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Keksintd koskee uusia fluorattuja diami-
noalkyynijohdannaisia, jotka ovat orni-
tiinidekarboksylaasientsyymin inhibiit-
toreita ja joilla on yleinen kaava I,

R C=cH
| \

HoN - CH - CF, - CH, - CH - Nu,

jossa R on Cl—4

(1)

-alkyyli tai, edulli-

sestl, vety. Keksintd koskee edelleen
menetelméd yhdisteiden valmistamiseksi.

Uppfinningen avser nya fluorerade di-
aminoalkynderivat, vilka utgdr inhibito-
rer av ornitindekarboxilasenzym och har

den allminna formeln I,

R C=cH
" | {
2N =~ CH - CF, - CH, - CH - NH,

vari R 4r Cl—4

(1)

-alkyl eller f¥retridesvis

vite., Uppfinningen avser vidare ett for-
farande fdr framstlillning av dessa fdre-

ningar.
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Menetelmd terapeuttisesti aktiivisen fluoratun diaminoal-
kyynijohdannaisen valmistamiseksi

Tdmd keksintd koskee menetelmdd uuden farmaseutti-
sesti k8yttdkelpoisen fluoratun diaminoalkyynijohdannaisen
ja sen farmaseuttisesti hyvdksyttdvien suolojen valmista-
miseksi. Tdmd yhdiste on polyamiinien muodostukseen orga-
nismeissa osallistuvan dekarboksylaasientsyymin (ornitii-
nidekarboksylaasin) inhibiittori.

Ornitiinin dekarboksyloituminen putreskiiniksi, or-
nitiinidekarboksylaasientsyymin (ODC) katalysoima reak-
tio, on ensimmdinen vaihe polyamiinien spermidiini ja
spermiini biosynteesissd. Spermidiiniad muodostuu aktivoi-
dun aminopropyyliryhmédn siirtyessd S-adenosyyli-S-metyyli-
homokysteamiinista putreskiiniin, kun taas spermiinid muo-
dostuu toisen aminopropyyliryhm#én siirtyessd8 spermidii-
niin. S-adenosyyli-S-metyylihomokysteamiinia muodostuu S-
adenosyylimetioniinin (SAM) dekarboksylaatiossa, reaktios-
sa, Jjota katalysoi S-adenosyylimetioniinidekarboksylaasi-
entsyymi (SAM-DC).

Polyamiinien, joita esiintyy el&inkudoksissa ja
mikro-organismeissa, tiedetd8n olevan t#drkedssd8 osassa
solujen kasvussa ja proliferaatiossa. Solujen kasvun ja
proliferaation alkamiseen liittyy sekd huomattava ODC-ak-
tiivisuuden kasvu ettd putreskiinin ja polyamiinien pitoi-
suuden kasvu. Vaikka el tarkasti tiedetd mekanismia, jolla
polyamiinit osallistuvat solujen kasvuun ja proliferaa-
tioon, ndyttdd siltsd, ettd polyamiinit saattavat edistia
makromolekyyliprosesseja, kuten DNA-, RNA- tai proteiini-
synteesisd. Polyamiinitasojen tiedetd&n olevan Kkorkeita
alkiokudoksessa, kiveksissd, mahanpuoleisissa eturauhasis-
sa ja kateenkorvassa, Kkasvainkudoksessa, ihon psoriasis-
vaurioalueilla, ja muissa nopeasti kasvavissa tai lisd&n-
tyvissd soluissa.

Koska putreskiini on sekd spermidiinin ettd sper-
miinin esiaste, ornitiinin muuttumisen putreskiiniksi es-
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tdmisen esimerkiksi ODC:n inhibition kautta pitdisi estai
ndiden polyamiinien synteesi ja saada siten aikaan suotui-
sia fysiologisia vaikutuksia.

Olemme julkistaneet US-patenttijulkaisussa 4 139
563 sen tiedon, ettd mm. yhdisteet, joilla on kaava

R ?ECH

]
H N-CH-(CHZ)Z-CH-NH2 (A)

2

jossa R on vety tai Cl_4—alkyyli, ovat ornitiinidekarbok-
sylaasin inhibiittoreita.
Lis8ksi olemme US-patenttijulkaisussa 4 421 768

julkistaneet tiedon, ettd yhdisteet, joilla on kaava

CF _H C=CH
| p 3-p i
H N—CH-(CHZ)Z-CH—NHZ (B)

2
jossa p on 1 tai 2, ovat myds ornitiinidekarboksylaasin
inhibiittoreita.
Tdmd keksintd koskee menetelmdd yhdisteen valmista-
miseksi, jolla on kaava

C = CH

|
H,N - CH - CH - NH2 (1)

2 2 ~ CF

- CH

2 2

eli 1,4-diamino-2,2-difluoriheks-5-yynin tai sen farma-
seuttisesti hyvidksyttdvdn happoadditiosuolan valmistami-
seksi, jossa menetelmdssd vastaavan alkoholin, jolla on
kaava

C = CH

|
CH, - CH - OH (I1)

H,N - CH, - CF2 - 2

2 2

aminosuojattua johdannaista kdsitellddn ftalimidilla, jol-
loin saadaan yhdiste, jolla on kaava
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C = CH

|
H,N - CH, - CF, - CH, - CH - ftalimido (III)

2 2 2 2

minkd j&lkeen ftalimidoryhmd8 muutetaan sinsnsd tunnetulla
tavalla primaariseksi aminoryhmdksi, jolloin saadaan kaa-
van I mukainen yhdiste tai sen farmaseuttisesti hyvidksyt-
tdva suola.

Kaavan I mukainen yhdiste inhiboi ornitiinidekar-
boksylaasientsyymi8 (ODC) in vitro ja in vitro ja saa ai-
kaan putreskiini- ja spermidiinipitoisuuksien alenemisen
soluissa, joissa tapahtuu polyamiinien aktiivista biosyn-
teesid. Yhdisteen hiiliketju on substituoitu kahdella
fluoriatomilla ketjunsisdisesti. Edells esitetystd julkai-
suista tunnetut yhdisteet ovat joko fluorittomia (US-pa-
tenttijulkaisu 4 139 563) tai sisdltdvat fluoriatomin ter-
minaalisessa hiiliatomissa (US-patenttijulkaisu 4 421
768). Uskotaan, ettd ketjunsisdinen fluoraus saa aikaan
kaavan I mukaisen yhdisteen tehokkaan sitoutumisen ent-
syymiin substraattina, jolloin se inhiboi entsyymin vaiku-
tusta. Kaavan I mukainen yhdiste on siten k&aytttkelpoinen
epdtoivottavan solujen kasvun tai proliferaation torju-
miseen nisdkkdissd. T&8m8 yhdiste on kdyttokelpoinen farma-
kologinen aine sellaisten sairauksien tai tilojen hoitoon,
Joille tiedetddn olevan luonteenomaista korkea ODC-aktii-
visuus. Yhdiste on erityisesti hytdyllinen systeemisesti
kdytettynd estémddn kasvainkudosten kasvua nisdkk#dissi,
eturauhasen hyvénlaatuisen liikakasvun hoitoon ja torju-
maan patogeenisten loisalkueldinten kasvua infektoituneis-
sa kotieldimissd ja ihmisissi.

Kaavan I mukaista yhdistettd voidaan k#yttid3 myds
tutkittaessa ODC-inhibition esiintymistd4 ja fysiologista
toimintatapaa biologisissa jidrjestelmissd ja sen suhdetta
patologisiin prosesseihin.

Ymmdrrettdneen, ettd kaavan 1 mukaisen yhdisteen
aminoryhm8 voi olla substituoitu mill4 tahansa ryhm&lli,
Jonka tiedetd#n olevan lohkaistavissa in vivo (entsymaat-
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tisesti tai kemiallisesti), jolloin muodostuu vapaa amino-
ryhmd. Yhdisteet, jotka sisdltdvdt tdllaisia lohkeavia
substituentteja, ja jotka ovat siten in vivo muutettavissa
kaavan I mukaiseksi yhdisteeksi, ovat ekvivalenttisia kaa-
van I mukaisen yhdisteen kanssa té&mén keksinndn tarkoituk-
siin. T&llaisia johdannaisia voidaan valmistaa sin#&nsd
tunnetulla tavalla. Erds tdssd yhteydessd edullinen joh-
dannainen on N-glutamyylijohdannainen.

Ndiden yhdisteiden ODC-aktiivisuus voidaan md&8rit-
t44 in vitro Metcalfin et al. [J. Am. Chem. Soc. 100
(1978) 2551] kuvaamalla tavalla. Kaavan I mukaisen yhdis-
teen ODC-aktiivisuus voidaan md&rittdd in vivo C. Danzinin
menetelmdlls [Biochemical Pharmacology 28 (1979) 627].

Valaiseviin esimerkkeihin tdmdn keksinntén mukaises-
ti wvalmistettavan yhdisteen farmaseuttisesti hyvéksytt&-
vistd8 suoloista kuuluvat myrkyttbmdt happoadditiosuolat,
joita muodostavat epdorgaaniset hapot, kuten vetyklori-
di-, vetybromidi-, rikki- ja fosforihappo, tai orgaaniset
hapot, kuten orgaaniset karboksyylihapot, esimerkiksi sa-
lisyyli-, maleiinimaloni-, viini-, sitruuna- ja askorbii-
nihappo, ja orgaaniset sulfonihapot, esimerkiksi metaani-
sulfonihappo.

Otaksutaan, ettd keksinnbn mukaisesti valmistettava
yhdiste on ornitiinidekarboksylaasin "substraatin indusoi-
ma irreversiibeli inhibiittori". T#4llaiset inhibiittorit
tunnetaan alalla my®s "entsyymin aktivoimina irreversii-
beleind inhibiittoreina", "itsemurhaentsyymi-inhibiitto-
reina", "Kcat-inhibiittoreina“ tai "mekanismiin perustuvi-
na inhibiittoreina". Jotta yhdiste olisi substraatin indu-
soima irreversiibeli entsyymi-inhibiittori, tulee sen olla
substraatti kohde-entsyymille ja sisdltd8 latenttli reak-
tiivinen ryhm&, joka on altis menettdmd8n suojauksensa
entsyymin normaalin katalyyttisen toiminnan seurauksena.
Latentin reaktiivisen ryhm&n suojauksen poistuminen ent-
syymin vaikutuksesta muodostaa reaktiivisen funktionaali-
sen ryhm#n, joka alkyloi entsyymin aktiivisessa kohdassa
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esiintyvédn nukleofiilisen ryhm#n. Inhibiittorin ja entsyy-
min vdlille syntyy siten aktiiviseen kohtaan kovalenttinen
sidos, mikd johtaa entsyymin irreversiibeliin inaktivoitu-
miseen. Tdllaiset inhibiittorit ovat #&rimmi#isen spesifi-
sid, silld inhibiittorin tdytyy olla kohde-entsyymin subs-
traatti, ja vaaditaan inhibiittorin biologista muuttumista
kohdeentsyymin vaikutuksesta, ennen kuin entsyymi inakti-
voituu. Vaikka otaksutaan, ettd yleiskaavan I mukainen
vyhdiste yleensd toimii substraatti-indusoidulla mekanis-
milla, wvoi inhibitio tapahtua muillakin mekanismeilla,
kuten kompetitiivisen inhibition kautta.

Termi ‘"kasvainkudos" tarkoittaa t#dssid yhteydessi
kdytettynd8 sekd hyvd- ettd pahanlaatuisia kasvaimia ja
siihen sis#8ltyvdt leukemiat, lymfoomat, melanoomat ja sar-
koomat. Termilld "kasvainkudoksen kasvun kontrollointi”
tarkoitetaan t#dssd yhteydessi kdytettynd nopeasti lis#idn-
tyvédn kasvaimen kasvun hidastamista, keskeyttdmistid sal-
paamista tai pysdyttédmistd vaihtoldmplisessd elidimessi.
Tulisi ymm&rt&4, ettei kaavan I mukaisen yhdisteen antami-
nen saa aikaan "parantumista" kasvaimesta siini mielessi,
etta kasvainkudos tuhoutuisi tai eliminoituisi kokonaan
hoidettavasta eldimesti.

Kaavan I mukaista yhdistettd voidaan antaa poti-
laalle kasvainkudosten kasvun kontrolloimiseksi muiden
hoitomenetelmien yhteydess# tai yhdistettyn3 sytotoksisiin
ld8kkeisiin, joiden tiedet#dn olevan k#yttdkelpoisia syd-
vdan Kemoterapiaan. Kaavan I mukaista yhdistettd voidaan
antaa esimerkiksi kasvaimen kirurgisen poiston, s#dehoi-
don, hormonihoidon, immunoterapian tai paikallisen l#mp&-
hoidon yhteydess#d. Lisdksi, ja edullisesti, kaavan I mu-
kaista yhdistettd voidaan antaa potilaalle yhdistettyni
kemialliseen sytotoksiseen aineeseen, jonka tiedet##n ole-
van kdyttbkelpoinen kasvainten kemoterapiaan. Kun t#llais-
ta yhdistelmdhoitoa kdytetd#in kasvaimen hoitoon, voidaan
kemoterapeuttista sydpédlédkettd antaa annoksena, jonka
tiedetddn olevan tehokas kasvaimen hoitoon. Kaavan I mu-
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kainen yhdiste voi kuitenkin saada aikaan additiivisen tai
synergistisen vaikutuksen kemoterapeuttisen aineen kanssa
kyseessd olevaa kasvainta vastaan. Kdytettdessd kasvaimen
vastaista yhdistelmdhoitoa voi annettavan kemoterapeutti-
sen aineen annostus siten olla pienempi kuin kaytettdessid
tdtd ainetta yksinddn. Kemoterapeuttista ainetta voidaan
kaavan I mukaiseen yhdisteeseen yhdistettynd siten antaa
plienempind annoksina tai harvemmin kuin yksin#d#n kaytetta-
vad kemoterapeuttista ainetta.

Mit4 tahansa kemoterapeuttista sydvénvastaista ai-
netta voidaan kaytt&da yhdistettynd kaavan I mukaiseen yh-
disteeseen. Syétvdn kemoterapiaan yleisesti k&ytettdvid
l48kkeitda kuvataan julkaisussa The Medical Letter, 22, nro
24 (Issue 571), 28. marraskuuta 1980, julk. The Medical
Letter, Inc., New Rochalle, N.Y., 1080l1. Valaisevia esi-
merkkejd sytotoksisista kemoterapeuttisista aineista ovat
syklofosfamidi, metotreksaatti, prednisoni, 6-merkaptopu-
riini, prokarbotsiini, daunorubisiini, wvinkristiini, vin-
desiini, vinblastiini, klorambusiili, sytosiiniarabinosi-
di, 6-tioguaniini, tio-TEPA, 5-fluoriurasiili 5-fluori-2-
deoksiuridiini, S-atsasytidiini, typpisinappi, 1,2-bis(2-
kloorietyyli)-1l-nitrosourea (BCNU), 1l-(2-kloorietyyli)-3-
sykloheksyyli-l-nitrosourea (CCNU), busulfaani, adriamy-
siini, bleomysiini, sykloleusiini ja metyyliglyoksaali-
bis(guanyylihydratsoni) MGBG). Muut sydvén kemoterapia-
aineet ovat alan ammattihiehille tuttuja.

Kaavan I mukaisen yhdisteen nopeasti lis&&ntyvan
kasvainkudoksen kasvunopeutta kontrolloiva vaikutus voi-
daan todeta tavanomaisissa eldinkasvainmalleissa oraalisen
tai parenteraalisen annon Jjdlkeen. Kasvainten vastaiset
vaikutukset voidaan osoittaa esimerkiksi seuraavilla mal-
leilla: (a) L1210-leukemia hiirissid, (b) EMT 6-kasvain
Balb/c-hiiriss4, (C) 7,12-dimetyylibentsantraseeni-indu-
soitu (DMBA-indusoitu) rintasydpd rotissa tai (d) Morris
7288 C tai 5123 -hepatooma Buffalo-rotissa. Kemoterapeut-
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tisiin aineisiin yhdistetyn yhdisteen kasvainten vastaiset
vaikutukset voidaan myds osoittaa eldinmalleilla.

Kun pahanlaatuisen kasvainsairauden hoidossa anne-
taan kaavan I mukaista yhdistett# yhdess3 kemoterapeutti-
sin aineen kanssa, voi kemoterapeuttisen aineen terapeut-
tinen vaikutus vahvistua, niin ettd kemoterapeuttisen ai-
neen aikaansaama remissio voi edistyd ja kasvainkudoksen
uudelleenkasvu hidastua tai estyd. T&llainen yhdistelmi-
hoidon kayttd mahdollistaa siten kemoterapeuttisen aineen
kdytdn pienempind annoksina tai harvemmin annettavina yk-
sittdisannoksina. Siten minimoidaan kemoterapeuttisen ai-
neen haitalliset ja/tai heikentdvidt sivuvaikutukset paran-
taen samalla kasvainten vastaisia vaikutuksia. Termilli
"yhdistelmdhoito" tarkoitetaan kaavan I mukaisen yhdisteen
antamista vdlittomdsti ennen kemoterapian aloittamista,
samanaikaisesti kemoterapian kanssa tai kemoterapian lo-
pettamista tai keskeyttémistd vdlittbmdsti seuraavana
ajanjaksona.

Kun kemoterapia johtaa kasvaimen remissioon eiv#tki
kaikki kasvainsolut tuhoudu, voidaan kasvaimen uudelleen-
kasvua estdsd tai hidastaa midridamittdmén pitksn aikaa jat-
kamalla hoitoa kaavan I mukaisella yhdisteell#d. Siten kaa-
van I mukaista yhdistettd voidaan antaa kasvaimen kasvun
pysdyttamiseksi tai hidastamiseksi sellaisina ajanjaksoi-
na, joina kemoterapia sytotoksisella aineella saattaa olla
tilapdisesti keskeytyksissi.

Edullinen sytotoksinen aine kdytettdvidksi yhdistel-
mdhoidossa kaavan I mukaisen yhdisteen kanssa on metyyli-
glyoksaalibis(guanyylihydratsoni), josta k#ytet#in t#ssi
lyhennettd MGBG ja joka my®s on S-adenosyylimetioniinide-
karboksylaasin inhibiittori. MGBG:n aktiivisuus kemotera-
peuttisena aineena kasvainsairauksien hoidossa on hyvin
dokumentoitua. Esimerkiksi W.A Knightin et al. mukaan
[Cancer Treat. Rep. 43 (1979) 1933] MGBG-annos annettuna
laskimonsisdisesti kerran tai kahdesti viikossa potilail-
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le, joilla on pitkdlle edennyt virtsarakko-, ruokator-
vi-, keuhko-, haima-, paksusuoli-, munuais-, rinta- ja
eturauhassydpd, jyvédsolukarsinooma, adenokarsinooma, lym-
fooma, hepatooma, melanooma, leukemia tai Edwingin sarkoo-
ma, sai aikaan mitattavissa olevan kasvaimen regression
monissa hoidetuista potilaista ja sairauden tdydellisen
katoamisen kahdessa hoidetuista 65 potilaasta.

Annettava MGBG-m&drd voi olla alalla kasvainten
hoitoon tehokkaaksi tiedetty maard. Ladkari mddrittda te-
hokkaat ja myrkyttémdt annostukset kussakin tapauksessa
ottaen huomioon kunkin potilaan tilan. Voidaan esimerkiksi
infusoida annos 250 - 500 mg/m2 ruumiin pinta-alaa 100
ml:ssa 5-%:ista dekstroosin vesiliuosta 30 min:n aikana
kerran tai kahdesti viikossa. Yhdistelm&hoito kaavan 1
mukaisen yhdisteen kanssa parantaa kasvainkudoksen vastet-
ta MGBG:n sytotoksiselle vaikutukselle ja mahdollistaa
pienempien MGBG-yksittdisannosten kdyttn ja hoidon lyhyem-
mén keston verrattuna pelkdn MGBG:n k&yttddn.

Sopiva annostus kaavan I mukaista yhdistettd kdy-
tettdvidksi yhdistelm#hoidossa yhdessd MGBG:n tai muiden
sydvin kemoterapia-aineiden kanssa vol olla mikd tahansa
m3Ars, joka estdd riittdviasti polyamiinibiosynteesid kas-
vaimen kasvunopeuden kontrolloimiseksi tai paremman vas-
teen saavuttamiseksi yhdisteen yhteydessd annettavalle
sytotoksiselle aineelle.

Termilld "patogeenisten loisalkueldinten kasvua
kontrolloiva" tarkoitetaan t#dssd kdytettynd alkueldinten
replikoitumisen hidastamista, keskeyttémistd, tukahdutta-
mista tai pysidyttdmistd infektoituneessa is#dnndssd. Kaavan
I mukainen yhdiste on k#ytt®kelpoinen T.b. bruceita (joka
aiheuttaa trypanosomiaasia karjassa), T.b. rhodesiensea
(joka aiheuttaa unitautia ihmisessd), itidloisia, esimer-
kiksi Eimeria tenellaa (joka aiheuttaa suolistokokkidioo-
sia siipikarjassa, esimerkiksi kanoissa, kalkkunoissa ja
ankoissa) ja plasmodien eksoerytrosyyttistd4 muotoa, esi-
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merkiksi Plasmodium falciparumia (joka aiheuttaa malariaa
ihmisissd) vastaan.

Kaavan I mukaisen yhdisteen alkueldinten vastainen
valkutus voidaan osoittaa in vivo tai in vitro tavanomai-
silla mikrobiologisilla testausmenetelmilld. Yhdisteen
vaikutus T.b. bruceita ja T.b. rhodesiensea vastaan voi-
daan mddritt88 infektoiduissa hiirissd antamalla tutkitta-
vaa yhdistettd rajoittamattomasti pdivittdin (3 - 15 vrk
infektoinnin jdlkeen) liuoksena juomavedessd. Aktiivisuu-
den osoittaa elini&n pidentyminen (verrattuna hoitamatto-
miin vertailueldimiin) tai loisten poissaolo verestd. Yh-
disteen itidloisten vastainen vaikutus voidaan mddrittdd
infektoiduissa kanoissa, esimerkiksi E. tenellalla infek-
toiduissa kanoissa, antamalla tutkittavaa yhdistettd p&i-
vittdin rajoittamattomasti (infektointia edeltdvédstd pai-
vdstd viidenteen infektoinnin j&lkeiseen p&8ivd#8n) liuok-
sena juomavedessd. Umpisuolivauriot arvioidaan tavanomai-
sin vaurioiden arvostelumenettelyin. [katso Reid., Am. J.
Vet. Res. 30 (1969) 447 ja Avian Coccidiosis, toim. P.
Long, British Poultry Science. Ltd., Edinburgh]}. Yhdisteen
malarian vastainen vaikutus (P falsiparum) voidaan madrit-
t88 tavanomaisella maljaviljelykokeella in vitro [katso K.
Rieckmann, et al., Lancet 1 (1978) 2]. Malarian vastainen
valkutus voidaan mddrittdd myds erityisissd hiirikannois-
sa, jotka on infektoitu P. berghein oksierytrosyyttisella
muodolla. Tdssd kokeessa annetaan yhdistettd rajoittamat-
tomasti juomavedessd aloittaen kaksi pdivd48 ennen infek-
tointia ja lopettaen 28 pdivdan kuluttua siitd. Aktiivi-
suutta mitataan kuolintapausten merkittévdlla vdhenemisel-
13 vertailueldimiin n8hden tai elini8n merkittdvdlld pite-
nemiselld.

Tdmd keksinndn mukaisesti valmistettua yhdistettd
voidaan antaa eri tavoin halutun vaikutuksen saavuttami-
seksi. Yhdistettd voidaan antaa yksind#dn tai farmaseuttis-
ten valmisteiden muodossa joko oraalisesti tai parenteraa-
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lisesti, ihonalaisesti, laskimonsisdisesti tai intraperi-
toneaalisesti. Annettava uuden yhdisteen md8r& wvaihtelee
ja vol olla mik& tahansa vaikuttava m&drd. Annettava vai-
kuttava mddrd yhdistettd voi potilaan, hoidettavan tilan
ja anottavan mukaan vaihdella noin 5 mg:sta noin 500
mg:aan painokiloa kohden vuorokaudessa. Yhdisteen yksikkd-
annokset voivat sis&dltd8 esimerkiksi noin 10 - 500 mg yh-
disteitd ja sitd8 voidaan antaa esimerkiksi 1 - 4 kertaa
vuorokaudessa.

Termid "yksikkéannosmuoto" kédytetddn tdssid yhtey-
dessd yhden tai useamman annoksen sisdltdvdstd muodosta,
joka sisdltdd jonkin mddrdn aktiivista aineosaa sekoitet-
tuna tai muulla tavalla yhdistettynd laimennus- tai kanta-
ja-aineeseen, jolloin mainittu mé&&drd on sellainen ettd
normaalisti tarvitaan yksi tai useampia ennalta mddrattyja
vyksikditd yhteen terapeuttiseen antokertaan. Moniannosmuo-
tojen, kuten nesteiden tai uritettujen tablettien, ollessa
kyseessd mainittu ennalta m8ardtty yksikkd on osa monian-
nosmuodosta, kuten 5 ml (teelusikallinen) nesteen mddrdstd
tal puolikas tai neljdnnes uritetusta tabletista.

Keksinndn mukaisesti valmistettua aktiivista yhdis-
tettsd kédytetddn normaalisti farmaseuttisina formulaatioi-
ta. Tdllaisia formulaatioita valmistetaan farmasian alalla
sindnsd tunnetulla tavalla ja ne sisdltdvdt tavallisesti
kaavan I mukaista aktiivista yhdistettd sekoitettuna tai
muuten yhdistettynd farmaseuttisesti hyvdksyttdvddn kanta-
ja- tai laimennusaineeseen. Ndiden formulaatioiden valmis-
tamiseksi aktiivinen aine sekoitetaan tavallisesti kanta-
jaan tai laimennetaan laimennusaineella tai suljetaan tai
pakataan kapseliin, taskuun, pussiin, paperiin tai muuhun
sd11id6n. Kantaja tai laimennusaine voi olla kiinte#, puo-
likiinted tai nestemdinen materiaali, joka toimii aktiivi-
sen aineosan kantaja-, jatke- tai v&liaineena. Soveltuvat
kantajat tai laimennusaineet ovat sindnsd hyvin tunnettu-

ja.
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Formulaatiot voidaan tehdd enteraaliseen tai paren-
teraaliseen kdyttddn soveltuviksi ja niitd voidaan antaa
potilaalle tablettien, kapselien, perdpuikkojen, liuosten,
suspensioiden tms. muodossa. J&ljempdnd olevissa esimer-
keissd annetaan valaisevia esimerkkeji soveltuvista farma-
seuttisista formulaatioista.

Jos keksinndn mukaisessa menetelmidssid jossakin ku-
vatuista reaktiovaiheista jokin reagenssi osallistuisi
epdtoivottavaan reaktioon kyseessd olevissa reaktio-olo-
suhteissa, suojataan aminoryhm& sin&ns&i tunnetulla tavalla
liitt8mdlld siihen sopiva suojausryhmd. Suojausryhmd vali-
taan ottaen huomioon kyseessd olevan reaktion luonne ja
se, miten helppo suojausryhmd on poistaa vapaan aminoryh-
man muodostamiseksi. Suojausryhmd voi olla esimerkiksi
asyyliryhmd, esimerkiksi alempi alkanoyyliryhmi, esimer-
kiksi asetyyli-, propionyyli-, trifluoriasetyyli- tms.
ryhm8; aroyyliryhmd, esimerkiksi bentsoyyli-, toluoyyli-
tms. ryhmd; alempi alkoksikarbonyyliryhm#d, esimerkiksi
metoksikarbonyyli-, etoksikarbonyyli-, tert-butoksikarbo-
nyyli- tms. ryhmd. Aminoryhm#n molemmat vetyatomit voivat
olla yhden suojausryhm&n, esimerkiksi ftalyyliryhm#&n subs-
tituoimia. Suojausryhmdt tuodaan yhdisteeseen sin&nsi tun-
netulla tavalla, esimerkiksi antamalla amiinin reagoida
alemman alkanoyyli- tai aroyylikloridin, anhydridin, sul-
fonyylikloridin, tert-butoksikarbonyloksimino-2-fenyyli-
asetonitriilin [(BOC)Z-O:n] tai di-tert-butyylidikarbonaa-
tin [(BOC)ZO:n] kanssa.

Suojausryhmén poistaminen halutun reaktion mentyé
loppuun voidaan tehd4d sin#nsd tunnetulla, kyseess# oleval-
le suojausryhmdlle soveltuvalla tavalla. Mainittu poisto
on tavallisesti hydrolyyttinen lohkaisu, jossa kédytet#sn
vahvaa orgaanista tai mineraalihappoa, kuten esimerkiksi
trifluorietikkahappoa, vetykloridihappoa tms, tai se teh-
dddn vetykloridikaasulla vedett®missi olosuhteissa. Sel-
laisten olosuhteiden, jotka pelkistdvdn tyydyttymattSmén



10

15

20

25

30

12 85582

sidoksen, tai reagenssien, kuten vetybromidihapon, jotka
reagoivat tyydyttymdttdmén sidoksen kanssa, kayttdd tulee
valttdd. Kdytettdvdt liuottimet valitaan suojausryhmin
poistossa vallitsevien olosuhteiden mukaan. Esimerkiksi
eettereitd, kuten esimerkiksi dietyylieetterii voidaan
kdyttdd vetykloridikaasun avulla tehtdvidssd lohkaisussa.
Siind tapauksessa, ettd on m83rd suojata asetyleeniryhmi,
on edullinen suojausryhm#& trialkyylisilyyliryhm#, erityi-
sesti trimetyylisilyyliryhmd, joka on helppo tuoda yhdis-
teeseen antamalla vapaan asetyleenisen ryhm#n reagoida
trialkyylisilyylikloridin kanssa. Trialkyylisilyyliryhmi
on helppo poistaa emdshydrolyysillsd, jolloin asetyleeninen
ryhmd vapautuu.

Menetelméssd kdytettdvd kaavan III mukainen ftali-
midoyhdiste on saatavissa sinsns3 tunnetulla tavalla k#-
sittelmdllsa kaavan II mukaisen yhdisteen aminosuojattu
johdannainen ftalimidill4 trialkyyli- tai triaryylifosfii-
nin ja dietyyliatsodikarboksylaatin l&sn#ollessa vedettd-
mdssd aproottisessa liuottimessa. Tavallisesti kdytet#in
1 - 3 ekvivalenttia ftalimidis, fosfiinia ja dietyyliatso-
dikarboksylaattia kutakin yht# ekvivalenttia kohden kaavan
II mukaisen yhdisteen johdannaista, jolloin reaktiol#mp&-
tila on 10 - 100 °C ja reaktio kest#dd 18 - 24 tuntia. Ki-
tevd fosfiini on trifenyylifosfiini ja k#tevd8 aproottinen
liuotin tetrahydrofuraani.

Ftalimidoryhmd8 voidaan muuttaa sinsnsd tunnetulla
tavalla vaadittavaksi primaariseksi aminoryhm#ksi. Ftal-
imidoryhmd8 voidaan lohkaista esimerkiksi hydrolyyttisesti
kuumentamalla yhdistettd kuuman mineraalihapon, edullises-
ti vetykloridi- ja etikkahappojen seoksen, kanssa. Happo-
ja, jotka reagoivat asetyleenisten sidosten kanssa, esi-
merkiksi vetybromidihappoa, ei tietenk##n voida kayttidi.
On edullista vapauttaa aminoryhm# kuumentamalla, edulli-
sesti palautusjdshdyttdjén alla, ftalimidojohdannaista
hydratsiinin tai metyyliamiinin kanssa polaarisessa orgaa-
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nisessa liuottimessa, erityisesti alkoholissa. On k&dtevii
kdyttdd metyylihydratsiinia metanolissa.

Edullinen aminoryhm&8n suojausryhmd kaavan III mu-
kaiselle yhdisteelle on ftalimidoryhmd, jolloin halutun,
kaavan I mukaisen yhdisteen molemmat aminoryhm&t voidaan
vapauttaa samanaikaisesti.

Kaavan II mukainen yhdiste voidaan valmistaa si-
ndnsd tunnetulla tavalla antamalla etynyylimagnesiumhalo-
genidin, edullisesti bromidin, reagoida vastaavan aldehy-
din, jolla on seuraava yleinen kaava IV, aminosuojatun
johdannaisen kanssa:

H,N-CH,~CF,-CH,~CHO (IV)

2 2 2
On kdtevdd tehdd reaktio tetrahydrofuraanissa ja muodostaa
etynyylimagnesiumhalogenidi in situ lis&88m#ll4 etyylimag-
nesiumhalogenidia asetyleenilld kyll&stettyyn tetrahydro-
furaaniin. Edullinen aminoryhm&n suojausryhmd on t#114kin
kertaa ftalimidoryhmi.

Kaavan IV mukainen yhdiste voidaan valmistaa sindn-
sd tunnetulla tavalla hapettamalla vastaavan olefiinin,
jolla on yleinen kaava V, aminosuojattu johdannainen:

H,N-CH

2 Z-CF

-CH -CH=CH2 (V)

2 2

Soveltuvia hapettimia ovat kaliumpermanganaatti, osmium-
tetroksidi ja tdssd yhteydessd edullisesti otsoni. Kiytet-
tdessd otsonia on edullista johtaa otsoni liuoksen 1l4pi,
joka sis8ltd8 olefiinin aproottisessa liuottimessa, esi-
merkiksi dikloorimetaanissa, ja lisidt3 sitten dimetyyli-
sulfidia otsonireaktiovdlituotteen pelkistémiseksi.

Kaavan V mukainen yhdiste voidaan valmistaa vastaa-
vasta alkoholista, jolla on seuraava yleinen kaava VI,
muuttamalla sin8nsd tunnetulla tavalla hydroksyyliryhmi
primaariseksi aminoryhm#ksi:
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HO-CH,-CF —CHZ-CH=CH (VI)

2 2 2

On kdtevidi tehdid muuttaminen vastaavan tosyylioksi-, me-
syylioksi- tai, edullisesti, trifluorimetyylisulfonyyliok-
siyhdisteen kautta k#sittelemdlld kaavan VI mukainen alko-
holi tosyylikloridilla, mesyylikloridilla tai trifluorime-
tyylisulfonyylianhydridilld em#ksen, Kkuten pyridiinin,
l4snd ollessa aproottisessa liuottimessa, erityisesti di-
kloorimetaanissa. V#dlituote késitellddn sitten alkalime-
talliftalimidilld polaarisessa orgaanisessa liuottimessa,
edullisesti dimetyyliformamidissa, jolloin muodostuu vas-
taava ftalimidojohdannainen. Ftalimidojohdannaista k&yte-
t33n tavallisesti aminosuojattuna johdannaisena, jota tar-
vitaan reagoivana aineena kaavan V mukaisen yhdisteen val-
mistamiseksi. Aminoryhm3 voidaan kuitenkin tarvittaessa
vapauttaa esimerkiksi kdsittelem#élld mineraalihapolla tai
hydratsiinilla.

Kaavan VI mukainen alkoholi voidaan pelkist&dm&lld
vastaava esteri, jolla on seuraava yleinen kaavan VII,
pelkistimelld, kuten boorihydridilla, joka pelkistdd se-
lektiivisesti esteriryhmén:

R,0,C-CF

102C-CF,-CH

2-CH=CH2 (VII1)
jossa R1 on C1_4-a1kyyli.

Kun R on alkyyli, voidaan kaavan VI mukainen alko-
holi valmistaa k#sittelm#llid kaavan VII mukainen esteri
vastaavalla 1litium- tai magnesiumalkyylihalogenidilla,
jolloin saadaan vastaava ketoni, jolla on seuraava yleinen
kaava VIII:

Rl

|
OC-CF,-CH,-CH=CH

2 2 2 (VIII)

jossa R' on C;_,-alkyyli.
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Kaavan VIII mukainen ketoni pelkistet#d&n sitten
halutuksi alkoholiksi esimerkiksi boorihydridill&. Edell&
mainituilla menetelmilld saadut yhdisteet voidaan erist#i
joko sellaisinaan tai happoadditiosuoloinaan. Happoaddi-
tiosuolat ovat edullisesti soveltuvien happojen, kuten
tdssd hakemuksessa aiemmin mainittujen happojen, kanssa
muodostettuja farmaseuttisesti hyviksyttdvid, myrkyttomii
additiosuoloja. Farmaseuttisesti hyvdksytt8vien happoaddi-
tiosuolojen 1lisdksi kuuluu happoadditiosuolojen piiriin
muitakin suoloja, kuten esimerkiksi pikriini- ja oksaali-
happosuolat; ne voivat toimia v#lituotteina yhdisteiden
puhdistuksessa tai muiden, esimerkiksi farmaseuttisesti
hyvdksyttdvien, happoadditiosuolojen valmistuksessa, tai
ne ovat kdytttkelpoisia emdsten identifioinnissa tai ka-
rakterisoinnissa.

Tuloksena oleva happoadditiosuola voidaan muuttaa
vapaaksi yhdisteeksi tunnetuin menetelmin, esimerkiksi
kdsittelemdlld se alkali- tai maa-alkalimetallihydroksi-
dilla tai -alkoksidilla, alkalimetalli- tai maa-alkalime-
tallikarbonaatilla tai -vetykarbonaatilla, trialkyyliamii-
nilla, tai anioninvaihtohartsilla.

Tuloksena oleva happoadditiosuola voidaan muuttaa
myds toiseksi happoadditiosuolaksi tunnetuin menetelmin;
esimerkiksi epdorgaanisen hapon kanssa muodostettu suola
voidaan k#sitelld jonkin hapon natrium-, barium- tai ho-
peasuolalla soveltuvassa laimennusaineessa, johon tulokse-
na oleva epdorgaaninen suola ei liukene, jolloin se erot-
tuu reaktiovédliaineesta. Happoadditiosuola voidaan muuttaa
toiseksi happoadditiosuolaksi my&s kisittelem#dlld anionin-
vaihtimella.

Seuraavat esimerkit valaisevat keksintdi.
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Esimerkki 1

1,4-diamino-2,2-difluoriheks-5-yyni

A) 2,2-difluoripent-4-en-1-o0li

{kaava VI)

Liuos, joka sis#alt8i etyyli-2,2-difluoripent-4-
enoaattia (kaava VII; R1 on C2H5) (146,8 g, 0,9 mol) eta-
nolissa (350 ml), lis#dtdsn tipoittain 1 tunnin aikana
liuokseen, joka sis#ltd8 natriumboorihydridis (34 g, 0,9
mol) absoluuttisessa etanolissa (550 ml), huoneen l&8mpdti-
lassa. Reaktioseoksen havaitaan ldmpenevdn lisdyksen aika-
na. Seos j#shdytetdsn 25 min:n kuluttua suola-jddseoksella
noin 16 °C:seen ja lis#dystd4 jatketaan téssid ldmpdtilassa.
Sekoitusta jatketaan vield 30 min j&&dhauteen l8mpdtilassa
ja sitten 2 tuntia huoneen l&mpdtilassa.

Reaktioseos haihdutetaan, j&&nnds liuotetaan di-
kloorimetaaniin (500 ml) ja liuokseen lis#&tddn 4 N rikki-
happoa (350 ml), mik# aiheuttaa voimakkaan vedyn kehitty-
misen. Liuos laimennetaan vedelld (500 ml) ja uutetaan
sitten dikloorimetaanilla (4 x 250 ml). Yhdistetyt orgaa-
niset uuteliuokset pest#in rikkihapolla (kahdesti, 200 ml,
2 N) ja kyllastetylld suolaliuoksella, kuivataan magne-
siumsulfaatilla ja vdkevdiddsn 25 °C:ssa vesisuihkupumpul-
la aikaansaadussa alipaineessa.

Tislaamalla konsentraatti saadaan 2,5-difluoripent-
4-en-1-olia, kp. 48 - 50 °C/11 mmHg, vérittOménd, liikku-
vana 8ljyn3 (110,8 g, kvantitatiivinen saanto).
lH-NMR, CDC1,, delta 6,1 - 5,7 (1 H, m); 5,3 (2 H, levea
d); 3,70 (2 H, t, J = 12 Hz); 3,2 (1 H, leved s); 2,70 (2
H, dt, J = 6, 15 Hz).
19:_NMR, CDC1,/C4Fq,-54 (tt, J = 12,15 Hz).

B) 2,2-difluoripent-4-enyylitrifluorimetyylisulfo-
naatti

Vaiheessa A valmistetun alkoholin (78 g, 0,64 mol)
liuokseen dikloorimetaanissa (500 ml) ja pyridiinissé
(55,3 g, 0,7 mol) lis&tdsén O °C:ssa liuos, joka sisdltda
trifluorimetyylisulfonyylianhydridi& (204 g, 0,7 mol) di-
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kloorimetaanissa, 0,75 tunnin aikana pit#en lampdtila 5
°C:na suola-jddseoksella jdshdytt#m#lld. Kun 1lis#dys on
saatettu loppuun, reaktioseoksen annetaan l&mmet#d huoneen
l8mpbtilaan, sekoitetaan 0,5 tuntia, j&#hdytet&sn O
°C:seen ja lisdtd88n sitten vettd (350 ml). Muodostuvat
kerrokset erotetaan, vesikerros uutetaan dikloorimetaanil-
la (2 x 500 ml), yhdistetyt orgaaniset faasit pest#dn ve-
delld (2 x 200 ml), kuivataan natriumsulfaatilla ja vidke-
v6idddn pydrdhaihduttimella.

Konsentraatti tislataan vesisuihkupumpulla aikaan-
saatavassa alipaineessa. Kp. 50 - 52 °C, 134 g (83 %),
'H-NMR, CDCl,, delta 5,8 (1 H, m); 5,3 (2 H, m); 4,50
(2 H, t, J =11 Hz); 2,77 (2 H, dt, J = 7, 16 Hz)
Y9F-MuR, cDCl,/CF, -88 (s), -57 (tt, 3 = 11, 16 Hz).

C) 2,2-difluoripent-4-enyyliftalimidi

(kaava V; suojausryhm# ftalyyli)

Kaliumftalimidi (123 g 0,67 mol) lis#tdsdn sekoit-
taen edelld vaiheessa B valmistetun 2,2-difluoripent-4-
enyylitrifluorimetyylisulfonaatin (130 g, 0,51 mol) liuok-
seen dimetyyliformamidissa (1,2 1). Seosta pidet#ddn 120

°C:n l&mpdtilassa 21 tuntia, min3d aikana suurin osa kiin-

tedstd aineesta liukenee.

Kun seos on jd#hdytetty huoneen lampdtilaan, lis&-
taan vettd (2 1) pitden lémpdtila 20 °C:na. Kiinted aine
liuotetaan lisd8mdlls dietyylieetteris, eetterikerros ero-
tetaan ja vesikerros uutetaan dietyylieetterillsd (3 x 1,7
1). Yhdistetyt orgaaniset faasit pest#in 2 N natriumhyd-
roksidiliuoksella (3 x 150 ml) ja vedelld (3 x 500 ml),
kuivataan (MgSO,) ja haihdutetaan, jolloin saadaan 2,2-di-
fluoripent-4-enyyliftalimidid (114,8 g, 90 %) valkeana
kiintednd aineena, sp. 74 - 77 °C.

ly-NMR, cDC1,, delta 7,87 (4 H, m); 5,9 (1 H, m); 5,3 (2

3'
H, m); 4,10 (2 H, t, J = 14 Hz); 2,75 (2 H, dt, J = 7, 16
Hz).
19

F-NMR, CDCl,/C.F., -60,5 (tt, j = 16, 14 Hz).
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Dietyylieetterin ja pentaanin seoksesta kiteytetyn
ndyteen sp. on 78 - 80 °C.
Alkuaineanalyysi yhdisteelle C,;H,;NO,F,:
Laskettu: C, 62,15; H, 4,41; N, 5,58 %
Mitattu: C, 62,53; H, 4,51; N, 5,63 %.
D) 2,2-difluori-1-ftalimidobutan-4-aali
(kaava 1V; suojausryhmd ftalyyli)

Vaiheessa C valmistetun 2,2-difluoripent-4-enyyli-
ftalimidin (18 g, 72 mmol) liuos dikloorimetaanissa (500
ml) j&#hdytetdidn hiilihappojddasetonihauteessa ja liuok-
seen johdetaan otsonia (0,5 mmol/min), kunnes havaitaan
sininen v3ri. Otsonivirtaus pysdytetddn ja lisdtdé8n dime-
tyylisulfidi (60 ml) yhtend annoksena. Jddhdytyshaude
poistetaan ja seosta sekoitetaan huoneen l&mpdtilassa yOn
yli. Dikloorimetaani ja ylimd&r&inen dimetyylisulfidi
poistetaan pydrthaihdutuksella. J&&nnds siirretddn dikloo-
rimetaaniin (100 ml), pestddn kylldstetylld natriumbikar-
bonaatin vesiliuoksella (3 x 40 ml), kahdesti vedelld (50
ml) ja sitten kylldstetylld NaCl-liuoksella, Kkuivataan
natriumsulfaatilla ja poistetaan liuotin pydrShaihdutti-
mella, jolloin saadaan 2,2-difluori-l-ftalimidobutan-4-
aalia (18,1 g, 100 %) valkeana kiintednd aineena (sp. 76 -
78 °C).

'H-NMR, CDCl,, delta 9,87 (1 H, m); 7,87 (4 H, m); 4,22 (2
H, 5, J = 14 Hz); 3,07 (2 H, dt, J, 2, 17 Hz).
19p-NMR, CDC1,/C(Fq, -64 (ddd, J = 17, 14, 2 Hz).

Jos reaktioseosta sekoitetaan vain 1 - 2 tuntia
dimetyylisulfidin lisdidmisen j8lkeen on aldehydin pdda-
asiallisena epipuhtautena otsonidi 3-(2,2-difluori-3-ftal-
imidopropyyli)l, 2,4-trioksalaani.

'H-NMR, CDC1,, delta 7,53 (4 H, m); 5,60 (L H, t, J =5
Hz); 5,22 (1 H, s); 5,13 (1 H, s); 4,17 (2 H, t, J = 14
Hz); 2,45 (2 H, kaksois-t, J = 5, 16 Hz).

19
F-NMR, CDC13/C6F6, -62 (m).



10

15

20

25

30

35

19 §5582

E) 2,2-difluori-1-ftalimidoheks-5-yn-4-0li

(kaava 11; suojausryhmd ftalyyli)

Hiilihappojd&llad jaahdytettyd tetrahydrofuraania (1
1) kyllistetddn asetyleenilld yhden tunnin ajan. Sitten
tdhdn liuokseen 1lisdtd8n etyylimagnesiumbromidia (2 M

liuos dietyylieetterissd, 40 ml, 80 mmol) noin 15 min:n
aikana ja asetyleenivirtaa pidetd&n yll& 30 min t&m#n 1li-
sdyksen lopetuksen jdlkeen. Vaiheessa D valmistetun 2, 2-
difluori-l-ftalimidobutan-4-aalin (72 mmol) liuos tetra-
hydrofuraanissa (150 ml) 1lisdtd8n sitten tipoittain 15
min:n aikana ja seosta sekoitetaan typen alla yksi tunti
antaen sen samalla lammetd huoneen lampdtilaan. Seos kaa-
detaan 1 N vetykloridihappoon (1 1) ja uutetaan dietyyli-
eetterilld (3 x 750 ml). Yhdistetyt orgaaniset uuteliuok-
set pestddn kylldstetylld NaCl-liuoksella, kuivataan nat-
riumsulfaatilla ja vakevdidain.

Tuote k#dsitelldsdn aktiivihiilelld metanolissa. Ki-
teyttdmdlld t&md materiaali etyyliasetaatin ja heksaanin
seoksesta ja kdsittelemdlld emdliuokset kromatografisesti
(500 g sio,, 70 - 230 meshid, etyyliasetaatti-heksaaniseos
1:1) saadaan kaikkiaan 6,58 g 2,2-difluori-l-ftalimido-
heks-5-yn-4-0lia, joka on riittdvin puhdasta kdytettaviksi
vaiheessa F. Kokonaissaanto 33 %, R, (etyyliasetaatti-hek-
saaniseos 1:1) 0,69. Metanolista uudelleenkiteytetyn ndyt-
teen sp. on 172 - 174 °C.
ly-NMR, CD,0D/(CD,),S0, delta 7,87 (4 H, m); 4,67 (1 H,
dt, J = 2 Hz); 4,5 - 3,7 (2 H, m); 3,03 (1 H, 4, J = 2
Hz); 2,40 (2 H, ddd, J = 18, 15, 6 Hz).
19F-NMR, CDC1,/C,F,, -64 (m).

Massaspektri: (NH,/DCI) m/e 297 (MNH,”, 70 %); 280 (MH';
100 %); 262 (20 %); 242 (50 %); 160 (75 %).
Alkuaineanalyysi yhdisteelle C,H,,NO,F,:

Laskettu: C, 60,22; H, 3,97; N, 5,02 %

Mitattu: C, 59,55; H, 4,06; N, 5,13 %.
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F) 2,2-difluori-1,4-bis(ftalimido)-heks-5-yyni

(kaava I1I; suojausryhmd ftalyyli)

Dietyyliatsidikarboksylaatti (7,5 ml, 47,4 mmol)
lisdtdsn jaskylméddn liuokseen, joka sisdltdd 2,2-difluori-
1-ftalimidoheks-5-yn-4-o0lia (valmistettu vaiheessa E, 8,88
g, 31,8 mmol), trifenyylifosfiinia (16,7 g, 63,7 mmol) ja
ftalimidis (5,12 g, 34,8 mmol) tetrahydrofuraanissa (500
ml), typen alla 10 min:n aikana. Seosta sekoitetaan O

°C:ssa kaksi tuntia ja sitten huoneen l&mpdtilassa 65 tun-
tia. Tetrahydrofuraani poistetaan py&rdhaihduttimella ja
j48nnds puhdistetaan flash-kromatografialla (800 g SiO,,
230 - 400 meshii, etyyliasetaatin ja heksaanin seos 1l:1).
Ker#tdsn kaksi sarjaa fraktioita. 2,2-difluori-4-bis(ftal-
imido)-heks-5-yynid ja trifenyylifosfiinia sisdltavat
fraktiot pest&dsn dietyylieetterilld, jolloin saadaan koh-
tuullisen puhdasta bisftalimidi&, kun taas 2,2-difluori-
1,4-bis(ftalimido)-heks-5-yynid ja N,6N'-dikarbetoksihyd-
ratsiinia sisdltdvdt fraktiot pestddn metanolilla. Kolon-
ni huuhdotaan lopuksi etyyliasetaatilla. T&ll#kin kertaa
pesu metanolilla antaa tulokseksi bisftalimidia. Eriste-
t438n kaikkiaan 4,85 g (36 %) haluttua tuotetaa, R, (etyyli-
asetaatti-heksaaniseos 1:1) 0, 34.

Metanolilla vield kerran pestyn ndytteen sulamis-
piste on 201 - 203 °C.
ly-NMR, CDCl,, delta 7,77 (8 H, m); 5,60 (1 H, add, J = 9,
4, 2 Hz); 4,08 (2 H, t, J = 14 Hz); 3,5 - 2,5 (2 H, m);
2,43 (1 H, 4, J = 2 Hz).
19p-NMR. CDCL,/CFq, -59 (m).
Massaspektri; (EI), m/e 408 (M+, 5 %); 388 (m-HF, 30
15 %); 380 (5 %); 368 (10 %); 345 (20 %); 241 (95 %); 194
(100 %):; 160 (80 %).
Alkuaineanalyysi yhdisteelle C,,H,,N,F,0,:
Laskettu: C, 64,71, H, 3,46; N, 6,86 %
Mitattu: C, 63,86; H, 3,51; N, 6,83 §%.
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G) 2,2-difluoriheks-5-yyni-1,4-diamiini-bis-t-bu-
tyylikarbamaatti

(kaava I; suojausryhmd BOC)

Metyylihydratsiini (2,46 ml, 46 mmol) lis&t&din vai-
heessa F valmistetun 2,2-difluori-1,4-bis(ftalimido)-heks-
S-yynin (4,85 g, 11,9 mmol) liuokseen metanolissa (50 ml)
ja tetrahydrofuraanissa (50 ml) ja liuosta pidetd&n 80
°C:ssa palautusjéshdytt&jin alla (kiehuu lievisti) typpi
suojakaasuna 22 tuntia. Sitten seos j&&hdytet&4n huoneen
lampStilaan ja vdkevdiddidn py6rdhaihduttimella, lopuksi

atseotrooppisena seoksena etanolin kanssa.

Jaannds suspendoidaan metanolin (200 ml), veden (10
ml) ja vdkevdn suolahapon (20 ml) seokseen ja sekoitetaan
30 min. Kiintoaineet poistetaan suodattamalla ja pestdén
vedelld. Yhdistetyt suodokset haihdutetaan kuiviin.
Jaannds liuotetaan veteen (25 ml) ja tetrahydrofuraaniin
(25 ml). Lis#t88n natriumkarbonaattia (5 g) ja di-tert-
butyylidikarbonaattia (10 g, 45,9 mmol) ja seosta sekoite-
taan huoneen ldmpttilassa y®n yli.

Seos uutetaan dietyylieetterilld (3 x 50 ml). Yh-
distetyt uutteet pest#sn kyll&stetylld NaCl-liuoksella,
kuivataan natriumsulfaatilla ja haihdutetaan. J##nn&kselle
tehdddn flash-kromatografia (noin 200 g Si0,, 230 - 400
meshid, pentaani-dietyylieetteriseos 2:1), jolloin saadaan
2,2-dif1uoriheks-5-yyni—1,4—diamiini-bis-S-butyylikarba-
maattia (2,2 g, 53 %, R, 0,31)

Pentaanista kiteytetyn ndytteen sulamispiste on 108 -
115 °cC.
'H-NMR, CDC1,, delta 4,8 (3 H, m); 3,57 (2 H, dt, J = 6,14
Hz); 2,3 (3 H, m); 1,47 (18 H, s).
19F_NMR, CDCl,/CgFg, -59.
H) 2,2-difluoriheks-5-yyni-1,4-diamiinidihydroklo-

ridi
(kaava I; dihydrokloridihappoadditiosuola)
Vetykloridihapon kyll&stetty liuos dietyylieette-

rissd (20 ml) lis4t88n vaiheessa G valmistetun 2,2-difluo-
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riheks-5-yyni-1,4-diamino-bis-t-butyylikarbamaatin (2,2 g,
6,3 mmol) liuokseen dietyylieetterissd (10 ml). Seosta
sekoitetaan huoneen ldmpdtilassa 4 vrk. Saostuma otetaan
talteen, pestdin di-etyylieetterilld ja uudelleenkiteyte-
td8n metanolin ja di-isopropyylieetterin seoksesta, jol-
loin saadaan 2,2-difluoriheks-5-yyni-1,4-diamiinidihydro-
kloridia valkeana, ei-hygroskooppisena kiinte&nd aineena
(1,09 g, 78 %), joka sulaa hajoten yli 200 °C:n l&mpdti-
lassa.
'H-NMR, D,0:HDO = delta 4,50, delta 3,50 (2 H, dd, J = 15,
18 Hz); 3,00 (1 H, d, J = 2 Hz); 2,7 (s, H, m). Liuotin
peittdd H-4-signaalin.
Alkuaineanalyysi yhdisteelle CH,,N,F,Cl,
Laskettu: C, 32,60; H, 5,47; N, 12,67 %
Mitattu: C, 32,41/32,55; H, 5,31/5,36; N, 12,60/12,78 %.

Seuraavissa farmaseuttisia koostumuksia kédsittele-
viss#d esimerkeissd 1,4-diamino-2,2-difluoriheks-5-yynisté
kdytetddn termid "aktiivinen aineosa". L&#8keaineen mdardn
s8itéminen saattaa olla valttamédtdntd tai toivottavaa ld4-
keaineen aktiivisuusasteen mukaan, kuten alalla hyvin tie-
detéldn.

Esimerkki 2

Kovia gelatiinikapseleita kuvaava koostumus on seu-

raava:
a) aktiivista aineosaa 20 mg
b) talkkia 5 mg
c) laktoosia 90 mg

Formulaatio valmistetaan johtamalla kuivat jauheet
hienojakoisen seulan 18pi ja sekoittamalla ne hyvin keske-
ndidn. Jauhe pakataan sitten koviin gelatiinikapseleihin
tdyttd painon ollessa 115 mg/kapseli.

Esimerkki 3

Tablettikoostumuksia valaisee seuraava koostumus:

a) aktiivista aineosaa 20 mg
b) tdrkkelystd 43 mg
c) laktoosia 45 mg

d) magnesiumstearaattia 2 mg
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Rakeet, joita saadaan sekoittamalla laktoosi yhdis-
teeseen (a) ja osaan tdrkkelyksestd ja rakeistamalla t&rk-
kelystahnan kanssa, kuivataan, seulotaan ja sekoitetaan
magnesiumstearaatin kanssa. Seos puristetaan 110 mg:n pai-
noisiksi tableteiksi.

Esimerkki 4

Injektoitavaa suspensiota valaisee seuraava koostu-

mus, joka on lihaksensisdisesti ruiskutettava 1 ml:n am-
pulli:

paino-%
a) aktiivista aineosaa 1,0
b) polyvinyylipyrrolidonia 0,5
c) lesitiinii 0,25
d) injektioihin tarkoitettua
vettd, tdytetdidn 100,0:ksi

Ainekset sekoitetaan, homogenoidaan ja pakataan 1
ml:n ampulleihin, jotka suljetaan ja autoklavoidaan 20 min
121 °C:ssa. Kukin ampulli sis#ltd4 10 mg/ml uutta yhdis-
tettd (a).

Esimerkki 5

mg/perépuikko
Aktiivista aineosaa 50
Kaakaovoita 950

Lddkeaine jauhetaan, johdetaan seulan B.S. nro 100
ldpi ja hierotaan sulatettuun kaakaovoihin l&mp&#tilassa
45 °C tasaiseksi suspensioksi. Seos sekoitetaan hyvin ja
kaadetaan muotteihin, joiden nimelliskapasiteetti on 1 g,
jolloin saadaan perdpuikkoja.

Esimerkki 6

Kaavan I mukaisten yhdisteiden ODC-inhibointiaktii-
visuus voidaan osoittaa in vivo seuraavalla menettelylli:

Sprague-Dawley-kannan urosrotille (paino 200 - 220 g) an-
netaan ravintoa ja vettd rajoittamattomasti ja pidet#sn ne
sddnndllisissd valaistusolosuhteissa (12 tuntia valoisaa,
12 tuntia pime#d). L#&kkeet injektoidaan intraperitoneaa-
lisesti (liuotettuina 0,9-%:iseen suolaliuokseen) tai an-
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netaan letkuruokinnalla (veteen liuotettuina). Vertailu-
eldimind kdytetddn fysiologista suolaliuosta tai vettd
saavia rottia. Eldimet tapetaan katkaisemalla niska 5 - 6
tunnin Kkuluttua l&3kkeen annosta ja mahanpuoleinen etu-
rauhanen ja kateenkorva irrotetaan nopeasti ja k#dsitelldsn
v8littdmésti. Kudokset homogenoidaan kolminkertaisen tila-
vuuden kanssa 30 mM natriumfosfaattipuskuria (pH 7,1),
joka sis&dltdd 0,1 mmol/l EDTA:a, 0,25 mol/l sakkaroosia,
0,1 mmol/l pyridoksaalifosfaattia ja 5 mmol/l ditiotreito-
lia. Ornitiinidekarboksylaasiaktiivisuudet mddritetédsn
1000 g:sta eturauhashomogenaatin supernatanttia ja koko
kateenkorvahomogenaatista suurin piirtein Onon et al. ku-
vaamalla menetelmdlld [Biochem. Biophys. Acta 284 (1972)
285].

Esimerkki 7

Kaavan I mukaisen yhdisteen aktiivisuus ornitiini-
dekarboksylaasin (ODC:n) inhibiittoreina voidaan osoittaa

in vitro seuraavalla menettelyll&:

Ornitiinidekarboksylaasi (ODC) preparoidaan rottien, joi-
hin on injektoitu tioasetamidia (150 mg/painokilo) 18 tun-
tia ennen teurastusta, maksoista ja puhdistetaan puhtaus-
asteeltaan noin kymmenkertaiseksi kédsittelmdlld hapolla
pH-arvossa 4,6 Onon et al. menetelmdlld [Biochem. Biophys.
Acta 284 (1972) 285]. ODC-varastoliuos sis#dltés proteiinia
(16 mg/ml), natriumfosfaattipuskuria (30 mM, pH 7,1), di-
tiotreitolia (5 mmol/l) ja pyridoksaalifosfaattia (0,1
mmol/l). Té&mdn varastoliuoksen ominaisaktiivisuus on 0,12
nmol CO,:a/min mg:aa kohden proteiinia. Tyypillisessd ko-
keessa sekoitetaan 320 pl tdtd varastoliuosta ajanhetkelld
O 80 pl:aan inhibiittorin vesiliuosta ja inkuboidaan 37
°C:ssa. Eri ajanhetkilld siirretdd&n 50 pl:n annoksia 1
ml:aan mdldritysvdliainetta, joka sisdltd8 natriumfosfaat-
tia (30 mmol/1l, pH 7,1), ditiotreitolia (5 mmol/1l), pyri-
doksaalifosfaattia (0,1 mmol/l), L-ornitiinia (0,081 pmol)
ja DL-[1-14C]ornitiinia (0,043 pmol, 58 Ci/mol, Amersham)
suljetussa astiassa, johon on sijoitettu suodatinpaperi,
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joka on kostutettu 50 pl:1lla hyamiinihydroksidiliuosta (1
mol/l). Reaktion annetaan edetd 60 min 37 °C:ssa ja pysdy-
tetddn sittenlisd&midlls 0,5 ml 40-%:ista trikloorietikka-
happoa. Annetaan seistd vield 30 min ja tehd&&n suodatin-
paperiin absorboituneen CO,:n laskenta tavanomaisessa tui-
kelaskentaseoksessa. K; (n8enndinen dissosiaatiovakio) Jja
T50 (puoliintumisaika) &d4rettdmissi inhibiittoripitoisuu-
dessa lasketaan Kitzin Jja Wilsonin menetelm#lld [J. Biol.
Chem. 237 (1962) 3245].
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Patenttivaatimus

Menetelmd terapeuttisesti aktiivisen fluoratun di-
aminoalkyynijohdannaisen valmistamiseksi, jolla on kaava

? = CH
HZN - CH2 - CF2 - Cl-l2 - CH - NHz (1)
tal sen farmaseuttisesti hyv#ksytt#dvin happoadditiosuolan
valmistamiseksi, tunnettu siitd, ettda wvastaavan
alkoholin, jolla on kaava

C = CH

I
H,N - CH - CH - OH (1II)

2 2 ~ CF

- CH

2 2

aminosuojattua johdannaista kdsitell&dsn ftalimidillsa, jol-
loin saadaan yhdiste, jolla on kaava

? = CH
HZN - CH2 - CF2 - CH2 - CH-ftalimido (III)
minkd8 j#8lkeen ftalimidoryhm& muutetaan sin#nsi tunnetulla
tavalla primaariseksi aminoryhm#éksi, jolloin saadaan kaa-
van I mukainen yhdiste tai sen farmaseuttisesti hyv#ksyt-
tdvd suola.



10

15

20

25

27 85582

Patentkrav

Férfarande for framstdllning av ett terapeutiskt
aktivt fluorerad diaminoalkynderivat med formeln

? = CH
HZN - CH2 - CF2 - CH2 - CH - NH2 (1)
eller fOr framstdllning av dess farmaceutiskt godtagbara
syraadditionssalt, k 8 nnetecknat ddrav, att
ett aminoskyddat derivat av motsvarande alkohol med for-
meln

C = CH

|
- CH, - CH - OH (I1)

- CF2 2

HZN - CHZ

behandlas med ftalimid, varvid en fdrening med formeln

? = CH
H2N - CH2 - CF2 - CH2 - CH-ftalimido (III)
erhalls, varefter ftalimidogruppen f&rvandlas pa ett i och
for sig kdnda sétt till en primir aminogrupp, varvid f&-
reningen med formeln I eller dess farmaceutiskt godtagbara
salt erhdalls.
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