvettiin, joka sis&lt&da puskuria, joka on tehty 20
nM:ksi HLE-pitoisuuden suhteen. 30 minuutin lisdinkuboin-
nin jalkeen reaktio kaynnistetdén lisdamalla substraattia
(350 pl) (MeOSuc-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Val-pNA, 1,6 mM) ja
reaktiota seurataan spektrofotometrisesti aallonpituudella
410 nm. Vertailutarkoituksissa koeyhdisteiden seerumipysy-

vyys madritetddn seuraavalla tavalla:
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Seerumindytteiden prosentuaalinen inhibitio las-

kettiin Seuraavasti:

Vo - vi
Inhibitio-% = x 100
Vo

Keksinndn mukaisesti valmistettuja yhdisteita voi-
daan antaa l&mminveriselle eldimelle, erityisesti ihmi-
selle, keuhkoemfyseeman, ateroskleroosin, nivelreuman ja
luu-niveltulehduksen hoitoon, erityisesti keuhkoemfyseeman
hoitoon. Antotapa voi olla suun kautta, parenteraalinen
mukaan lukien ihonalainen anto osmoottisen pumpun avulla
tai jauhe- tai nesteaerosoli. Yhdisteet voidaan formuloida
tavanomaisella tavalla suun kautta annettaviksi tai paren-
teraalisiksi annosmuodoiksi yhdist&m&lli noin 10 - 250 mg
vhdistetts annosyksikk®da kohti tavanomaiseen vdliainee-
seen, tayteaineeseen, sideaineeseen, séiléntéaineeseen,
stabilointiaineeseen, makuaineeseen ja vastaaviin ainei-
siin ym., kuten tavanomainen farmaseuttinen lddkevalmis-
tus vaatii, esim. kuten US-patenttijulkaisussa 3 755 340
on kuvattu. Parenteraalisessa annossa potilaalle voidaan
antaa yhdistettsa 3 - 4 kertaa pdivédssd 1 - 10 ml suonen-
sisdisesti, lihaksensisidisesti tai ihonalaisesti injektio-
na, joka sisiltdi noin 0,02 - 10 mg yhdistetté/kehonpaino~
kg. Injektio voi sis&8ltdd yhdistetts vesipitoisessa iso-
tonisessa, steriiliss& liuoksessa tai suspensiossa, joka
mahdollisesti Sisdltdsy séilbntéainetta, kuten fenolia, tai
liukenevaksi tekevaa ainetta, kuten etyleenidiamiinitetra-
etikkahappoa (EDTA). Jauheaerosolina yhdisteitd voidaan
annostella samalla tavalla kuin cromolyn-natriumia Spinha-
lerﬁtturboinhalaatiolaiteen avulla (valmistaja Fisons
Corp., Bedford, Massachusetts) annoksena noin 0,1 - 50
mg/kapseli, Jolloin keskikokoisen aikuisen ihmisen annos

onl - 8 kapselia/vrk. Jokainen Spinhalerﬁllaitteessa kay-

tetty kapseli Sisdlt&4 tarvittavan mdaran yhdistettsd, jol-
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loin loppuosa 20 mg:n kapselin sis&dlldsta on farmaseutti-
sesti hyvdksyttdvaa kantaja-ainetta, kuten laktoosia. Nes-
teaerosolina yhdisteitd annostetaan noin 100 - 1 000 ug
painallusta kohti eli standarditilavuuden ponnekaasua ak-
tiivista vapautumista kohti. Nesteaerosolia voidaan antaa
1 - 8 annosta paivdssa, jolloin annosten vaihtelut riippu-
vat hoidettavan tilan vakavuudesta, potilaan painosta ja
aerosolihiukkasten hiukkaskokojakautumasta, silla pienem-
mat hiukkaset tunkeutuvat syvemmdlle keuhkoihin. Ponneai-
neita, esim. fluorattuja hiilivetyja tai isobutaania, ae-
rosolipulloja, -venttiilejé& ja -painonappeja ovat Lachman,
L. et al. kuvanneet teoksessa "The Theory and Practice of
Industrial Pharmacy", Lea and Febiger, Philadelphia
(1976).

Seuraavissa esimerkeissd ja koko selityksessd kay-
tetisn seuraavia lyhenteitd ja merkintoja: atm (atmosfaa-
ri), jolloin 1,013 x 10° Pascalia = 1 atm; Kp. (kiehumis-
piste); °C (celsiusaste): g (gramma); h (tunti); mg (mil-
ligramma); min (minuutti); ml (millilitra): mol (mooli):
mmol (millimooli); sp. (sulamispiste); N (normaalinen); nm
(nanometri); nM (nanomolaarinen); R, (suhteellinen liikku-
vuus TLC:ssa); TLC (ohutlevykromatografia); DCC (disyklo-
heksyylikarbodi—imidi); DMF (dimetyyliformamidi); DMSO
(dimetyylisulfoksidi); Et{)(dietyylieetteri); EtOAc (etyy-
liasetaatti); HOAC (etikkahappo); WSCDI (vesiliukoinen
karbodi—imidi:1—etyyli—3—(3—dimetyyliaminopropyyli)karbo-
di-imidihydrokloridi); Bz (bentsoyyli); HOBT (1-hydroksi-
bentsotriatsoli); MeOH (metyylialkoholi); pd/C (palla-
dium/hiili-katalyytti); PNA (p-nitroanilidi); DMAP (4-di-
metyyliaminopyridiini); NMM (N—metyylimorfoliini); THF
(tetrahydrofuraani); CBZ (bentsyylioksikarbonyyli); t-BOC
(tert—butyylioksikarbonyyli); tR(HPLC—retentioaika minuu-
teissa); HPLC (korkean suorituskyvyn nestekromatografia):
TEA (trietyyliamiini); TFA (trifluorietikkahappo); Ac,0
(etikkahappoanhydridi); DAST (dietyyliaminorikkitrifluori-

4i): Dipal (di-isobutyylialuminiumhydridi); ja zorbax® ops
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-analyyttinen kolonni, 4,6 x 25 cm). Lis8ksi kdytetaan
tavanomaisia alkuaineiden symboleja C, H, N jne. ja tavan-
omaisia aminohappojen lyhennyksid, esimerkiksi proliini
(Pro), valiini (val) jne. On ymmdrrettdvad, etta vleiset
termit, kuten C, ,-alkyyli, kdsittivat sekd suoraketjuiset
ettd haarautuneet alkyyliradikaalit, mutta viittaukset
yksittdisiin alkyyliradikaaleihin, kuten propyyli, tar-
koittavat vain suoraketjuisia ("normaaleja") radikaaleja,
jolloin haarautuneisiin isomeereihin, kuten isopropyyli,
viitataan spesifisesti.IH—NMR-tiedot annetaan delta-arvoi-
na kdyttden sis#disend standardina tetrametyylisilaania.
Esimerkki 1

[3,3-difluori-1-(l-metyylietyyli)-2,4-diokso-4-

[(fenyylimetyyli)-amino]butyyli]karbamiinihappo-

fenyylimetyyliesteri

a) N-bentsyylioksikarbonyyli-L-valinoli
[Kaava XIVa, R’ = QCHZOIC‘:—, R' = CH(CH,),]

0
Bentsyyliklooriformiaattia (91,0 g, 0,532 mol, 95

%$:n puhtaus) lisdttiin pisaroittain 1 tunnissa L-valinolin
(50,0 g, 0,484 mol) ja trietyyliamiinin (60,0 g, 0,6 mol)
esijaahdytettyyn (0 °C) liuokseen CHCl;:ssa (1 500 ml).
Reaktioseosta sekoitettiin 1 tunti O °C:ssa ja sitten sen
annettiin limmeta huoneen l&mpdtilaan 2 tunnin aikana.
Reaktioseos vikevditiin tyhjossé. Saatuun jé#nndkseen li-
sdttiin EtOAc:a (1 500 ml) ja orgaaninen liuos pestiin pe-
rikkdin vesipitoisella 1 N NaOH:lla ja suolaliuoksella.
Orgaaninen faasi kuivattiin MgSO,:1la ja sitten suodatet-
tiin ja vdkevditiin tyhjdssad. Saatu jaannos puhdistettiin
flash-kromatografialla silikageelikolonnissa (6 x 30 cm)
kdyttden Et,0/heksaanin (1:5) asteittaista gradienttia ja
sen jidlkeen puhdasta Et0,:a, jolloin saatiin tuote (91,4 g)
valkoisena vahamaisena aineena. TLC, R, = 0,23, silikagee-
1li, heksaani/Et,0 (50:50).
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b) N—bentsyylioksikarbonyyli—L-valinaali
[Kaava VIa, RA = ¢CHZO|ClZ—, R' = CH(CH,),]
o
DMSO:n (107,2 g, 1,372 mol) liuos CH,Cl,:ssa (150
ml) lis&dttiin pisaroittain 0,5 tunnissa oksalyylikloridin
(87,1 g, 0,686 mol) esijaahdytettyyn (-60 °C) sekoitettuun
liuokseen CH,Cl,:ssa (800 ml) typpiatmosfairissi. Seoksen

ldmpdtila nousi -45 °C:seen. Esimerkin la tuotteen (81,5 g,
0,343 mol) liuos CH,Cl,:ssa (300 ml) lisattiin pisaroittain
45 minuutissa -30 °C:ssa. Reaktioseosta sekoitettiin 50 mi-
nuuttia -25 °C:ssa, jaahdytettiin -40 °C:seen ja lisdttiin
Pisaroittain 45 minuutissa -40 °C:ssa di-isopropyyliamiinin
(177,4 g, 1,372 mol) liuos CH,Cl,:ssa (250 ml). Reaktio-
seosta sekoitettiin 1 tunti sen ldmmetessd huoneen lamp&-
tilaan. Reaktioseos laimennettiin CH,Cl,:1la (1 500 ml) ja
orgaaninen faasi pestiin vesipitoisella 1 N HCl:1lla ja
sitten viakev®ditiin tyhjossd tuotteen (98 g) saamiseksi
vihre&nd 6ljynsg, jota kdytettiin heti enempdd puhdistamat-
ta. TLC, R, = 0,48, silikageeli, heksaani/Et,0 (50:50).

c) N—bentsyylioksikarbonyyli—L-valinaali—dietyyli-

asetaali
[Kaava XvVa, R®A = ¢CHZO$‘:—, R' = CH(CH,),]
0

Trietyyliortoformiaattia (700 g, 4,723 mol), abso-
luuttista EtOH:a (800 ml) ja p-tolueenisulfonihappomono-
hydraattia (5,0 g, 0,343 mol) lisdttiin osaan esimerkin 1b
tuotetta (81 g, 0,343 mol). Seosta sekoitettiin 10 minuut-
tia huoneen lampttilassa ja vdkev®ditiin sitten tyhjossa.
Saatu j&84nn8s liuotettiin Et,0:iin ja pestiin kylldstetylli
vesipitoisella NaHCO,:1lla. Orgaaninen faasi kuivattiin
Na,S0,:1la, suodatettiin ja v8kevoitiin tyhj®6ssd raakatuot-
teen saamiseksi. T&ami tuote puhdistettiin flash-kromato-
grafialla silikageelilli kdyttden heksaanin asteettaista
gradienttia CH,Cl,/heksaanin ja EtOAc/CH,Cl,:n (30:70) seok-
sissa, jolloin tuote saatiin vaaleankeltaisena 6ljyné&.
TLC, R, = 0,21, silikageeli, CH,Cl,/petrolieetteri (50:50).
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d) L—valinaalidietyyliasetaali

[Kaava XVIIIa, R' = CH(CH,),]

Seosta, jossa oli esimerkin 1lc tuotetta (147,8 g,
0,478 mol) ja 10 % Pd/C:td (10 g) EtOAc:ssa (1 500 ml),
sekoitettiin vetyatmosfasrisss (1 atm), kunnes 2 500 ml

vetyd oli kulunut. Kahdesti t&na aikana reaktio keskeytet-
tiin ja lis&ttiin 10 % Pd/C:t& (10 g). Sitten reaktioseos
suodatettiin piimaakerroksen livitse. Lis&ttiin 10 %
Pd/C:td (10 g) ja reaktioseosta sekoitettiin, kunnes 10,92
litraa vety4d oli kulunut. Reaktioseos suodatettiin piimaan
lavitse ja suodos vikevéitiin tyhjosséd, jolloin saatiin
tuote (78,8 g) vaaleankeltaisena 61jyna [a],®” = +7,8°.

e) [Kaava VIIa, RA = ¢CHZO(NZ—, R' = CH(CH,),]

0

Osa esimerkin 1b mukaisesta vyhdisteestad (3,0 g,
12,7 mmol), etyyli-2-bromi-2,2-difluoriasetaattia (2,58 g,
12,7 mmol) ja Zn-polya (1,22 g) Kkuumennettiin palautus-
jasahdyttsen THF:ssa (30 ml) 0,5 tuntia. Lis&ttiin lisas
Zn-p8lysd (1,22 g) ja etyyli-2-bromi-2,2-difluoriasetaattia
(2,58 g, 12,7 mmol) ja saatua liuosta kuumennettiin palau-
tusjddhdyttden vield 1 tunti. Liuos j&&hdytettiin huoneen
lédmpdtilaan ja lis#ttiin etyyliasetaattia (150 ml). Etyy-
liasetaattiliuos pestiin perdakkdin 1 M KHSO,:1la ja suola-
liuoksella. Orgaaninen kerros kuivattiin Na,S0,:11la, suoda-
tettiin ja liuotin poistettiin alennetussa paineessa raa-
katuotteen (2,4 g) saamiseksi. Tuote puhdistettiin flash-
kromatografialla silikageelillsd eluoimalla etyyliasetaat-
ti/heksaanilla (35:65), jolloin lopputuote (0,9 g) saatiin
6ljyna. TLC, R = 0,55, silikageeli, etyyliasetaatti/hek-
saani (35:65).

f) [Kaava va, R’A = @CH,0C-, R! - CH(CH,),,

R® = CONHCH,Q] g

Osa esimerkin le tuotteesta (0,5 g, 0,7 mmol),
bentsyyliamiinia (240 ml) ja etanolia (20 ml) kuumennet-
tiin 65 °C:ssa 2 tuntia. Saatu liuos j4shdytettiin huoneen
ldmpdtilaan ja liuotin pPoistettiin alennetussa paineessa
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raakatuotteen saamiseksi. Tuote puhdistettiin flash-kroma-
tografialla silikageelills eluoimalla etyyliasetaatti/klo-
roformilla (15:85), jolloin saatiin tuote (0,56 g) kirk-
kaana 6l1jyn&. TLC, R, = 0,5, silikageeli, etyyliasetaatti/-
kloroformi (15:85).

g) [Kaava Ia, RA = wcnzo%-, R' = CH(CH,),,

R* = CONHCH,(] o]

Esimerkin 1f tuotetta (0,56 g, 1,34 mmol), etikka-
happoanhydridia (10 ml) ja dimetyylisulfoksidia (10 ml)
sekoitettiin huoneen lampdtilassa typpiatmosféédrissa 24
tuntia. Lis&ttiin jaavettd (100 ml) ja liuosta sekoitet-
tiin 3 tuntia. Kiinted saostuma (0,3 g) otettiin talteen
ja pestiin vedelld ja petrolieetterilld. Kiintedn tuotteen
sulamispiste oli 78 - 80 °C.

Analyysi yhdisteelle C,,H,,N,O,F;:

Laskettu: C 63,1 H 5,78 N 6,69

Saatu: C 62,77, 62,98 H 5,67, 5,71 N 6,34, 6,20
Esimerkki 2
N—[3,3—difluori-1—(l—metyylietyyli)—2,4—diokso—

4—[(fenyylimetyyli)amino]butyyli]—l—(1-okso—6—

fenyyliheksyyli)-2-pyrrolidiinikarboksiamidi
a) [Kaava XIVb, R’A = ¢CHZO$'3-, R' = CH(CH,),]

o)
Isobutyyliklooriformiaattia (5,4 g, 0,034 mol) li-

sdttiin N-bentsyylioksikarbonyyli-L-proliinin (9,8 g,
0,039 mol) ja N-metyylimorfoliinin (4,0 g, 0,039 mol)
liuokseen Kkuivassa THF:ssa (150 ml) -20 °C:ssa typpiatmos-
fadrissid. Reaktioseosta sekoitettiin 10 minuuttia ja jé&&h-
dytettiin sitten -40 °C:seen. Lis&ttiin pisaroittain L-va-
linolin (4,06 g, 0,039 mol) liuos kuivassa THF:ssa (75
ml). Reaktioseoksen annettiin l&mmetd huoneen ldmp&tilaan
ja sekoitettiin y6n yli. Reaktioseos suodatettiin ja
liuottimet poistettiin tyhjodssd. Jaadnnds otettiin
EtOAc:iin ja pestiin perdkk&in vesipitoisella 1 N HCl:1la,
kyllastetylls vesipitoisella NaHCO;:1la ja suolaliuoksella.

Orgaaninen faasi kuivattiin Na,SO,:1la, suodatettiin ja va-
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tednd aineena. TLC, R, = 0,2, silikageeli, MeOH/CHCl3
(5:95).

b) Kaava VIb, R’A - Q)CHZO%Z—, R' = CH(CH,),]

¢}

DMSO:n (10,3 g, 0,132 mol) liuos kuivassa CH,Cl,:ssa
(40 ml1) lis&ttiin Pisaroittain oksalyylikloridin (8,4 g,
0,006 mo1l) sekoitettuun liuokseen kuivassa CH,Cl,:ssa (100
ml) jadhdytettyna -60 °C:seen typpiatmosfiasrissy. Reaktio-
Seosta ldmmitettiin Sitten -25 °C:seen ja lis&ttiin pisa-
roittain esimerkin 23 tuotteen (11,0 g, 0,033 mol) liuos
kuivassa CH,Cl1,:ssa (40 ml). Reaktioseosta sekoitettiin 30
minuuttia ja di—isopropyylietyyliamiinin (17,0 g, 0,132
mol) liuos kuivassa CH,Cl,:ssa (25 ml) lis&ttiin pisaroit-
tain siten, etts ldmpotila pPysyi alle -25 °C:n. Reaktioseos
laimennettiin CH,C1l,:11a (300 ml) ja pestiin vesipitoisella
1 N HCl:11a ja sitten suolaliuoksella. Orgaaninen faasi
kuivattiin Na,S0,:11a, Suodatettiin ja vdkevSitiin tyhjds-
sd, jolloin saatiin raakatuote (10,96 g) keltaisena 6ljy-
nd, jota kdytettiin heti Seuraavassa reaktiossa esimerkis-~
sa 2c. TLC, R, = 0,56, silikageeli, MeOH/CHC1, (5:95),

c) [Kaava XVb, RA - @cnzoicl—, R' = CH(CH,),]

0

Lisattiin p—tolueenisulfonihappoa (0,475 g, 0,0025
mol) esimerkin 2b tuotteen (10,96 g, 0,033 mol) ja tri-
etyyliortoformiaatin (48,8 g, 0,330 mol) liuokseen abso-
luuttisessa etanolissa (75 ml). Reaktioseosta sekoitettiin
15 minuuttia ja vékevditiin sitten tyhjossa. Jaannos otet-
tiin EtOAc:iin ja pestiin perdkkdin kyllastetylla vesipi-
toisella NaHCO,:11a ja suolaliuoksella. Orgaaninen faasi
Kuivattiin Na,S0,:11a, Suodatettiin ja vikevéitiin raaka-
tuotteen Saamiseksi keltaisena 6ljynd. Tuote puhdistettiin
flash—kromatografialla silikageelillj kdyttéden gradienttia
alkaen CHC1,:sta ja pddttyen MeOH/CHC1,:een (2,5:97,5) elu-
oimisaineena, jolloin tuote (13,18 g) saatiin vaaleankel -
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taisena ®ljyna. TLC, R¢ = 0,54, silikageeli, MeOH/CHC1,
(2:98).

d) [Kaava XVIIID, R' = CH(CH;),]

Liuosta, jossa oli esimerkin 2c menetelm&n mukai-

sesti valmistettua tuotetta (12,0 g, 0,0296 mol), abso-
luuttista etanolia (125 ml) ja 10 % pP4/C:ta (1,2 g,
0, 0296 mol), sekoitettiin vetyatmosféérissé noin 4 tuntia.
Lisattiin lisaa Pd/C:ta (1,2 g) ja reaktioseosta sekoitet-
tiin y6n yli 1 vetyatmosféérissé. Lisattiin viela erd 10 %
pd/C:ta (1,2 g) ja reaktioseosta sekoitettiin 1 vetyatmos-
fsarissa 5 tuntia. Sen jdlkeen 1isattiin vield 10 %
pd/C:td (1,2 g) ja reaktioseosta sekoitettiin yon yli 1
vetyatmosféarissé. Reaktioseos suodatettiin piimaan lavit-
se ja vakevoitiin tyhjossa. Jiannds otettiin absoluutti-
seen etanoliin (250 ml): 1isattiin lisaa 10 % Pd4/C:ta
(2,0 g) ja reaktioseosta sekoitettiin 1 vetyatmosféérissé
2,5 tuntia. ReaktioseOs suodatettiin ja vakevoitiin tyh-
jossa, jolloin tuote (7,42 g) saatiin keltaisena lasina.
TLC, R, = 0,44, silikageeli, CH,0H/CHCl, (10:90).

e) [Kaava XVb, R’A = Q(CHz)sc‘E—, R' = CH(CH;),]

o)

Fenyyliheksaanihapon (1,27 g, 1,4 mmol), karbonyy-
1idi-imidatsolin (CDI1) (0,230 g, 1,4 mmol) ja THF:n (20
ml) liuosta sekoitettiin huoneen lampotilassa typpiatmos-
fasrissa 1 tunti. Osa esimerkin 2d tuotteesta (0,387 g,
1,42 mmol) l1isattiin ja saatua liuosta sekoitettiin huo-
neen lampotilassa yon yli. Lisattiin kylléstettya NaHCO,:a
ja vettd ja 1iuosta sekoitettiin 1 tunti. Liuotin poistet-
tiin alennetussa paineessa ja lisdttiin etyyliasetaattia
(50 ml). Orgaaninen kerros otettiin talteen, kuivattiin
Na,S0,:11a, suodatettiin ja liuotin poistettiin alennetussa
paineessa, jolloin saatiin raakatuote vaaleankeltaisena
6ljyna. Tuote puhdistettiin flash—kromatografialla silika-
geelilla eluoiden metanoli/kloroformilla (3:97), jolloin
lopputuote saatiin kirkkaana 6ljyna (0,35 g)- TLC, R =
0,45, silikageeli, etyyliasetaatti/heksaani (66:33).
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f) [Kaava XVb, R’A = c/)(cx-xz)s%-, R' = CH(CH,),]
0

Esimerkin 2e tuotteen (0,33 g, 0,74 mmol), p-tolu-
eenisulfonihapon (0,14 g, 0,75 mmol) ja asetonin (10 ml)
liuosta sekoitettiin huoneen l&mpdtilassa 3 tuntia. Liuo-
tin poistettiin alennetussa paineessa ja j&annés liuotet-
tiin etyyliasetaattiin. Etyyliasetaattiliuos pestiin
S-%:isella vesipitoisella NaHCO,:11la ja suolaliuoksella ja
orgaaninen kerrros Kuivattiin MgSO,:1la, suodatettiin ja
liuvotin poistettiin alennetussa paineessa, jolloin saatiin
tuote (0,26 g) kirkkaana 6ljyna. TLC, R, = 0,28, silikagee-
li, EtOAc/heksaani (2:1).

g) [Kaava VIIb, R’A = ¢(CH2)5|CI—, R' = CH(CH,),]

o]

Esimerkin 2f tuotteen (0,26 g, 0,7 mmol), Zn-pblyn
(0,077 g, 0,88 mmol) ja THF:n (10 ml) liuosta sekoitettiin
palautuksella 0,5 tuntia. Lisdttiin lisss Zn-polyd (0,077
g, 0,88 mmol) ja etyyli—2—bromi—2,2—difluoriasetaattia
(0,18 g, 0,88 mmol) ja liuosta sekoitettiin palautuksella
vield 2 tuntia. Liuos jaddhdytettiin huoneen lampétilaan ja
lis&ttiin etyyliasetaattia (60 ml). Saatu liuos pestiin
1 M KHSO,:11a ja suolaliucksella ja orgaaninen kerros otet-
tiin talteen, kuivattiin Na,S0,:11a, suodatettiin ja liuo-
tin poistettiin alennetussa paineessa, jolloin saatiin
tuote (0,350 g) 6l1jyna. TLC, R; = 0,6, silikageeli, etyyli-
asetaatti/heksaani (2:1).

0}

h) [Kaava vb, R’A = ¢(CH2)5&-, R' = CH(CH,),,

R® = CONHCH,@]

Esimerkin 2g tuotteen (0,35 g, 0,7 mmol), bentsyy-
liamiinin (0,3 ml, 2,8 mmol) ja etanolin (10 ml) liuosta
sekoitettiin 80 °C:ssa typpiatmosfddrissi 4 tuntia ja sit-
ten sekoitettiin huoneen lampdtilassa yli y&n. Etanoli
Poistettiin alennetussa Paineessa, jolloin raakatuote saa-
tiin keltaisena 6ljynd. Tuote puhdistettiin flash-kromato-
grafialla silikageelills kdyttden eluenttina CH;OH/CHC1,:a
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(3:97), jolloin saatiin lopputuote (0,25 g) vaaleankeltai-
sena 6l1jyna. TLC, R, = 0,5, silikageeli, CH;OH/CHCl,; (3:97).
i) [Kaava Ib, R'A = @(CHZ)SCHJ—, R’ = CH(CH,),,

R* = CONHCH,®] 0

Liuosta, jossa oli osa esimerkin 2h tuotetta (0,15
g, 0,27 mmol), DMSO:a (2,0 ml) ja etikkahappoanhydridia
(2,0 ml), sekoitettiin yon yli huoneen lampottilassa. Li-
sdttiin jasvettd (30 ml) ja liuosta sekoitettiin viela 1
tunti. Lisattiin etyyliasetaattia (50 ml) ja orgaaninen
kerros otettiin talteen, pestiin NaHCO;:n kyllastetylla
vesiliuoksella ja suolaliuoksella. Etyyliasetaattiliuos
kuivattiin Na,SO,:1la, suodatettiin ja liuotin poistettiin
alennetussa paineessa raakatuotteen saamiseksi (0,12 g).
Tuote puhdistettiin flash-kromatografialla silikageelilla,
jolloin saatiin lopputuote 6ljyna (0,05 g). TLC, R, = 0,66,
silikageeli, EtOAc/heksaani (2:1). 'H-NMR (DMSO-d,): 0,83
(m, 6H), 1,2 - 2,2 (m, 13H), 2,5 (m, 2H), 3,4 (m, 2H), 4,0
- 4,5 (m, 6H), 4,75 (m, 1H), 7,2 (m, 10H), 8,3 - 8,55 (m,
1H) ja 9,7 (m, 1lH).

Esimerkki 3

N—[(fenyylimetoksi)karbonyyli]—L-valyyli—N—[3,3-

difluori—l—(l-metyylietyyli—z,4-diokso—4—[(fenyyli—

metyyli)amino]butyyli]-L—proliiniamidi

[Kaava Ic, R’A = ¢cnzoc‘:—, R* = H, R® = CH(CH,),,

R' = CH(CH,),, O R = CONHCH,9]

a) N—bentsyylioksikarbonyyli—L—valyyli—L—proliini—

t-butyyliesteri

N—bentsyylioksikarbonyyli-L—valiinin (56,25 g,

0,244 mol) ja HOBT:n (60,67 g, 0,45 mol) liuos DMF:ssa
(565 ml) jaahdytettiin 5 °C:seen. Lisattiin yhdelld kertaa
DCC:a (50,89 g, 0,247 mol). Seosta sekoitettiin 15 minuut-
tia 5 °C:ssa ja sitten lisdttiin L-proliini-t-butyylieste-
ria (38,36 g, 0,224 mol). Seosta sekoitettiin viela 2 tun-
tia 5 °C:ssa ja sitten 48 tuntia huoneen lampdtilassa. Seos
suodatettiin ja vakevoitiin tyhjossa. Oljymdinen jaannos

liuotettiin EtOAc:iin (1 litra) ja pestiin perdkkdin
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20-%:isella vesipitoisella sitruunahapolla, kylléastetylla
vesipitoisella NaHCO;:1la ja suolaliuoksella. Orgaaninen
faasi kuivattiin Na,S0,:1la, suodatettiin ja vdkevditiin
tyhj6ssd, jolloin saatiin tuote (92 g) valkoisena vaahto-
na. TLC, R, = 0,9, silikageeli, CHC1l,/EtOAc (85:15).
gl_ﬁjbentsyylioksikarbonyyli-L—valyyli—L—proliini
[Kaava XVIIc, R’A = ¢CH20%~, R* = H, R’ = CH(CH,),]
0
Trifluorietikkahappoa (70 ml, 0,90 mol) lisattiin

Osaan esimerkin 3a tuotetta (16,5 g, 39,2 mmol) CH,Cl,:ssa
(100 ml) huoneen lamp&tilassa ja saatua seosta sekoitet-
tiin 3 tuntia. Liuos laimennettiin tolueenilla (100 ml) ja
vakevditiin tyhjossa. J&&nnds otettiin tolueeniin ja vake-
vOitiin 5 kertaa, jolloin tuote (12,85 g) saatiin nahanvi-
risend kiinteins aineena. TLC, R, = 0, 45, silikageeli,
MeOH/CH,C1, (5:95).

c) N-bentsyylioksikarbonyyli—L-valyyli—L—prolyyli—

L-valinaalidietyyliasetaali
6]

[Kaava XVc, R’A = ¢cnzog-, R' = H, R’ = CH(CH,),,

R' = CH(CH,),]

HOBT:a (4,21 g, 31,1 mmol) lis&ttiin liuokseen,
jossa o0li osa esimerkin 3b tuotetta (5,17 g, 15,55 mmol)
Jja L-valinaalidietyyliasetaalia (saatu esimerkin 1d mukai-
sesti) (2,73 g, 15,55 mmol) kuivassa THF:ssa (75 ml)

0O °C:ssa typpiatmosfasrissa. Tats liuosta sekoitettiin 15
minuuttia ja lis&ttiin 1-(3—dimetyyliaminopropyyli)—3—
etyylikarbodi—imidihydrokloridia (3,28 g, 17,1 mmol) ja
sen jédlkeen N-metyylimorfoliinia (2,36 g, 23,3 mmol).
Seosta sekoitettiin 1 tuntji O °C:ssa ja 3 p&ivis huoneen
lampotilassa. Reaktioseos vikevditiin tyhjbéssd ja jadnnds
jaettiin EtOAc:n ja veden kesken. Orgaaninen kerros eris-
tettiin ja pestiin perakkdin vesipitoisella 1 N HCl:11la,
suolaliuoksella, kyllastetylls NaHCO,:1la ja suolaliuoksel-
la. Kuivattiin sitten MgSO,:1la, suodatettiin ja vakevoi-

tiin viskoosiseksi Oljyksi. Tuote puhdistettiin flash-
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kromatografialla silikageelilla eluoiden CH,C1,/Et,0/-
MeOH:1la (75:25:0,5), jolloin saatiin variton oljy (4,4
g). TLC, R, = 0,55, silikageeli, CH,C1,/Et,0/MeOH
(75:25:0,5).
d)L—valyyli—L—prolyyli-L-valinaali—dietyyliasetaa—
1i
[Kaava XVIIIc, R* = H, R? = CH(CH,),, R

CH(CH,),]

Osa esimerkin 3c mukaista tuotetta (3,63 g, 7,18
mmol) ja 10 % Pd/C:té (0,5 g ) EtOH:ssa (75 ml) hydrattiin
Parr-ravistimessa (3 atm H,). Kun teoreettinen maarda ve-
tyad oli kulunut, seos suodatettiin piimaan ldvitse ja va-
kevditiin tyhjossd, jolloin saatiin tuote (2,5 g). TLC, R;
= 0,3, silikageeli, MeOH/CH,C1, (1:9).

e) N—bentsyylioksikarbonyyli—L—valyyli—L—prolyyli—

L-valinaali

0

[Kaava VIc, RA = ¢cazog—, R = H, R’ = CH(CH;),,

R' = CH(CH,),]

Seosta, jossa oli p-tolueenisulfonihappoa (150 mg)
ja osa esimerkin 3¢ tuotetta (500 mg, 0,988 mmol) aseto-
nissa (70 ml), sekoitettiin huoneen lampotilassa 3 tuntia.
Seos viakevditiin tyhjossd ja ja&annos liuotettiin
EtOAc:iin. Tami liuos pestiin 5-%:isella vesipitoisella
NaHCO,:1la ja suolaliuoksella, kuivattiin MgSO,:1lla, suoda-
tettiin ja vakevditiin, jolloin saatiin lasimainen tuote
(410 mg). TLC, R, = 0,60, silikageeli, CH,C1l,/MeOH (95:5).

£) [Kaava VIIc, RA = (Z)CHZOC‘i—, R* = H, R? = CH(CH;),,

R' = CH(CH,), 0

Esimerkin 3e mukaisella menetelmédlla valmistettua
tuotetta (0,62 g, 1,5 mmol), Zn-polyd (0,13 g), etyyli-2-
bromi-2,2-difluoriasetaattia (0,336 g, 1,65 mmol) ja THF:a
(9,0 ml) kuumennettiin palautuksella 0,5 tuntia. Lisattiin
viela Zn-podlya (0,13 g) ja etyyli—z—bromi—z,2-difluoriase-
taattia (0,33 g, 1,65 mmol) ja annettiin palautua viela 1
tunti. Liuos jaahdytettiin huoneen lampdtilaan ja lisat-

tiin etyyliasetaattia (70 ml). Saatu livos pestiin 1 M
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KHSO,:11a ja suolaliuoksella ja orgaaninen kerros otettiin
talteen, kuivattiin Na,80,:11a, suodatettiin ja liuotin
poistettiin alennetussa paineessa raakatuotteen saamisek-
si, joka puhdistettiin flash—kromatografialla silikagee-
1il118 eluoimalla heksaani/etyyliasetaatilla (30:70), jol-
loin saatiin lopputuote (0, 66 g) 6ljyna. TLC, R, = 0,7,
silikageeli, heksaani/etyyliasetaatti (30:70).

g) [Kaava vc, RA = @CH,0C-, R* = H, R? = CH(CH,),,

R' = CH(CH,), , 8 R® = CONHCH,@]

Osa esimerkin 3f tuotetta (0,41 g, 0,74 mmol),
bentsyyliamiinia (0,16 ml, 1,48 mmol) ja etanolia (5 ml)
sekoitettiin 65 °C:ssa 5 tuntia. Saatu liuos jddhdytettiin
huoneen lamp&tilaan ja liuotin poistettiin alennetussa
paineessa raakatuotteen saamiseksi. Tuote puhdistettiin
flash-kromatografialla, jolloin saatiin lopputuote (0, 3 g)
kirkkaana 6ljyna. TLC, R, = 0,6, silikageeli, heksaani/-
etyyliasetaatti (30:70).

h) [Kaava Ic, RA = @CH,0C-, R* = H, R? = CH(CH,),,

R' = CH(CH,),, b R® = CONHR®, R® = CH,p]

Esimerkin 3g tuotetta (0,30 g, 0,46 mmol), DMSO:a
(4,0 ml) ja etikkahappoanhydridié (4,0 ml) sekoitettiin
vyhdess& huoneen lampotilassa typpiatmosfédsdrisss 24 tuntia.
Lisdttiin jaavetta (80 ml) ja saatua liuvosta sekoitettiin
3 tuntia. Lisdttiin etyyliasetaattia (100 ml) ja orgaani-
nen kerros otettiin talteen ja pestiin NaHCO,;:n kyll&ste-
tylls vesiliuoksells. Orgaaninen kerros otettiin talteen,
kuivattiin Na,s0,:11a, suodatettiin ja liuotin poistettiin
alennetussa Paineessa raakatuotteen (0,26 g) saamiseksi.
Tuote puhdistettiin flash-kromatografialla silikageelillsy,
jolloin saatiin lopputuote (0,2 g) valkoisena vaahtona.
TLC, R, = 0,5, silikageeli, etyyliasetaatti/heksaani
(50:50).

Analyysi yhdisteelle C3:0¢N, HF, « % H,0:
Laskettu: C 61,62 H 6,62 N 8,98
Saatu: C 61,88, 61,57 H 6,52, 6,46 N 8,64, 8,73
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Esimerkki 4
2—[[[3,3—difluori—1—(l—metyylietyyli)—2,4—diokso—

4—[(2—fenyylietyyli)amino]butyyli]amino]karbonyy—

li]—1—pyrrolidiinikarbonyylihappofenyylimetyylies-

teri

[Kaava Ib, R® = CONHR?, R® = CH,CH,@, R’A = (Z)CHZO%Z—,
R! = CH(CH,;),] o}
a) [Kaava VIb, R' = CH(CH,),, R’ = (bCHzoc‘f-]

0

Esimerkin 2c mukaisella menetelmalla saadun tuot-
teen (24 g, 60 mmol), p—tolueenisulfonihapon (2,4 g) jJa
asetonin (1 600 ml) liuosta sekoitettiin huoneen lampoti-
lassa 5 tuntia. Asetoni poistettiin vesi-imutyhj®ssd, jol-
loin jaljelle jai 6ljymdinen jaannos. Se otettiin kloro-
formiin ja kloroformiliuos pestiin kyllastetyllad NaHCO,:11la
ja sitten suolaliuoksella ja kuivattiin MgSO,:1la. MgSO,
suodatettiin pois ja suodos vakevditiin tyhjossa, jolloin
saatiin tuote (17,67 g, 91 %:n saanto) meripihkan vd@risena
dljynd. TLC, R, = 0,46, silikageeli, CHC1,/MeOH (95:5).

0

b) [Kaava VIIb, R! = CH(CH,),, R’A = (DCHZO(.:—]

Seosta, jossa oli osa esimerkin 4a mukaisella mene-
telmalla saatua tuotetta (2,5 g, 7,75 mmol), etyyli-2-bro-
mi-2,2-difluoriasetaattia (1,57 g, 7,75 mmol), aktivoitua
sinkkia (0,505 g, 7,75 mmol) ja kuivaa THF:a (125 ml),
kuumennettiin lievdlla palautuksella typpiatmosféarissé 1
tunti. Sitten seoksen annettiin jaghtya juuri palautus-
jaahdytyslampotilan alapuolelle ja lisattiin lisdd etyyli-
2—bromi—2,2-difluoriasetaattia (1,57 g, 7,75 mmol) ja ak-
tivoitua sinkkid (0,505 g, 7,75 mmol). Reaktioseosta kuu-
mennettiin uudelleen lievdlla palautuksella ja pidettiin
palautuvana 3 tuntia. Seos jaahdytettiin ja lisattiin
etyyliasetaattia (400 ml). Etyyliasetaattiliuos pestiin
1 M KHSO,-liuoksella ja suolaliuoksella ja kuivattiin
MgSO,:11la. MgSO, suodatettiin pois ja suodos vakevoitiin

vesi-imutyhj®ssa raakatuotteen (3,7 g) saamiseksi. Se puh-
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distettiin flash-kromatografialla (EtOAc/heksaani, 1:1,
silika), jolloin saatiin 1,53 g (45 %:n saanto) haluttua
tuotetta vaaleankeltaisena vahamaisena aineena. TLC, R, =
0, 45, silikageeli, petrolieetteri/EtOAc (33:66).

c) [Kaava VIIIb, R’A = ¢cnzo?|—, R' = CH(CH,),,

R® = CH,CH,@) o]

Seosta, jossa oli Osa esimerkin 4b tuotetta (0,5 g,
1,09 mmol), 2-fenyyliamiinia (0,26 g, 2,18 mmol) ja abso-
luuttista etanolia (20 ml), Kuumennettiin liev&llsd palau-
tuksella samalla sekoittaen typpiatmosfasdrisss 4 tuntia.
Sitten seoksen annettiin j&&htyd huoneen ldmpétilaan Jja
sekoitettiin yon yli huoneen lamp6tilassa. Seos vakevoi -
tiin tyhjosss ja saatu jaannss liuotettiin CH,C1,:iin.
CH,Cl,-1liuos pestiin 1 N HCl:11la Jja suolaliuoksella, Kui-
vattiin MgsQ,:11a, suodatettiin ja suodos vakevditiin tyh-
jOssd, jolloin puhdistamisen jalkeen flash-kromatografial—
la [CH,C1/MeOH (98:2)] saatiin tuote (0,35 g, 60 %) valkoi-
Sena kiinte&dni aineena. TLC, R, = 0,2, silikageeli,
CHC1,/CH,0H (95:5).

d) [Kaava Ib, R* = CONHR®, R® - CH,CH,®, R’A =

(acnzo%—, R' = CH(CH,),]

o)

Dess—Martin—perjodinaanin (2,42 g, 5,72 mmmol) ja
kuivan CH,C1,:n (5 ml) liuos lisdttiin esimerkin 4c tuot-
teen (0,3 g, 0,57 mmol) ja kuivan CH,Cl,:n (20 ml) sekoi-
tettuun liuokseen huoneen lampétilassa typpiatmosf&sdrissy.
Lis&ttiin TFA:a (0,65 g, 5,72 mmol) ja saatua seosta se-
koitettiin huoneen lampotilassa yon yli. Etyyliasetaattia
(25 ml) lis&ttiin reaktioseokseen ja seos uutettiin kyl-
lastetylls Na,S,0,:114, kyllastetylls NaHCO,:1la ja suola-
liuoksella. Kuivattiin MgS0O,:11a, suodatettiin ja suodos
vdkevoitiin tyhj6ssd, jolloin puhdistamisen j&lkeen
flash-kromatografialla [MeOH/CHCl3 (3:97)] saatiin tuote
(0,1 g, 33 %). TILC, R; = 0,74, silikageeli, CHC1,/CH,OH
(95:5).
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Analyysi yhdisteelle C,gH33F,N;O + 1,5 H,0:

Laskettu: C 60,42 H 6,50 N 7,55

Saatu: C 60,46 H 6,00 N 7,54
Esimerkki 5

2-[[[3,3-difluori-l—(l—metyylietyyli)—2,4-diokso—

4-[(fenyylimetyyli)amino]butyyli]amino]karbonyx:

li]—l—pyrrolidiinikarboksyylihappofenyylimetyyli-

esteri

[Kaava Ib, R® = CONHR®, R® = CH,0, R! = CH(CH,;),,

RA = (DCHZO(';,—]

° [

a) [Kaava VIIIb, R’A = @PCH,0C-, R' = CH(CHj),,

R® = CH,9

Kayttden esimerkin 4c mukaista menetelmda saatet-
tiin esimerkin 4b mukaisella menetelmillsd valmistettu tuo-
te reagoimaan bentsyyliamiinin kanssa raakatuotteen saami-
seksi, joka puhdistettiin flash-kromatografialla silika-
geelilla eluoiden MeOH/CHCl,:lla (2:98), jolloin saatiin
otsikoitu tuote (53 %). TLC, R; = 0,66, silikageeli,
MeOH/CHC1l, (5:95).

b) [Kaava Ib, R = CONHR?, R® = CH,@, R' = CH(CH,),,

R’A = @cuzo%-]

0

K4yttden esimerkin 4d menetelmad hapetettiin esi-
merkin 5a tuote, jolloin puhdistamisen jadlkeen flash-kro-
matografialla [MeOH/CHC1, (2:98)] saatiin otsikoitu tuote.
TLC, R, = 0,68, silikageeli, MeOH/CHCI, (5:95).
Analyysi yhdisteelle C,,H;,F,N;04:
Laskettu: C 62,90 H 6,06 N 8,15
Saatu: C 62,71 H 6,15 N 7,98

Esimerkki 6

2‘[[[3,3—difluori—1—(metyylietyyli)-2,4—diokso-

4-[[(1-trisyklo-[3.3.1.1°"]dekyyli ymetyylilamino]-

butyyli]amino]karbonyyli]-l—pyrrolidiinikarboksyy:

lihappofenyylimetyyliesteri
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[Kaava Ib, R* = CONHR®, R® = CH,-adamantyyli, R' =
CH(CH,;),, R’A = QCHZO%-]
0]
2) [Kaava XXVIb, R°A = ¢CHZOC":—, R' = CH(CH,),]
0

Esimerkin 4b mukaisella menetelmédllsd valmistetun
tuotteen (3,0 g, 6,57 mmol) ja kuivan CH,Cl,:n (10 ml)
liuvos lis&ttiin Dess-Martin-perjodinaanin (13,92 g, 32,85
mmol) ja kuivan CH,C1l,:n (140 ml) sekoitettuun seokseen
huoneen lamp&tilassa typpiatmosfadrissa. Seosta sekoitet-
tiin huoneen lémpotilassa yon yli. Reaktioseokseen lisit-
tiin etyyliasetaattia (200 ml1) ja saatu seos uutettiin
kyllastetylls Na,S,0,:11a, kyllastetylls NaHCO,;:11a ja suo-
laliuoksella. Kuivattiin sitten MgSO,:1la, suodatettiin ja
suodos vakevditiin tyhjossd, jolloin saatiin tuote (2,96
g, 98 %:n saanto). TLC, R, = 0,8, silikageeli, CHC1,/CH,0H
(95:5).

b) [Kaava XXVIIIb, R’A = (aCHZocu:-, R' = CH(CH,),]

o)

1N natriumhydroksidiliuos (0,55 g, 0,55 mmol) 1i-
sdttiin sekoitettuun liuokseen, jossa oli osa esimerkin 6a
tuotetta (1,0 g, 2,19 mmol) ja metanolia (3 ml) huoneen
lémpstilassa. Saatua liuosta sekoitettiin huoneen lampoti-
lassa 3 tuntia, sitten kdsiteltiin vedells (20 ml1) ja saa-
tu liuos uutettiin EtOAc:1la. vesikerros tehtiin happamak-
si (pH 2) 1 N HCl:11a ja sitten uutettiin etyyliasetaatil-
la. Etyyliasetaattikerros pestiin suolaliuoksella ja Kkui-
vattiin (Mgso,). MgSO, suodatettiin pois ja suodos vikevdi-
tiin tyhjossi 61 jym&iseksi ja&nndkseksi, joka kuivattiin
Suurtyhjéssd, jolloin saatiin tuote (0,17 g, 91 %). TLC, R,
= 0,15, silikageeli, CHC1,/MeOH/HOAC (95:5:0,5).

¢) [Kaava Ib, R* = CONHR®, R® - CH,-adamantyyli,

R°A = Q)CHZO%Z—, R' = CH(CH,),]

0
WSCDI:a (0,123 g, 0,645 mmol) lisittiin sekoitet-

tuun liuokseen, jossa oli esimerkin 6b mukaisella menetel-
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mills valmistettua tuotetta (0,25 g, 0,586 mmol), l-ada-
mantyylimetyyliamiinia (0,586 mmol), HOBT:a (87 g, 0,645
mmol) ja kuivaa THF:a (10 ml) typpiatmosféérissé huoneen
lampotilassa. Seosta sekoitettiin huoneen lampdtilassa yon
yli. THF poistettiin tyhjdssd, jaannds liuotettiin etyyli-
asetaattiin ja etyyliasetaattiliuos pestiin perakkdin 1N
HCl:1la, kyllastetylla NaHCO,:1la ja suolaliuoksella. Or-
gaaninen liuos kuivattiin MgSO,:1lla, suodatettiin ja suodos
vakevditiin tyhjéssa raakatuotteen (0,49 g) saamiseksi.
Puhdistamalla flash-kromatografialla (CHC1,) saatiin loppu-
tuote (0,21 g, 63 %). TLC, R, = 0,52, silikageeli,
CHC1,/CH,0H (99:1).
Analyysi yhdisteelle C;H, FH;05 - 0,25 H,0:
Laskettu: C 64,39 H 7,23 N 7,26
Saatu: C 64,20 H 7,22 N 7,20
Esimerkki 7
2—[[[3,3—difluori—1—(1—metyylietyyli)—4—[[4—(1—
metyylietyyli)fenyyli]amino]—2,4—dioksobutyyli]—

amino]karbonyyli]—1—pyrrolidiinikarboksyylihappo—

fenyylimetyyliesteri
[Kaava Ib, R* = CONHR®, R® = 4-[CH(CH,),]19,
R’A = @QCH,0C-, R' = CH(CH;),]

i

o]

Kayttden esimerkin 6c mukaista menetelmad saatet-
tiin esimerkin 6b mukaisesti valmistettu tuote reagoimaan
4-isopropyylianiliinin kanssa, jolloin puhdistamisen jal-
keen flash-kromatografialla [MeOH/CHC1, (2:98)] saatiin
tuote (48 %). TLC, R, = 0,48, silikageeli, MeOH/CHC1,
(2:98).

Analyysi yhdisteelle C,H;;F,N;05 - 0,25 H,0:
Laskettu: C 63,54 H 6,53 N 7,66
Saatu: C 63,41 H 6,49 N 7,57

Esimerkki 8

N—[4—metoksikarbonyyli]bentsoyyli]—B—alanyyli—N-
[3,3—difluori—1—(1-metyylietyyli)—2,4—diokso—4-

[(21gggyyligtyyli)§min0]butyyli]—L—proliiniamidi
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[Kaava Ib, R* = CONHR®, R® - CH,CH,@, R' = CH(CH,),,
0} 0] 0

RA = 4-[(CHBO—c":)mgNH(CHZ)Zg-]

a) [Kaava XIb, R® = CH,CH,@, R = H, R! = CH(CH,),]

Seos, jossa oli esimerkin 4c mukaisella menetelmil -
18 valmistettua tuotetta, etanolia (100 ml) ja 10 %
Pd/C:ta (0,2 g), pantiin vetyatmosfddriin (1 atm) 2 tun-
niksi. Reaktioseos suodatettiin piimaan ldvitse pesten
etanolilla. Suodos vadkevditiin tyhjéssa, jolloin saatiin
tuote (0,64 g, 96 %). TLC, R, = 0,05, silikageeli,
CHC1,/MeOH (95:5).

b) [Kaava VIIlb, RA = QCHZOC-NH(CHZ)ZCO—,

R" = CH,CH,p, R! - CH(CH,),] O

Kayttden esimerkin 6c menetelmas saatettiin esimer-
kin 8a tuote reagoimaan N-karbobentseenioksi—B—alaniinin
kanssa (CBZ—B—alaniini), jolloin puhdistamisen jdlkeen
flash—kromatografialla [MeOH/CHCl3 (3:97)] saatiin tuote
(68,9 %). TLC, R, = 0,40, silikageeli, CHC1,/MeOH (95:5).

¢) [Kaava VIIIb, R’A = HZN(CHZ)Z—E,Z—,

R" = CH,CH,p, R! - CH(CH,),] o]

Seosta, jossa oli esimerkin 8b tuotetta, etanolia
(25 ml) ja 10 ¢ Pd/C:ta (0,1 g), sekoitettiin huoneen 1l&m-
pbtilassa vetyatmosfddrissa noin 1,013 x 10° Pascalia (15
naulaa/nelibtuuma) Yon yli. Seos suodatettiin piimaan 14-
vitse ja piimaa pestiin etanolilla. Yhdistetyt suodokset
vakevSitiin tyhjdssd, jolloin saatiin tuote (0,32 g,
82 %). m/e = 469; 'H-NMR (DMSO-dg): 0,84 (m, 6H), 1,98 -
2,5 (m, 9H), 2,74 (m, 4H), 3,3 (m, 4H), 3,3 (m, 4H), 4,2
(m, 2H), 6,0 (m, 1H), 7,23 (m, SH), 7,5 (m, 1H) ja 8,74
(m, 1H).

o 0 0

d) [Kaava VIIIb, R’A - [4—(CH30éI:)¢]c',!NH(CH2)ch:—,

R® = CH,CH,p, R! = CH(CH,),]

WSCDI:a (0,114 g, 0,59 mmol) lisattiin sekoitettuun
liuokseen, Jjossa oli l,4—bentseenidikarboksyylihappo-mono—

metyyliesteris (valmistettu esimerkin 1lla mukaisesti)
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(97,4 mg, 0,54 mmol ), esimerkin 8c tuotetta (0,254 g, 0,54
mmol), HOBT:a (0,146 g, 1,08 mmol) ja kuivaa THF:a (20 ml)
0 °C:ssa typpiatmosfddrissa. Reaktioseosta sekoitettiin
0 °C:ssa 1 tunti; sitten sen annettiin tulla huoneen 1lampb-
tilaan ja sekoitettiin huoneen lampdtilassa yon yli. THF
poistettiin tyhjossa. Jaannos liuotettiin etyyliasetaat-
tiin. Liuos pestiin perdkkéin 1 N HCl:1lla, kyllastetylla
NaHCO,:11la ja suolaliuocksella ja kuivattiin sitten
MgsoO,:11a. Suodatettiin ja suodos vikevditiin tyhjossa,
jolloin puhdistamisen jélkeen flash-kromatografialla
[CHC1,/MeOH (97:3)] saatiin tuote (0,219 g, 64 %). TLC, R,
- 0,42, silikageeli, CHC1,/CH;0H (95:5).

e) [Kaava Ib, R = CONHR®, R® = CH,CH,Q,

o 0 0

R’A = [4-(cuaogz)¢]gw(cu2)2é—]

Kayttden esimerkin fa menetelmad, mutta kayttden 10
ekvivalenttia Dess-Martin-perjodinaania, hapetettiin esi-
merkin 8d tuote, jolloin puhdistamisen jalkeen flash-kro-
matografialla [CHCl,/MeOH (97:3)] saatiin tuote (77 %).
TLC, R, = 0,46, silikageeli, CHC1,/MeOH (95:5).

Analyysi yhdisteelle C,,H,sF,N,0;, - 2 H0:
Laskettu: C 57,82 H 6,30 N 8,42
Saatu: Cc 57,90 H 5,86 N 8,36

Esimerkki 9

N—(4—karboksibentsoyyli)-B—alanyyli-N—[3,3—di—

fluori—l—(l—metyylietyyli)-Z,4—diokso—4-[(2—fe-

nyylietyyli)amino]butyyli]-L—proliiniamidi
[Kaava Ib, R® = CONHR®, R® = CH,CH.)®,
0 0 0
R’A = [4—(CH3O‘ClJ)®]("3NH(CHZ)2é':—, R' = CH(CH,;),]
Liuosta, jossa oli esimerkin 8e tuotetta (0,105 g,
0,167 mmol), CH,OH:a (1,0 ml), vetta (1,0 ml) jalN NaOH:a

(0,33 ml), sekoitettiin huoneen lampotilassa 3 tuntia. Li-
sittiin vetta (3,0 ml) ja seos uutettiin EtOAc:lla. Vesi-
pitoinen kerros saatettiin pH-arvoon 2,0 1 N HCl:1la ja

uutettiin EtOAc:lla. EtOAc-kerros kuivattiin (MgSO,), suo-
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datettiin ja v&kevditiin tyhjdssd, jolloin saatiin tuote
(0,080 g, 78,8 %). TLC, R, = 0,33, silikageeli, MeOH/CHC1,-
/HOAc (95:5:0,5).
Analyysi yhdisteelle C30H3N,O,F, + 0,75 H,0:
Laskettu: C 59,27 H 6,02 N 8,91
Saatu: C 59,18 H 5,96 N 8,63
Esimerkki 10
N—[(fenyylimetoksi)karbonyyli]-L—Valyyli—N—[3,3—

difluori-l—(l-metyylietyyli)—Z,4-diokso—4—[(fe—

gzzlimetyyli)amino]butyyli]—L-proliiniamidi

o)
[Kaava Ic, R® = CONHR®, R® - CH,p, R’A = Q)CHZOC"Z—,
R* = H, R? = CH(CH;),, R' = CH(CH,),]
a) N-bentsyylioksikarbonyyli-L—valyyli—L-prolii—

ni-t-butyyliesteri

N—bentsyylioksikarbonyyli—L—valiinin (56,25 g,
0,244 mol) ja HOBT:n (60,67 g, 0,45 mol) liuos DMF:ssa
(565 ml) jaahdytettiin 5 °C:seen. Lis&ttiin vyhtend er&na
DCC:a (50,89 g, 0,247 mol). Seosta sekoitettiin vielsd 15
minuuttia 5 °C:ssa ja sitten lis&ittiin L-proliini—t-butyy-
liesteria (38,36 g, 0,224 mol). Seosta sekoitettiin edel-
leen 2 tuntia 5 °C:ssa ja sitten 48 tuntia huoneen lampédti-
lassa. Seos suodatettiin ja vékevditiin tyhjdssa. 01jyméi-
nen jddnnds liuotettiin EtOAc:iin (1 litra) ja liuos pes-
tiin per&kk&in 20-%$:isella vesipitoisella sitruunahapolla,
kylléstetyllé>vesipitoisella NaHCO;:11a ja suolaliuoksella.
Orgaaninen faasi kuivattiin Na,S0,:11a, suodatettiin ja
vakevoitiin tyhj6sséd, jolloin saatiin tuote (92 g) valkoi-
Seéna vaahtona. TLC, R, = 0,9, silikageeli, CHC1,/EtOAc
(85:15).

b) N—bentsyylioksikarbonyyli-L—valyyli-L-proliini

[Kaava XVIIc, R’A = ¢—CH2—o—c|:‘-, R* = H, R? = CH(CH,),]

0

Trifluorietikkahappoa (70 ml1, 0,90 mol) lisattiin

liuokseen, jossa oli osa esimerkin 10a tuotetta (16,5 g,

39,2 mmol) CH,Cl,:ssa (100 ml), huoneen lampétilassa ja
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saatua seosta sekoitettiin 3 tuntia. Liuos laimennettiin
tolueenilla (100 ml) ja vdkevoitiin tyhjoOssa. Jaannos
otettiin tolueeniin ja vakevditiin uudelleen viisi kertaa,
jolloin saatiin tuote (12,85 g) nahanvdrisena kiintedna
aineena. TLC, R, = 0,45, silikageeli, MeOH/CH,C1, (5:95).
c) L-valinaali-dietyyliasetaali
[Kaava XVIIIa, R' = CH(CH,),]

Seosta, jossa oli esimerkin lc tuotetta (147,8 g,
0,478 mol) ja 10 % Pd/C:ta (10 g) EtOAc:ssa (1 500 ml),
sekoitettiin vetyatmosfaarissd (1 atm), kunnes 2 500 ml
H,:d8 oli kulunut. Kahdesti t&nd aikana reaktio keskeytet-
tiin ja lis&ttiin 10 % Pd/C:ta (10 g). Sitten reaktioseos
suodatettiin piimaakerroksen lévitse. Lisattiin 10 %
Pd/C:ta (10 g) ja reaktioseosta sekoitettiin, kunnes 10,92
litraa H,:4 oli kulunut. Reaktioseos suodatettiin piimaan
lavitse ja suodos vékevditiin tyhjossa, jolloin saatiin
tuote (78,8 g) vaaleankeltaisena O6ljyna. [al,”® = +7,8°.

d) N—bentsyylioksikarbonyyli-L-valyyli—L-prolyyli—

L-valinaali-dietyyliasetaali

[Kaava XVc, R’A = anzo—cﬁ—, R' = H, R® = CH(CH,),,
R' = CH(CH,),] 0

HOBT:a (4,21 g, 31,1 mmol) lisattiin liuokseen,

jossa oli esimerkin 10b tuotetta (5,17 g, 15,55 mmol) ja
esimerkin 10c tuotetta (2,73 g, 15,55 mmol) kuivassa
THF:ssa (75 ml) O °C:ssa typpiatmosfdarissa. Tata liuosta
sekoitettiin 15 minuuttia ja lisattiin 1-(3-dimetyyliami-
nopropyyli)—3—etyylikarbodi—imidihydrokloridia (3,28 g,
17,1 mmol) ja sen jadlkeen N-metyylimorfoliinia (2,36 g,
23,3 mmol). Seosta sekoitettiin 1 tunti O °C:ssa ja 3 pai-
va4 huoneen lampotilassa. Reaktioseos vakevditiin tyhjtssa
ja jdannos jaettiin EtOAc:n ja veden kesken. Orgaaninen
kerros eristettiin ja sen jalkeen pestiin perdkkain vesi-
pitoisella 1 N HCl:1la, suolaliuoksella, kyllastetylla ve-
sipitoisella NaHCO,:1la ja suolaliuoksella. Kuivattiin sit-
ten MgSO,:1la, suodatettiin ja vakevditiin viskoosiseksi

6ljyksi. Tuote puhdistettiin flash-kromatografialla sili-
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kageelills eluoimalla CH,C1,/Et,0/MeOH:11a (75:25:0,5), jol-
loin saatiin varitoén 6ljy (4,4 g). TLC, R, = 0,55, silika-
geeli, CH,C1,/Et,0/MeOH (75:25:1).
e)L—valyyli-L-prolyyli—L—valinaalidietyyliasetaali
[(Kaava VIIIc, R* = H, R’ = CH(CH,),, R' CH(CH,),]
Seos, jossa oli esimerkin 10d tuotetta (43,63 g,
7,18 mmol), 10 % P4AC:ta (0,5 g) ja EtOH:a (75 ml), hydrat-
tiin kdyttden Parr-ravistinta (3 atm H,). Kun teoreettinen

madra H,:4d oli kulunut, seos poistettiin Parr-ravistimesta,
suodatettiin piimaan lavitse ja vékevoitiin tyhjossa, jol-
loin saatiin tuote (2,5 g). TLC, R, = 0,3, silikageeli,
MeOH/CH,C1, (1:9).

f) N—bentsyylioksikarbonyyli—L—valyyli—L—prolyyli—

L-valinaali

Seosta, jossa oli p-tolueenisulfonihappoa (150 mg)
ja osa esimerkin 10d tuotetta (500 mg, 0,988 mmol) aseto-
nissa (70 ml), sekoitettiin huoneen lampsdtilassa 3 tuntia.
Seos véakevditiin tyhjdssd ja j&ddnnds liuotettiin
ETOAc:iin. EtOAc-liuos pestiin 5-%:isella vesipitoisella
NaHCO,:1la ja suolaliuoksella, kuivattiin MgSO,:11a, suoda-
tettiin ja védkevditiin, jolloin tuote saatiin lasimaisena
aineena (0,410 g). TLC, R, = 0,60, silikageeli, CH,Cl,/MeCH
(95:5).

g) [Kaava VIIc, R’A = @CH,0-C-, R* = H, R® - CH(CH,),,

R' = CH(CH,),] P)

Esimerkin 10f tuotetta (0,62 g, 1,5 mmol), Zn-podlyéa
(0,13 g), etyyli-2-bromi-2,2-difluoriasetaattia (0,336 g,
1,65 mmol) ja THF:a (9,0 ml) Kuumennettiin palautusjéah-

dyttden 30 minuuttia typpiatmosfddrissd. Lisdttiin lisaa
Zn-pdlyéd (0,13 g) ja etyyli-2-bromi-2,2-difluoriasetaattia
(0,33 g, 1,65 mmol) ja seoksen annettiin palautua vield 1
tunti. Liuos j&ihdytettiin huoneen lémpotilaan ja lis&t-
tiin etyyliasetaattia (70 ml). Saatu seos pestiin 1 M
KHSO,:11la ja suolaliuoksella ja orgaaninen kerros otettiin
talteen. Kuivattiin Na,S0,:11a, suodatettiin ja liuotin

poistettiin alennetussa paineessa, jolloin saatiin raaka-
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tuote. Tuote puhdistettiin flash-kromatografialla silika-
geelilla eluoiden heksaani/etyyliasetaatilla (30:70), jol-
loin saatiin lopputuote (0,66 g) 6ljynd. TLC, R, = 0,7,
silikageeli, heksaani/etyyliasetaatti (30:70).

h) [Kaava Vc, R’A = @CH,0-C-, R* = H, R® = CH(CH,),,

R' = CH(CH,),, E') R* = CONHCH,Q]

Osa esimerkin 10g tuotetta (0,41 g, 0,74 mmol),
bentsyyliamiinia (0,16 ml, 1,48 mmol) ja etanolia (5 ml)
sekoitettiin 65 °C:ssa 5 tuntia. Saatu liuos jaahdytettiin
huoneen lampétilaan ja liuotin poistettiin alennetussa
paineessa raakatuotteen saamiseksi. Tuote puhdistettiin
flash-kromatografialla silikageelills, jolloin saatiin
lopputuote (0,3 g). TLC, R; = 0,6, silikageeli, heksaani/-
etyyliasetaatti (30:70).

i) [Kaava Ic, R’A = (DCHZO—('%-, R* = H, R® = CH(CH,),,

R! = CH(CH,;),, 0 R* = CONHCH,@]

Esimerkin 10h tuotetta (0,30 g, 0,46 mmol), DMSO:a

(4,0 ml) ja etikkahappoanhydridia (4,0 ml) sekoitettiin
huoneen lampdtilassa typpiatmosfadrissa 24 tuntia. Lisdt-
tiin ja&vetta (80 ml) ja saatua liuosta sekoitettiin 3
tuntia. Lis&ttiin etyyliasetaattia (100 ml) ja orgaaninen
kerros otettiin talteen ja pestiin NaHCO;:n kyllastetylla
vesiliuoksella. Crgaaninen kerros otettiin talteen, kui-
vattiin Na,SO,:1lla, suodatettiin ja liuotin poistettiin
alennetussa paineessa raakatuotteen (0,26 g) saamiseksi.
Tuote puhdistettiin flash-kromatografialla silikageelilld,
jolloin saatiin lopputuote (0,2 g) valkoisena vaahtona.
TLC, R, = 0,5, silikageeli, etyyliasetaatti/heksaani
(50:50).
Analyysi yhdisteelle C,,0,NH,F, « % H,0:
Laskettu: C 61,62 H 6,62 N 8,98
Saatu: C 61,72 H 6,49 N 8,68

Esimerkki 11

N-[4—(metoksikarbonyyli)bentspyyli]—E:yg}yyli:ﬁ:
[3,3—difluori—1~(1—metyylietyyli)—2,4-diokso—4-

[(2—fenyylietyyli)amino]butyyli]—L—proliiniamidi
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[Kaava Ic, R® = -CONHR®, R® = CH,CH,p, R' - CH(CH,),,
R* = CH(CH,),, R* = H, RA = [4—(CH3—O%)¢]C’I—]
[

o o
a) 4—metoksikarbonyylibentseenikarboksyylihappo-

tai
1,4—bentseenidikarboksyylihappomonometyyliesteri
VakevBityd rikkihappoa (277,5 ml, 5,2 mol) lisat-

tiin pisaroittain % tunnin aikana kromi(VI)oksidin (299,25

g, 2,99 mol) ja veden (925 ml) sekoitettuun liuokseen
0 °C:ssa. Saatu liuos lis&ttiin pisaroittain 1 tunnin aika-
na metyyli-4-(hydroksimetyyli)bentsoaatin (92,5 g, 0,564
mol) ja asetonin (4,6 1) sekoitettuun liuokseen 0 °C:ssa.
Reaktioseoksen annettiin lammeta huoneen lampétilaan ja
sekoitettiin y6n yli. P&4114 oleva neste dekantoitiin pois
ennen kuin musta tervamainen ja&nnds uutettiin asetonilla.
Pa&118 ollut dekantoitu neste ja asetoniuutteet yhdistet-
tiin ja vakev®ditiin tyhjossd tummanruskeaksi jaanndkseksi,
joka trituroitiin kylmdn veden (4 1) kanssa. Muodostunut
sakka otettiin talteen, pestiin kolmesti vedelld (1 1) ja
kuivattiin, jolloin saatiin 94,6 g (94 %) otsikoitua yh-
distettd valkoisina kiteina: sp. 218 - 221 °C.

b) [Kaava Xvec, R' = CH(CH,),, R’ = CH(CH,),, R* = H,

R’A = [4-(CH30%)¢]%-]

o 0

Kédyttéden esimerkin 6c menetelmii saatettiin esimer-
kin 1la mukaisesti valmistettu tuote reagoimaan esimerkin
3d mukaisesti valmistetun tuotteen kanssa, jolloin saatiin
lopputuote (83 %). TLC, R, = 0,45, silikageeli, CHCl,/MeOH
(95:5).

¢) [Kaava VIc, R' = CH(CH,),, R’ = CH(CH,),, R* = H,

R’A = [4—(CHaoﬁ>¢]§‘—]

o) 0

Kayttden esimerkin 4a menetelmis esimerkin 11b me-
netelmdan mukaisesti valmistettu tuote muutettiin loppu-
tuotteeksi (94 %). TLC, R, = 0,29, silikageeli, CHC1,/MeOH
(95:5).
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d) [Kaava VIIc, R' = CH(CH;),, R? = CH(CH,),, R* = H,
R’°A = CH,0C-]
6
Kayttden esimerkin 4b menetelmdsd esimerkin llc me-
netelman mukaisesti valmistettu tuote muutettiin loppu-
tuotteeksi (23 $). TLC, R, = 0,58, silikageeli, CHC1,/MeOH
(95:5).

v}

) [Kaava Vc, R® O -CONHR®, R® = CH,CH.®,
! - CH(CH,),, R® = CH(CH,),, R' = H,

A = [4-(CH30%)¢]§'—]

0O O

Kayttden esimerkin 4Ac menetelmdid saatettiin esimer-

|

LU

kin 11d tuote reagoimaan 2-fenetyyliamiinin kanssa, jol-
loin saatiin lopputuote (64 %). TLC, R, = 0,52, silikagee-
1i, CHC1l,/MeOH (95:5).

£) [Kaava Ic, R* O -CONHR®?, R® = CH,CH,®,

R! = CH(CH,),, R® = CH(CHy),, R' = H,

R’A = [4_(CH3O(|;:)¢]|C|—]

O O

Kayttaen esimerkin 4d menetelmis esimerkin lle me-
netelmdn mukaisesti wvalmistettu tuote muutettiin loppu-
tuotteeksi (66 %). TLC, R, = 0,6, silikageeli, CHC1,/MeOH
(95:5).
Analyysi yhdisteelle C,H,,F,NO - % H,0:
Laskettu: C 61,34 H 6,51 N 8,41
Saatu: C 61,48 H 6,39 N 8,06

Esimerkki 12

N—(4—karboksibentsoyyli)—L—valyyli—N—[3,3-difluori—

1-(l—metyylietyyli)—2,4-diokso—4—[(2—fenyylietyy:

li)amino]butyyli}-L-proliiniamidi

[Kaava Ic, R’A = [4-(CH,0C)@]C-], R* = -CONHR’,
R® = CH,CH,9, 0 0 R} = CH(CH,;),,
R’ = CH(CH,),, R' = H]

Vetta (1,5 ml) lisdttiin esimerkin 11f mukaisella
menetelmidlla valmistetun tuotteen (0,2 g, 0,3 mmol) ja

CH,0H:n (2,0 ml) sekoitettuun liuokseen huoneen lampotilas-
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Sa. Lis&dttiin 1 N NaOH:n (0,68 ml, 0,68 mmol) liuos ja
Saatua liuosta sekoitettiin 5 tuntia huoneen lampotilassa.
Lis&ttiin vetty (25 ml) ja vesipitoinen liuos uutettiin
EtOAc:1la. Vesipitoinen kerros tehtiin happamaksi 1 N
HCl:1la pH-arvoon 2 ja liuos uutettiin kahdesti EtOAc:11a.
EtOAc-uutteet yhdistettiin ja pestiin 1 N HCl:1lla ja suo-
laliuoksella, kuivattiin MgSO,:11a, suodatettiin ja vike-
vOitiin tyhjossa, jolloin saatiin tuote (0,141 g, 73 %).
TLC, R, = 0,52, silikageeli, CHC1,/MeOH/HOAC (95:5,0:0,5).
Analyysi yhdisteelle Cy3H,0F,N,0, « H,0:
Laskettu: C 59,99 H 6,40 N 8,48
Saatu: C 60,09 H 6,29 N 8,13
Esimerkki 13
2—[[[3,3—difluori—5—metyyli—l—(l—metyylietyyli)—

2—oksoheksyyli]amino]karbonyyli]—l—pyrrolidiini—

karboksyylihappofenyylimetyyliesteri

[Kaava Ib, R* = CH,CH(CH;),, R' = CH(CH,),,

R°A = Q)CHZO%I—]

o)

a) [Kaava XXv, R = CH,CH(CH;),, R* = CH,]

4—metyyli—2—oksopentaanihapon natriumsuolan (24,81
g, 0,163 mol) sekoitettuun liuokseen DMF/H,0:ssa (3:1, 160
ml) lisdttiin metyylijodidia (34,72 g, 0,245 mol). Reak-

tioseosta sekoitettiin 72 tuntia ja lisdttiin vetta (800
ml). Vesipitoinen liuos uutettiin Et,0:11a. Yhdistetyt uut-
teet pestiin vedells ja suclaliuoksella, kuivattiin
(Na,80,), suodatettiin ja vakevobitiin tyhjéssi raakatuot-
teen saamiseksi. Tuote puhdistettiin tyhj6tislauksella
(vesi—imu), jolloin saatiin vaaleankeltainen neste (19,95
g); kp. 58 - 59 °C. H_NMR (CDCl;): 0,98 [d, (J = 6,5), 6H],
2,19 (m, 1H), 2,71 [d, (J = 6,4), 2H] ja 3,85 (s, 3H).

b) [Kaava XXIV, R* = CH,CH(CH,),, R* = CH,]

Dietyyliaminorikkitrifluoridia (33,79 g, 0210 mol)
lisattiin esimerkin 13a tuotteen (19,95 g, 0,139 mol)
jaahdytettyyn (0 °C) liuokseen CH,Cl,:ssa (125 ml). Reaktio-

seoksen annettiin lammeti huoneen lampodtilaan ja sekoitet-
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tiin 72 tuntia. Reaktioseos kaadettiin varovaisesti j&aave-
teen (1 1), neutraloitiin kiinte&lld NaHCO,:1la ja uutet-
tiin CH,Cl,:1la. Yhdistetyt uutteet pestiin vedelld ja suo-
laliuoksella, kuivattiin (MgSO,), suodatettiin ja vakevodi-
tiin tyhjdssd raakatuotteen saamiseksi. Tuote puhdistet-
tiin tyhjotislauksella (vesi-imu), jolloin saatiin loppu-
tuote (16,93 g) kirkkaana nesteend; kp. 39 - 40 °C. 'H-NMR
(cpcl,): 0,99 [d4, (J = 6,3), 6H], 1,97 (m, 3H) ja 3,87 (s,
3H).

c) [Kaava XX, R® = CH,CH(CH;),]

Di-isobutyylialuminiumhydridia (1 M liuos heksaa-
nissa, 7,2 ml, 7,2 mmol) lis&ttiin hitaasti sekoitettuun,
jaahdytettyyn (-78 °C) liuokseen, jossa oli osa esimerkin
13b tuotetta (1,0 g, 6,0 mmol) kuivassa Et,0:ssa (25 ml)
kuivassa typpiatmosfédrissa. Reaktioseosta sekoitettiin 2
tuntia -78 °C:ssa ja lisattiin 1 M vesipitoista H,S0,:a (35
ml). Saatua seosta sekoitettiin 10 minuuttia, kerrokset
erotettiin ja vesipitoinen kerros uutettiin Et,0:1la. Yh-
distetyt uutteet pestiin kyllastetylla vesipitoisella
NaHCO,:1la ja suolaliuoksella, kuivattiin (Na,s0,), suoda-
tettiin ja vakevditiin tyhjossd raakatuotteen saamiseksi
kirkkaana 6ljynd (1,03 g), jota kdytettiin puhdistamatta
edelleen. 'H-NMR (CDCl,): 1,0 [d, J = 6,4), 6H], 1,85 (m,
3H), 2,72 [4, (J = 10,45), 1H], 3,51 (s, 3H) ja 4,50 (m,
1H).

d) [Kaava XXI, R' = CH(CH,),, R® = CH,CH(CH;),]

Kaliumkarbonaattia (1,5 g, 0,011 mol) lis&ttiin
sekoitettuun seokseen, jossa oli nitroisobutaania (0,87 g,
0,0085 mol) ja esimerkin 13c tuotetta (1,85 g, 0,011 mol),
ja reaktioseosta sekoitettiin yon yli. Lis&ttiin vetta (10
ml) ja seos tehtiin happamaksi 1 N vesipitoisella HCl:1lla.
Seos uutettiin Et,0:1la ja yhdistetyt uutteet pestiin ve-
della ja suolaliuoksella, kuivattiin (Na,so0,), suodatettiin
ja vakevditiin raakatuotteen saamiseksi, joka puhdistet-

tiin flash-kromatografialla silikageelilld kayttden
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CH,Cl,:a eluenttina, jolloin saatiin tuote (1,2 g). TLC,
R, = 0,6, silikageeli, CH,C1,.

e) [Kaava XXII, R' = CH(CH,),, R* = CH,CH(CH,),]

Esimerkin 13d tuotteen (0,72 g, 3,44 mmol) liuos
kuivassa Et,O:ssa (5 ml) lisdttiin pisaroittain sekoitet-
tuun suspensioon, jossa oli LiAlH,:a (0,39 g, 10,3 mmol )
kuivassa Et,0:ssa (10 ml) kuivassa typpiatmosfairissa.
Reaktioseosta sekoitettiin 1 tunti huoneen lamp&tilassa ja
lisdttiin varovasti vetta (1 ml) ja sen jalkeen 20-%:ista
vesipitoista natriumkaliumtartraattia (20 ml). Seos uutet-
tiin Et,0:11la. Yhdistetyt uutteet pestiin suolaliuocksella,
kuivattiin (Na,S0,), suodatettiin ja vakevditiin tuotteen
(0,49 g) saamiseksi, jota kaytettiin puhdistamatta edel-
leen. TLC, R, = 0,42, silikageeli, CH,C1,.

£f) [Kaava Vb, R’A = ¢CH20("3—, R' = CH(CH,),,

R® = CH,CH(CH,),] 0

Isobutyyliklooriformiaattia (0,097 ml, 0,75 mmol)
lisdttiin esijdéhdytettyyn (-15 °C) liuokseen, jossa oli
CBZ-proliinia (80,185 g, 0,75 mmol), N-metyylimorfoliinia
(0,062 ml, 0,75 mmol) ja THF:a (5,0 ml), typpiatmosfaidris-
sd ja seoksen annettiin sekoittua % tuntia -15 °C:ssa. Sit-
ten seos jadhdytettiin -40 °C:seen ja lisattiin hitaasti
liuos, jossa oli esimerkin 13e tuotetta ja THF:a (2,0 ml).
Saadun seoksen annettiin ldmmeta hitaasti huoneen lampoti-
laan y6n aikana. Seos suodatettiin ja THF poistettiin tyh-
jOssd. Lisdttiin EtOAc:a ja orgaaninen liuos uutettiin pe-
rdkkdin 1 N HCl:1la, kyllastetylld NaHCO,:1la ja suola-
liuoksella ja kuivattiin sitten Na,50,:11la, suodatettiin ja
EtOAc poistettiin tyhjossd, jolloin saatiin tuote. TLC, R,
= 0,45, silikageeli, MeOH/CHCl1, (5:95).

o}

g) [Kaava Ib, R’A - ¢CH223—, R' = CH(CH,),,

R? = CH,CH(CH,),]

Kdyttden esimerkin 1g menetelm&s hapetettiin esi-
merkin 13f tuote, jolloin saatiin puhdistamisen j&lkeen
flash-kromatografialla [MeOH/CHCl, (2:98)] tuote (40 %).
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TLC, R, = 0,75, silikageeli, MeOH/CHCl, (5:95). "H-NMR
(d,-DMS0O): 0,87 (m, 12H), 1,9 (m, 8H), 3,4 (m, 2H), 4,4 (m,
1H), 4,65 (m, 1H), 5,0 (m, 2H), 7,3 (m, 5H) ja 8,39 (m,
1H).

Esimerkki 14

N—[4—[[[(4~kloorifenyyli)sulfonyxli]amino]karbo—

nyyli]bentsoyyli]—L—valyyli—N—[3,3—difluori—1—(1—

metyylietyyli)—2,4-diokso-4—[(2-fenyylietyyli)—

amino]butyyli]-l-proliiniamidi
[Kaava Ic, R® = -CONHR®, R® = CH,CH,p, R' = CH(CH;),,
R’ = CH(CH,),, R' = H,
R’A = [4—[4—Cl¢S(OZ)NHﬁl]¢](‘i—]
0] 0
DMAP:a (9,8 mg, 0,08 mmol) lisattiin sekoitettuun

liuokseen, jossa oli p-klooribentseenisulfonamidia (14 mg,
0,073 mmol) ja kuivaa CH,Cl,:a (2,0 ml) huoneen l&mpdtilas-
sa typpiatmosfadrissa. Saatuun liuokseen lisdttiin WSCDI:a
(15,34 mg, 0,08 mmol) ja sen jdlkeen osa esimerkin 12
tuotteesta (47 mg, 0,073 mmol). Reaktioseosta sekoitettiin
yén yli huoneen lampotilassa. Lis&ttiin lisda CH,Cl,:a (20
ml) ja liuos pestiin 1 N HCl-liuoksella ja suolaliuoksella
ja kuivattiin MgSO,:1la. Liuos suodatettiin ja suodos vike-
voitiin tyhjossa, jolloin jaljelle jai 40 mg jaanndsta.
Tama jaannds puhdistettiin flash-kromatografialla [alhai-
nen pH silika, CHC1,/CH,OH (99:1)], jolloin saatiin tuote
(20,6 mg, 35 %) valkoisena jauheena. TLC, R; = 0,32, sili-
kageeli, CHC1l,/CH,OH/HOAc (98:2:0,1). HPLC: t, = 21,01 min;
H,0/CH,OH/THF/TFA (55:35:15:0,1) 2 ml/min ( Phenomenex® Zor-
bax®® C-8 analyyttinen kolonni, 4,6 mm x 35 cm). 'H-NMR
(DMSO-d,): 0,90 (m, 12H), 1,68 - 2,13 (m, 6H), 2,73 (m,
2H), 3,87 (m, 1h), 4,44 (m, 2H), 4,72 (m, 1H), 7,2 (m,
SH), 7,7 (m, 2H), 7,92 (m, 6H), 8,29 [d, J = 8,57), 1H],
8,73 [d, (J = 7,75), 1H] ja 9,19 )m, 1lH).
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Esimerkki 15
2—[[[3,3—difluori—l-(1—metyylietyyli)—2,4—diokso-

ggtzzli]amino]karbonzzli]—1-pyrrolidiinikarboksyy-
lihaggofenzzlimetyyliesteri

0] 0]
i

[
[Kaava Ib, R’A = @CH,0C-, R® - -C-CH,-R®,
R® = (CH,),CH,]

0

a) [Kaava IXb, R®A = QCHZOé-, R' = CH(CH,),]

1 N NaOH:a (2,75 ml, 2,75 mmol ) lisdttiin sekoitet-
tuun liuokseen, jossa oli esimerkin 4b tuotetta (1,0 g,
2,19 mmol) Jja metanolia (15 ml) huoneen ldmpotilassa. Saa-
tua liuosta sekoitettiin huoneen lampstilassa 4 tuntia.
Reaktioseosta kdsiteltiin vedelly (7,5 ml) ja saatu liuos
uutettiin EtOAc:11la. Vesipitoinen kerros tehtiin happamak-
si (pH 2) 1 N HCl:1l1a. Tdm&d hapan vesipitoinen seos uutet-
tiin etyyliasetaatilla. Etyyliasetaattikerros pestiin suo-
laliuoksella, kuivattiin (Mgs0,), suodatettiin ja suodos
vakevoitiin tyhjOssd, jolloin saatiin tuote (0,883 g, 94,1
%:n saanto) valkoisena kuivana vaahtona. TCL, R, = 0,1,
silikageeli, CHC1,/CH;0H/HOAC (95:5:0,5).

b) [Kaava XIIb, R’A - ¢cnzo‘cl:-, R' = CH(CH,),]

0

l—(3—dimetyyliaminopropyyli)—3—etyylikarbodi—imidi—
hydrokloridi (0,24 g, 1,23 mmol) lisadttiin suspensioon,
Jjossa oli osa esimerkin 15a tuotetta (0,48 g, 1,12 mmol),
O,N—dimetyylihydroksyyliamiinihydrokloridia (0,11 g, 1,12
mmol ), l—hydroksibentsotriatsolia (0,3 g, 2,24 mmol) ja
N-metyylimorfoliinia (0,11 g, 1,12 mmol) CH,Cl,:ssa (10
ml). Reaktioseosta sekoitettiin huoneen lampbtilassa y&n
vli ja vakevditiin tyhjdssa. Jasnnss otettiin EtOAc:iin,
pestiin kyllédstetylla vesipitoisella HCl:1lla ja suola-
liuoksella ja kuivattiin sitten (Na,S0,), suodatettiin ja
vakevbitiin, jolloin saatiin tuote (0,42 g). TLC, R, =
0, 38, silikageeli, MeOH/CHC1, (5:95).
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0
c) [Kaava Vb, RA = ¢cnzoc":-, R' = CH(CH,),],
o

R* = —(“2-CH2RB, R®* = (CH,),CH,]

n-butyylimagnesiumkloridia (0,65 ml, 2,6 M THF:ssa,
1,68 mmol) lisattiin pisaroittain liuokseen, jossa oli osa
esimerkin 15B tuotteesta (0,2 g, 0,42 mmol) Kkuivassa
THF:ssa O °C:ssa. Reaktioseosta sekoitettiin 1 tunti
O °C:ssa. Lis&ttiin 1 N vesipitoista HCl:a (10 ml) ja liuos
uutettiin EtOAc:1la. Yhdistetyt uutteet pestiin suola-
liuoksella, kuivattiin (Na,S80,), suodatettiin ja vakevoi-
tiin raakatuotteen saamiseksi. Tuote puhdistettiin flash-
kromatografialla k&yttden EtOAc/heksaania (2:3) eluentti-
na, jolloin tuote saatiin valkoisena kiintednd aineena
(0,138 g). TLC, R; = 0,53, silikageeli, EtOAc/heksaani
(1:1).

d) [Kaava Ib, R’A = ¢CH20('%-, R' = CH(CH,),],

R* = -C-CH,R®, 0 R® = (CH,),CH,]

5

Trifluorietikkahappoa (30 mg, 0,28 mmol) ja Dess-
Martin-perjodinaania (0,24 g, 0,56 mmol) lis&ttiin liuok-
seen, jossa oli esimerkin 15c tuotetta (0,13 g, 0,28 mmol)
kuivassa CH,Cl,:ssa (2 ml). Reaktioseosta sekoitettiin ydn
yli, laimennettiin EtOAc:lla, pestiin kyllédstetylld vesi-
pitoisella NaHCO,:1la ja suolaliuoksella, kuivattiin
(Na,S0,), suodatettiin ja vakevoitiin raakatuotteen saami-
seksi. Tuote puhdistettiin flash-kromatografialla kdyttéen
eluenttina EtOAc/heksaania (30:70), jolloin saatiin tuote
(0,125 g, 100 %) kirkkaana 6ljyna. TLC, R, = 0,3, silika-
geeli, EtOAc/heksaani (30:70).
Analyysi yhdisteelle C,H,,F,N,0, « % H,0:
Laskettu: C 60,62 H 6,99 N 5,89
Saatu: C 60,51 H 6,80 N 5,82



61 86859

Esimerkki 16
Kayttden esimerkissia 14 kuvattua menetelmdd, mut-

ta kdyttden bentseenisulfonamidia p-klooribentseenisul fon-
amidin asemasta saatiin N-(4-{[(fenyylisulfonyyli)amino]—
karbonyl}bentsoyyli)—L—valyyli—N-{B,3—difluori—1—(l-metyy—
lietyyli)—2,4—diokso—4—[(2-fenyylietyyli)amino]butyyli}-
L-proliiniamidi kiinte&ni aineena: sp. 216 -217,5 °C.
[Kaava Ic, R® = CONHR®, R® = CH,CH,C¢H;, R' = CH(CH,),,

R’ = CH(CH,),, R* = H, R%A = [4-(@SO,NHCO)@)-CO-]
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Patenttivaatimukset

1. Menetelms terapeuttisesti aktiivisen difluorike-

tonipeptidijohdannaisen valmistamiseksi, jolla on kaava

Rl
H F F
R3—A-& R* (1Ia)
0]
0 R’
- ———~//L\\N

RrR? (Ib)

R3-A-N ‘
\\/l H ©

tai
0 0 R' F F
R4 /K
| A
R]__A__N N I\‘J ‘ R (IC)
R’ H 0
jolloin

-

= on 1 - 5 hiiliatomia sis&lt&va alkyyliryhmd;

kaavan -NH.CHR?.CO- mukainen ryhmd on alaniinista,
valiinista, norvaliinista, leusiinista, isoleusiinista,
norleusiinista, fenyylialaniinista, tyrosiinista, aspara-
giinista, glutamiinista, asparagiinihaposta, glutamiiniha-
posta, lysiinista, treoniinista, seriinista, a-aminovoiha-
posta tai fenyyliglysiinista saatu aminohappot&dhde;

R® on 1 - 12 hiiliatomia sis&altéva alkyyliryhma,

jossa on
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(1) fenyylikarbonyyliaminoryhmd, jossa mahdollises-
ti on karboksi-, C,_,-alkoksikarbonyyli-, 5-tetratsolo- tai
bentseenisulfonyyliaminokarbonyylisubstituentti, jolloin
viimeksi mainittu on mahdollisesti substituoitu fluori-,
kloori-, bromi- tai jodiatomilla tai nitroryhm&lléa; tai

(2) fenyyli, joka on mahdollisesti substituoitu
kloori-, bromi-, jodi- tai fluoriatomilla tai hydroksi-,
trifluorimetyyli-, C, (-alkyyli-, C, ,-alkoksi-, C, ,-alkano-
yylioksi-, C, ,~alkoksikarbonyyli-, karboksi-, C,.¢-amino-
karbonyylialkyyli-, karbamoyyli-, 5-tetratsolo- tai bent-
seenisulfonyyliaminokarbonyyliryhmdllsd, jolloin viimeksi
mainittu on mahdollisesti substituoitu fluori-, kloori-,
bromi- tai jodiatomilla tai nitroryhm&lléa; tai

R® on fenyyli, joka on mahdollisesti substituoitu
fluori-, kloori-, bromi- tai jodiatomilla tai trifluori-
metyyli-, hydroksi-, C,  -alkyyli-, C, ¢-alkanoyylioksi-,

C, ¢—alkoksi-, C,.(-alkoksikarbonyyli-, karboksi-, C,9-
aminokarbonyylialkyyli-, 5-tetratsolo- tai bentseenisulfo-
nyyliaminokarbonyyliryhm&lla, jolloin viimeksi mainittu on
mahdollisesti substituoitu fluori-, kloori-, bromi- tai
jodiatomilla tai nitroryhmdlléd;

R* on vety;

R* on ryhm4, jolla on kaava -CH,.R%, -CO.CH,.R®? tai
-CO.NH.R®, jolloin R® on C, ,,-alkyyli, C,,;-sykloalkyyli,
C,_,s-sykloalkyyli-C, ,-~alkyyli, fenyyli tai fenyyli-C, ,-al-
kyyli, jonka fenyyliryhm& on mahdollisesti substituoitu
kloori-, bromi-, jodi- tai fluoriatomilla tai hydroksi-,
trifluorimetyyli-, C, ,-alkyyli-, C, ,~alkoksi-, C,.-al-
koksikarbonyyli-, karboksi-, 5-tetratsolo- tai bentseeni-
sulfonyyliaminokarbonyyliryhmdlld, jolloin viimeksi mai-
nittu ryhmd on mahdollisesti substituoitu fluori-, kloo-
ri-, bromi- tai jodiatomilla tai nitroryhmdll&a; ja A on
karbonyyli tai oksikarbonyyli; tai, kun on sopivaa, sen
farmaseuttisesti hyvaksyttavdn suolan valmistamiseksi,

tunnettu siitd, ettd
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R3-

0
R3—A-D——/“\ )\E (lIR"

64

jolla on kaava

Rl
//L\\H F
| )
A-N C—C-R?
\ [] i
H OH F

86859

(va)

OH F (Vb)

R'-A-N //J\\\r/ //l\\‘c c R®
OH F (ve)

tai
hapetetaan,
(b) happo,
R’-
R’-A-N

tai

L

jolla on kaava

R' FoO
' 1 "
A-N-C-C-C-C-OH

H HOF

0 R! F o
# i
C—N-C-C-C—C—OH
] ] ]
H HOF

(XXVIIa)

(XXVIIb)
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0O R' FoO

It Col
R* HO C-N-C-C-C-C-OH (XXVIIc)
1 v U [
R*-A-N—C-C-N HHOF
ﬁz

kytketdédn amiiniin, jolla on kaava R®.NH,;

(c) yhdisteiden valmistamiseksi, joissa R? tai R®
sisdltsa karboksiryhmén, hajotetaan vastaavan kaavan Ia,
Ib tai Ic mukaisen yhdisteen esteri; tai

(d) yhdisteiden valmistamiseksi, joissa R® sisaltas
bentseenisulfonyyliaminokarbonyyliryhman, joka on mahdol-
lisesti substituoitu fluori-, kloori-, bromi- tai jodiato-
milla tai nitroryhmdlla, saatetaan vastaava kaavan Ia, Ib
tai Ic mukainen yhdiste, jossa R’ sisiltas karboksiryhm&n,
reagoimaan valitun sulfonamidin kanssa dehydratoivan ai-
neen lasnd ollessa liuottimessa tai laimentimessa;
minkd j&lkeen, kun halutaan farmaseuttisesti hyvéaksyttava
suola, saatetaan saatu kaavan Ia, Ib tai Ic mukainen vh-
diste reagoimaan sopivan hapon tai emdksen kanssa, joka
tuottaa fysiologisesti hyvaksyttdvdn anionin tai vastaa-
vasti kationin:
jolloin vaihtuvilla substituenteilla voi olla mitkd tahan-
sa edelld mainituista merkityksistd, ellei toisin ole mai-
nittu.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd valmistetaan N-[4-({[(4-kloo-
rifenyyli)sulfonyyli]amino}karbonyyli)bentsoyyli]—L-va—
lyyli—N—{3,3—difluori-l—(l—metyylietyyli)-z,4—diokso-4—
[(2-fenyylietyyli)amino]butyl}-L-proliiniamidi tai sen
farmaseuttisesti hyvéksyttidva suola.
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Patentkrav

1. Férfarande for framst&dllning av ett terapeutiskt

aktivt difluorketonpeptidderivat med formeln

,/K
e

(Ib)

eller
o 0 R' F F
R‘
3 ' R
R’-A-N N N l (Ic)
R’ H 0

varvid

R' 4r en alkylgrupp, som innehdller 1 - 5 kolato-
mer;

gruppen enligt formeln -NH.CHR?.CO- &r en aminosyra-
rest som erhallits fran alanin, valin, norvalin, leucin,
isoleucin, norleucin, fenylalanin, tyrosin, asparagin,
glutamin, asparaginsyra, glutaminsyra, lysin, treonin,
serin, a-aminosmérsyra eller fenylglycin;

R’ 4r en alkylgrupp, som innehdller 1 - 12 kolato-

mer och som har
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(1) en fenylkarbonylaminogrupp, som eventuellt har
en karboxi-, CL3—alkoxikarbonyl—, S-tetrazolo- eller ben-
sensulfonylaminokarbonylsubstituent, varvid den sistniamnda
eventuellt ar substituerad med en fluor-, klor-, brom- el-
ler jodatom eller med en nitrogrupp; eller

(2) fenyl, som eventuellt dr substituerad med en
klor-, brom-, jod- eller fluoratom eller med en hydroxi,
trifluormetyl-, Ci.e-alkyl-, C, ,-alkoxi-, C, s-alkanoyl-
oxi-, CLB—alkoxikarbonyl—, karboxi-, Cbﬁ—aminokarbonylal—
kyl-, karbamoyl-, S5-tetrazolo- eller bensensul fonylamino-
karbonylgrupp, varvid den sistndmnda eventuellt dr subs-
tituerad med en fluor-, klor-, brom- eller jodatom eller
med en nitrogrupp; eller

R’ &r fenyl, som eventuellt ar substituerad med en
fluor-, klor-, brom- eller jodatom eller med en trifluor-
metyl-, hydroxi-, C,.e-alkyl-, C,.s-alkanoyloxi-, C, ,-al-
koxi-, C,.¢s-alkoxikarbonyl-, karboxi-, C,.,-aminokarbonylal -
kyl-, 5-tetrazolo- eller bensensulfonylaminokarbonylgrupp,
varvid den sistnidmnda eventuellt &r substituerad med en
fluor-, klor-, brom- eller jodatom eller med en nitro-
grupp;

R* &r vite;

R* 4r en grupp med formeln -CH,.R®, -CO.CH,.R® eller
-CO.NH.R®?, varvid R® &r Ci.i0-alkyl, C, ,-cykloalkyl, C,_ -
cykloalkyl—ch6—alkyl, fenyl eller fenyl-C, .-alkyl, vars
fenylgrupp eventuellt Ar substituerad med en klor-, brom-,
jod- eller fluoratom eller med en hydroxi-, trifluorme-
tyl-, C,.¢-alkyl-, C,_¢-alkoxi-, Cbs—alkoxikarbonyl-, kar-
boxi-, 5-tetrazolo- eller bensensulfonylaminokarbonyl—
grupp, varvid den sistnamnda gruppen eventuellt ar substi-
tuerad med en fluor-, klor-, brom- eller jodatom eller med
en nitrogrupp; och A &r karbonyl eller oxikarbonyl; eller,
dd det ar lampligt, fér framstéllning av dess farmaceu-
tiskt godtagbara salt, kd@dnneteckna t dédrav,
att
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(a) en forening med formeln

Rl
/‘\ H F
\ i
5 R*-A-N c-—C-rR* (va)
H ] t
H OH F

1 (Vb)
\\/l OH F

eller
15
R} -A- N’//L\\T/ //L\\C C R* (ve)
20 OH F
oxideras,
(b) en syra med formeln
25
¥ ore
R*-A-N-C-C-C-C-OH (XXVIIa)
HHOF
30
0 R' F o
' (XXVIIb)

C—N—C-?-C—C—OH
i v

R*-A-N HHOF

35 eller
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O R' FoO
i 1

" 1]
5{4 H O C-N-C-C-C-C-0OH (XXVIIc)
LT | N | I
R’-A-N-—C-C-N HHOTF
]
RZ

kopplas till en amin med formeln R®.NH,;

(c) for framstdllning av f®éreningar, i vilka R? el-
ler R’ innehdller en karboxigrupp, spjdlkes en ester av en
motsvarande forening enligt formeln Ia, Ib eller Ic; eller

(d) f6r framst&llning av féreningar, i vilka R’ in-
nehaller en bensensulfonylaminokarbonylgrupp, som even-
tuellt dr substituerad med en fluor-, klor-, brom- eller
jodatom eller med en nitrogrupp, bringas en motsvarande
férening enligt formeln Ia, Ib eller Ic, i vilken R’ inne-
hdller en karboxigrupp, att reagera med en vald sulfonamid
i ndrvaro av ett dehydrerande medel i ett 16sningsmedel
eller en diluent;
varefter, dd ett farmaceutiskt godtagbart salt 6nskas, den
erhdllna fdreningen med formeln Ia, Ib eller Ic bringas
att reagera med en lamplig syra eller bas, som bildar en
fysiologiskt godtagbar anjon respektive katjon;
varvid de varierande substituenterna kan ha vilka som
helst av de ovan n#mnda betydelserna, om inte annat
namnts.

2. Forfarande enligt patentkravet 1, k 4 nne -
tecknat darav, att N-[4-({[(4-klorfenyl )sulfonyl]-
amino}karbonyl)bensoyl]—L—valyl—N-{3,3—difluor—l—(l—mety—
letyl)—2,4—dioxo—4—[(2—fenyletyl)amino]butyl}—L-prolinamid
eller dess farmaceutiskt godtagbara salt framst#lls.
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