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Difluoristatoniviruksen vastalsia analogeja

Tédm8 keksintd koskee uusia statoniviruksen vastai-
sla analogeja, menetelmid ja v#lituotteita, jotka ovat
kdyttbkelpoisia niiden valmistamiseksi, ja niiden kdyttod
viruksen vastaisina aineina.

Tdmdn keksinndn taustaa

Retrovirukset ovat luokka viruksia, jotka kuljetta-
vat niiden geneettistd materiaalia ribonukleiinihappona
mieluummin kuin deoksiribonukleiinihappona. Retrovirukset
liittyv8t lukuisiin erilaisiin sairauksiin ihmisessd, yksi
sairauksista on AIDS. Vaikka on ollut esityksi8 muista vi-
ruksen vastaisista aineista, jotka ovat kdyttSkelpoisia
AIDS:n hoidossa, esimerkiksi katso patenttihakemukset
EP O 218 688, EP O 352 000 ja PCT/US 91/09 741, t&mdn kek-
sinndn yhdisteitd ei ole aikaisemmin esitetty. PCT/US
91/09741 sisdllytetdsdn tdten viittauksella.

Tdmdn keksinndén kuvaus

Tarkemmin sanottuna t&ma keksint® koskee uusia di-
fluoristatonianalogeja, joilla on kaava I

72 Py
R,|CNBC CNHCHC-CF%c':—NRSR6 1

[l {l ]
o) 0] 0 0]

ja stereoisomeerejd, hydraatteja, isosteerejd ja niiden
farmaseuttisesti hyvéksyttdvid suoloja, joissa

T
P1 on Cl-s-alkyleeni_@/_T ’

jossa T on [(0),-W-R] ja T' on [(O0),.-W'~-R'] tai H, jossa
kukin W ja W' on itsendisesti C, ,~alkyleeni tai ei mit&&n,
edellyttden, ettd W on C,  ,~alkyleeni, kun W on liitetty
suoraan typpiatomiin R:ss&, edellyttden, ettd W' on C, , al-
kyleeni, kun W' on liitetty suoraan typpiatomiin R':ssa;
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P, on C, ,-alkyyli, syklopentyyli, hydroksi-C, ,-al-
kyyli, fenyyli, bentsyyli tai 3-tetrahydrofuryyli;

R ja R' ovat kumpikin itsendisesti C, (j-alkenyleeni,
piperatsinyyli, substituoitu piperatsinyyli, piperidyy-
1i, morfolinyyli, pyridyyli, pyratsinyyli tai pyrimidinyy-
1i, jossa substituoitu piperatsinyyli on piperatsinyyli,
joka on substituoitu sen yhteen typpiatomiin CHO:1lla,
C(O)NHR,:118, C,_ ,~alkyylillsd tai CO,R,:114;

R, on bentsyylioksi, C, ¢-alkoksi, C, (-alkyyli, fe-
nyyli, bentsyyli, fenetyyli, fluorenyylimetylenoksi, 2-ki-
nolinyyli, PDL,

Fﬂzg—(CHz)JFHZ, ?-(CHZ)Z—L—CHZ?Hzr
NHSO,R,, N(R,)(bentsyyli) tai N(R,)(PDL);

PDL on -(CH,),-2-, 3- tai 4-pyridyyli, tai p-subs-
tituoitu bentsyylioksi, jossa substituutio on nitrolla,
OH:1lla, aminolla, C, (-alkoksilla, hydroksi-C, ;~alkyleenilli
tai halogeenilla;

R, on C, (-alkenyyli, C, ,-alkoksi, hydroksi-C,; ¢(-al-
kyyli, C, (—alkyyli tai OH;

R, on H, C, ,-alkyyli, fenyyli tai bentsyyli;

R; on H, C,_ ,-alkyyli, OH, C,_s~alkoksi,

_(CHz)d__@‘(V)e,

CH,Si(CH;),(R;),

(0D
(cnz)d—@ (CHy)ges
0

PDL,

~N-(CH,) ,-0-CH,CH,, HO_—_C@ ‘
I 1 (CHy) Y
CH2_</::@ ,
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¢C, ¢-~alkyleenijOR, tai -CH(Y)(Z), Y:n ollessa C, (-hydrok-
sialkyleeni, C, -alkyyli tai (CH,C/H,¢V),, ja Z:n ollessa
CHO, CO,R,, CO,NHR, tai (CH,)%OR,, ja V:n ollessa OR, tai hyd-
roksi-C, ~alkyleeni;

R, on kuten R;:1lle on mésritelty silld ehdolla, etta
R, on muu kuin H, kun R; on H, ja kun R; ja R® yhdessd typ-
piatomin kanssa, johon ne ovat liittyneet, muodostavat he-

terosyklisen ryhm&n, jolla on kaava

-N(CH,),CH,, -N(CH,) ,CH,, -N(CH,) ,0CH,CH,,
(a) (b) (c)
R H
3
(CH,), |~ <
R3—-51—i:L\ Q&H
_N I\N R, N
I R,
(d) (e) (£)
Ry Rg
I | I 1

CH(O)

(9) (h) (1)

R, on CH,0R, tai C(O)NHR,, CHO,

R; on (H,OH) tai =0;

a on nolla, 1, 2 tai 3;

b ja b' ovat kumpikin itsendisesti nolla tai 1;

d ja d' ovat kumpikin itsen#isesti 1 tai 2;

e ja e' ovat kumpikin itsen#isesti nolla, 1 tai 2;
ja

x on nolla tai yksi.
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Kaavan I mukaisten yhdisteiden isosteereihin kuulu-
vat ne, joissa (a) P,- ja P,-substituenttien a-aminohap-
potédhteet ovat niiden luonnottomassa konfiguraatiossa
(silloin, kun on olemassa luonnollinen konfiguraatio) tai
(b) kun normaalia peptidikarbamoyylisidosta modifioidaan,
esimerkiksi, jolloin muodostuu ~-CH,NH- (pelkistetty),

0]

_C-N(CH,) (N-metyyliamidi), -COCH,- (keto), ~CH(OH)CH,-
(hydroksi), -CH(NH,)CH,- (amino), <-CH,CH,- (hiilivety).
Edullisesti keksinntén yhdisteen ei tulisi olla isosteeri-
sessd muodossa. Ellei toisin mainita a-aminohapot ovat
edullisesti niiden L-konfiguraatiossa.

Keksinnén yhdisteet voivat olla vapaassa muodossa,
esim. amfoteerisessi muodossa, tai suolan muodossa, esim.
happoadditio- tai anionisuola. Yhdiste vapaassa muodossa
voidaan muuttaa suolamuodoksi alalla tunnetulla tavalla ja
padinvastoin.

Kaavan I mukaisen peptidin farmaseuttisesti hyv&k-
syttdviin suoloihin (veteen tai 6ljyyn liukenevien tai ha-
joavien tuotteiden muodossa) kuuluvat tavanomaiset ei-tok-
siset suolat tai ndiden peptidien kvaternddriset ammonium-
suolat, jotka muodostuvat esim. epdorgaanisista tai orgaa-
nisista hapoista tai emidksistd. Esimerkkeihin tdllaisista
happoadditiosuoloista kuuluvat asetaatti, adipaatti, algi-
naatti, aspartaatti, bentsocaatti, bentseenisulfonaatti,
bisulfaatti, butyraatti, sitraatti, kamforaatti, kamfori-
sulfonaatti, syklopentaanipropionaatti, diglukonaatti, do-
dekyylisulfaatti, etaanisulfonaatti, fumaraatti, glukohep-
tanoaatti, glyserofosfaatti, hemisulfaatti, heptanoaatti,
heksanoaatti, vetykloridi, vetybromidi, vetyjodidi, 2-hyd-
roksietaanisulfonaatti, laktaatti, maleaatti, metaanisul-
fonaatti, 2-naftaleenisulfonaatti, nikotinaatti, oksalaat-
ti, paemoaatti, pektinaatti, persulfaatti, 3-fenyylipro-
pionaatti, pikraatti, pivalaatti, propionaatti, sukkinaat-

ti, tartraatti, tiosyanaatti, tosylaatti ja undekanoaatti.
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Em3#ssuoloihin kuuluvat ammoniumsuolat, alkalimetallisuo-
lat, kuten natrium- ja kaliumsuolat, maa-alkalimetallisuo-
lat, kuten kalsium- ja magnesiumsuolat, suolat orgaanisten
emidsten kanssa, kuten disykloheksyyliamiinisuolat, N-me-
tyyli-D-glukamiini, ja suolat aminohappojen kanssa, kuten
arginiinin, 1lysiinin ja niin edelleen. Lis8ksi emdksiset
typped sis#dltévdt ryhmdt voidaan kvaternisoida sellaisilla
aineilla kuin alempi alkyylihalogenidit, kuten metyyli-,
etyyli-, propyyli- ja butyylikloridi, bromidit ja jodidit;
dialkyylisulfaatit, kuten dimetyyli, dietyyli, dibutyyli;
ja diamyylisulfaatit, pitkdketjuiset halogenidit, kuten
dekyyli-, 1lauryyli-, myristyyli- ja stearyylikloridit,
bromidit ja jodidit, aralkyylihalogenidit, kuten bentsyy-
li- ja fenetyylibromidit ja muut.

Kaavan I mukaisten yhdisteiden hydraatit ovat hyd-

ratoituja yhdisteitd, joilla on osittainen rakenne

!
V\/ ° |

BO OB

ja loppukdyttdsovelluksessaan ne ovat yleens& aktiivisia
muotoja.

Yleensd, kuten tdssid on kdytetty, termi "alkyyli"
kidsitt84 sen haarautumattomat, haarautuneen ketjun ja syk-
lisoidut ilmenemismuodot, ellei toisin mainita, erityises-
ti sellaiset ryhmdt, kuten metyyli, etyyli, isopropyyli,
n-butyyli, t-butyyli, -CH,-t-butyyli, syklopropyyli, n-pro-
pyyli, pentyyli, syklopentyyli, n-heksyyli, sykloheksyyli
ja sykloheksyylimetyyli. Termi "aralkyyli", silloin kun
sitd kdytetdsdn, k#sittss ne aryyliryhmdt, jotka ovat liit-
tyneet alkyleenisiltaryhm&sn, edullisesti metyyliin ja
etyyliin.

"Aryyli" k#sitt#d8 sekd karbosykliset ja heterosyk-
liset ryhm#t, joista fenyyli, pyridyyli, pyrimidinyyli,
pyratsinyyli, indolyyli, indatsolyyli, furyyli ja tienyyli
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niiden asemaisomeerit, kuten esimerkiksi 2-, 3- tai 4-py-
ridyyli, 2- tai 3-furyyli ja tienyyli, 1-, 2- tai 3-indo-
lyyli tai 1- ja 3-indatsolyyli, samoin kuin furyyli- ja
tienyyliryhmien dihydro- ja tetrahydroanalogit. Lis&dksi
termiin "aryyli" kuuluvat sellaiset fuusioidut karbosykli-
set ryhmat, kuten pentalenyyli, indenyyli, naftalenyyli,
atsulenyyli, heptalenyyli, asenaftylenyyli, fluorenyyli,
fenalenyyli, fenantrenyyli, antrasenyyli, asefenantryle-
nyyli, aseantrylenyyli, trifenylenyyli, pyrenyyli, kryse-
nyyli ja naftasenyyli. Lissdksi termiin "aryyli" kuuluvat
sellaiset muut heterosykliset radikaalit, kuten 2- tai
3-bentso[b]tienyyli, 2- tai 3-nafto[2,3-b]tienyyli, 2- tai
3-tiantrenyyli, 2H-pyran-3-(tai 4- tai 5-)yyli, l1l-isobent-
sofuranyyli, 2H-kromenyl-3-yyli, 2- tai 3-fenoksatiinyyli,
2- tai 3-pyrrolyyli, 4- tai 3-pyratsolyyli, 2-pyratsinyy-
li, 2-pyrimidinyyli, 3-pyridatsinyyli, 2-indolitsinyyli,
l-isoindolyyli, 4H-kinolitsin-2-yyli, 3-isokinolyyli,
2-kinolyyli, l-ftalatsinyyli, 1,8-naftyridinyyli, 2-kinok-
salinyyli, 2-kinatsolinyyli, 3-kinnolinyyli, 2-pteridinyy-
1li, 4aH-karbatsol-2-yyli, 2-karbatsolyyli, B8-karbolin-3-
yyli, 3-fenantridinyyli, 2-akridinyyli, 2-perimidinyy-
1i, l-fenatsinyyli, 3-isotiatsolyyli, 2-fenotiatsinyyli,
3-isoksatsolyyli, 2-fenoksatsinyyli, 3-isokromanyyli,
7-kromanyyli, 2-pyrrolin-3-yyli, 2-imidatsolidinyyli,
2-imidatsolin-~-4-yyli, 2-pyratsolidinyyli, 3-pyratsolin-3-
yyli, 2-piperidyyli, 2-piperatsinyyli, l-indolinyyli,
l-isoindolinyyli, 3-morfolinyyli, bentso[b]isokinolinyyli
ja bentso[b]furanyyli, mukaan lukien sen asemaisomeerit
paitsi, ettd heterosyklisid ryhmid ei voida 1liittdd suo-
raan niiden typen yhden, kahden tai kolmen substituentin
kautta, jotka valitaan itsendisesti C, ,-alkyylistd, halo-
geenialkyylistd, alkoksista, tioalkoksista, aminoalkyyli-
aminosta, dialkyyliaminosta, hydroksista, halogeenista,
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merkaptosta, nitrosta, karboksaldehydistd, karboksista,
karboalkoksista ja karboksamidista.

Samalla tavalla termi "alkyleeni" (divalentti al-
kaaniradikaali) kdsitt848 haarautumattoman ja haarautuneen
ketjun ryhmdt. Joitakin esimerkkej8 haarautuneen ketjun
alkyleeniryhmistd ovat etyylietyleeni, 2-metyylitrimety-
leeni, 2,2-dimetyylitrimetyleeni ja niin edelleen. Esimer-
kiksi C,-alkyleeni voi tarkoittaa

e

CH, CH,4 CH,4

Kaikki C, s-ryhmdt, kuten C, (~alkyyli, C, (-alkyleeni,
C,.¢s—alkenyleeni, C, ,-alkoksi ja hydroksi-C, (-alkyyli ovat
edullisemmin C; ,-ryhmid (sisdltdvidt 1 - 3 hiiliatomia 1 -
6 hiiliatomin sijaan, edullisemmin C, ,-ryhm#8 ja edullisim-
min C,-ryhmd). "Alkenyleeni" (divalenssinen tyydyttymdtdn
ryhmd) voi tarkoittaa my®s "alkenyyli3", kuten etenyylid
(yksivalenssinen tyydyttym&tén ryhmd).

Fluorenyylimetyloksiryhm3 on se ryhmd, jota yleensd
kutsutaan sen lyhenteelld FMOC, ja fluorenyyliryhmd, jossa
on -CH,0 1iittyneend fluorenyyliryhm3n 9-asemaan. Muut tds-
s8 mddritellyt termit ovat piperatsinyyli

a u-
N

tal substituoitu piperatsinyyli

Nﬂ
- N-%

N
substituutio (%), joka ilmenee vain yhdess# typpimolekyy-
ligssd, joka el ole liittynyt jdljelld olevaan molekyyliin
(liittyminen typpiatomin kautta). Substituentit ovat yksi
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seuraavista CHO, C(O)NHR,, C, ,-alkyyli tai CO,R,. Piperidyy-
11 ja morfolinyyli molemmat sitoutuvat loppuosaan

SIS
-N -N o
| N

molekyylid niiden vastaavien typpiatomien kautta, kun taas
pyrimidinyyli, pyridyyli ja pyratsinyyli sitoutuvat loppu-

osaan N@ . N@

molekyylid mihin tahansa, paitsi niiden vastaaviin typpi-
atomeihin.

Tarkemmin sanottuna siin8 tapauksessa, jossa P, on
joko C, (~alkyyli tai hydroksi-C, (-alkyyli, sellaiset ryhmdt
kuten -C(CH,;),, -CH(CH;),, -CH(CH,;)(C,Hy;), -C(OH)(CH;), ja
-CH(OH)CH, ovat edullisia. "Hydroksi-C, (-alkyyli"-ryhmda on
havainnollistettu yhdess4 esimerkissd -CH,-OH:1la, "C, (-al-
koksi-C, ,~alkyyli"-ryhm#& on havainnollistettu yhdess3 esi-
merkissd -CH,-OCH,:1la, (vaikka kussakin tapauksessa C,_ ,.al-
kyleeni voi olla haarautumaton tai haarautunut ja hydrok-
siradikaali ei ole rajoittunut alkyyliryhm&n p&&tehiili-
atomiin).

Koska usein on melko edullista omata se, mitd kut-
sutaan aminosuojaryhm&ksi (Pg), niiden kaavan I mukaisten
yhdisteiden piiri k&sitt#8 ne R,-ryhmdt, jotka yhdess& nii-
den viereisen karbonyyliryhmén kanssa, muodostavat sellai-
set ryhmdt, kuten asetyyli (Ac), sukkinyyli (Suc), bentso-
yyli (Bz), t-butyylioksikarbonyyli (Boc), bentsyylioksi-
karbonyyli (CBZ), tosyyli (Ts), dansyyli (DNS), isovale-
ryyli (Iva), metoksisukkinyyli (MeOSuc), l-adamantaanisul-
fonyyli (AdSO,), l-adamantaaniasetyyli (AdAc), fenyyliase-
tyyli, t-butyyliasetyyli (Tba), bis[(l-naftyyli)metyylil]l-
asetyyli (BNMA) ja Rz, jossa Rz on aryyliryhmd, kuten ai-
kaisemmin on kuvattu; joka on sopivasti substituoitu 1 -
3 jdsenelld, jotka valitaan itsendisesti ryhmdstd, joka
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koostuu fluorista, kloorista, bromista, jodista, trifluo-
rimetyylisté&, hydroksista, alkyylistd, joka sis&dltdd 1 - 6
hiiltd, alkoksista, joka sisdlt8d 1 - 6 hiilta, karboksis-
ta, alkyylikarbonyyliaminosta, jossa alkyyliryhmd sisdltaa
1 - 6 hiilta, 5-tetratsolosta ja asyylisulfonamidosta (so.
asyyliaminosulfonyyli ja sulfonyyliaminokarbonyyli), joka
sisdltdd 1 - 15 hiiltd, edellyttéden ettd kun asyylisulfon-
amido sis&8lt88 aryylin. Aryyli voi edelleen olla substi-
tuoitu jdsenelld, joka valitaan fluorista, kloorista, bro-
mista, jodista ja nitrosta.

Niissd8 tapauksissa, joissa on olemassa Rz-ryhmi, on
edullista, ettd& Rz merkitsee asyylisulfonamidoa, erityi-
sesti niissd, joissa asyylisulfonamido sisdltdd aryyli-
ryhm&n (edullisesti fenyylin), joka on substituoitu ha-
logeenilla. Edullisten Rz-ryhmien ollessa 4-[(4-kloorife-
nyyli)sulfonyyliaminokarbonyyli]fenyylikarbonyyli, 4-[(4-
bromifenyyli)sulfonyyliaminokarbonyyli]fenyylikarbonyyli
ja 4-[fenyylisulfonyyliaminokarbonyyli]fenyylikarbonyyli
(mainitut ryhmét lyhennet&&n 4-Cl-¢-SAC-Bz, 4-Br-¢-SAC-Bz
ja vastaavasti ¢-SAC-Bz).

Aminosuojaryhmien joukossa tarkastellaan: (1) asyy-
lityyppisid suojaryhmiad, kuten formyyli, trifluoriasetyy-
1i, ftalyyli, p-tolueenisulfonyyli (tosyyli), bentseeni-
sulfonyyli, nitrofenyylisulfenyyli, trityylisulfenyyli,
O-nitrofenoksiasetyyli ja a-klooributyryyli; (2) aromaat-
tisia uretaanityyppisi& suojaryhmi&, kuten bentsyylioksi-
karbonyyli ja substituoidut bentsyylioksikarbonyylit, ku-
ten p-klooribentsyylioksikarbonyyli, p-metoksibentsyyliok-
sikarbonyyli, p-nitrobentsyylioksikarbonyyli, p-bromibent-
syylioksikarbonyyli, 1-(p-bifenylyyli)-l-metyylietoksikar-
bonyyli, a-, a-dimetyyli-3,5-dimetoksibentsyylioksikarbo-
nyyli ja bentshydryylioksikarbonyyli; (3) alifaattisia
uretaanisuojaryhmia, kuten tert-butyylioksikarbonyyli
(Boc), di-isopropyylimetoksikarbonyyli, isopropyylioksi-
karbonyyli, etoksikarbonyyli ja allyylioksikarbonyyli;
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(4) sykloalkyyliuretaanityyppisi8 suojaryhmi&, kuten syk-
lopentyylioksikarbonyyli, adamantyylioksikarbonyyli ja
sykloheksyylioksikarbonyyli; (5) tiouretaanityyppisia suo-
jaryhmid, kuten fenyylitiokarbonyyli; (6) alkyylityyppisid
suojaryhmi#, kuten trifenyylimetyyli (trityyli) ja bent-
syyli (Bzl); (7) trialkyylisilaanisuojaryhmid, kuten tri-
metyylisilaani, jos yhteensopivia. Edullisia a-aminosuoja-
ryhmid ovat tert-butyylioksikarbonyyli (Boc) tai bentsyy-
lioksikarbonyyli (CBZ). Boc:n kdyttt a-aminosuojaryhmdnad
aminohapoille kuvataan julkaisussa Bodansky et al., "The
Practice of Peptide Synthesis", Springer-Verlag, Berlin
(1984), s. 20.

Yleensd td&mdn keksinnén yhdisteet voidaan valmistaa
kdyttden standardikemiallisia reaktioita, jotka tunnetaan
alalla analogisesti.

Tapauksessa, jossa halutaan valmistaa yhdisteitd,
joilla on kaava

P, Py

Ry| CNHC |C'NHCHIC|-CF2-|C|-NR5R6,
0 o O 0

I

jossa R,, P,, P,, Ry ja R, ovat aikaisemmin md&riteltyjd,
voidaan edullisesti k&dyttd3 menetelmdd, joka on Kkuvattu
seuraavilla reaktiokaavioilla.
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Toteutettaessa reaktiokaaviota A, A' tai A" mene-
telmd aloitetaan suorittamalla Reformatsky-tyyppinen reak-
tio, jossa kaavan (3) mukainen aldehydi altistetaan kon-
densaatioreaktiolle bromidifluorietikkahapon esterin kans-
sa, edullisesti etyyliesterin, sinkin ollessa ldsnd ja ve-
dettomassda aproottisessa liuottimessa, esim. tetrahydrofu-
raanissa, eetterissd, dimetoksietaanissa ja niiden kaltai-
sissa, kdyttden typen tai argonin inerttid atmosf&adria.
Reaktioseosta kuumennetaan varovasti noin 60 °C:seen noin
1 - 12 tunnin ajan tai ultradédnikdsitell&dédn, jolloin val-
mistetaan yhdisteet (4).

Kohta (b), jolloin saadaan yhdisteet (5) tai (14),
voidaan toteuttaa suoraan tai epdsuoraan. Yhdessad tapauk-
sessa kaavan (4) tai (13) mukaiset esterit de-esterdidd@in
kayttéden vahvaa emdstd (LiOH, KOH, NaOH ja niiden kaltai-
set) veden ollessa ldsnd kdyttden osittain veteen sekoit-
tuvaa liuotinta (kuten tetrahydrofuraani, dimetoksietaani,
dioksaani) noin huoneenl&mpdtilassa. N&in saatu yhdiste,
joka on de-esterdity, aminoidaan sitten sopivasti RgR,-
substituoidulla amiinilla k&dyttden peptidinkaltaista kyt-
kenté&menetelm&dd - so. kdyttden seka-anhydridimenetelm&s,
kdyttden DCC:a ja hydroksibentsotriatsolia huoneenl@&mp&ti-
lassa liuottimissa, Kkuten CH,Cl,, tetrahydrofuraani tai di-
metyyliformamidi. Vaihtoehtoisesti esterit (4) tai (13)
voidaan suoraan altistaa reaktiolle sopivan R R,-substi-
tuoidun amiinin kanssa 1liuottimen (tetrahydrofuraani)
kanssa tai ilman noin 80 °C:ssa.

Kohdassa (c) yhdisteet (6), (8) tai (11) valmiste-
taan poistamalla P",-suojaryhmd@ kdyttden standardimenetel-
misd, esim. hydrausta. Vapaa fenoli funktionaalinen ryhmd
saatetaan sitten reagoimaan sopivan alkyylihalogenidin
kanssa inertissd liuottimessa (edullisesti vedettOmassa
dioksaanissa tai vedetttméssd dimetyyliformamidissa) emdk-

sen (kalium- tai cesiumkarbonaatti) ollessa l&snd kalium-
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jodidin kanssa tai ilman huoneen- tai palautusjddhdytys-
lamp6ttilassa.

Kohdassa (cl) yhdiste (13) valmistetaan poistamalla
P",-suojaryhmé kdyttéden standardimenetelmis, esim. hydraus-
ta, P®:n ollessa saatu yhdiste. P°® on vapaa fenoli.

Kohdassa (c2) yhdisteet (6), (8) tai (11) valmiste-
taan P®-johdannaisista (14), (16) tai (17) reaktiolla so-
pivan alkyylihalogenidin kanssa inertissd liuottimessa
emdksen ollessa l&dsnid.

Kohdassa (d), yhdisteiden (7), (9) ja (15) valmis-
tamiseksi, suojaryhm&t Pg voidaan helposti poistaa stan-
dardimenetelmilld edullisesti happo/emds-hydrolyysilla
(esim. muurahaishappo huoneenldmp&tilassa, minkd jadlkeen
vapaan emdksen uuttamisella natriumkarbonaatilla kédsitte-
lyn jalkeen).

Kohdassa (e) yhdisteet (7), (9) tai (15) altiste-
taan peptidikytkentdmenetelmdlle sopivasti suojatun kaavan
R,CONHCH(O0,)CO,H tai R,CO,H mukaisen hapon kanssa k&yttden
tdssi kuvattuja menetelmid (tai millsd tahansa muulla nyky-
448n kidytettdvissd olevalla kytkentédmenetelmdlld tai EP-pa-
tentti hakemuksessa sarjanumero 93 401 785.6 kuvatulla),
jolloin valmistetaan yhdisteet (8) ja (11) (yhdisteesta
(7)); (10) ja (12) (yhdisteestda (9)); ja (16) ja (17) (yh-
disteestd (15)).

Kohdassa (f) hapetus voidaan saada aikaan hyvin
tunnetun Swern-hapetusmenetelmdn avulla tai 1,1,1-tris-
(asetyylioksi)-1,1-dihydro-1, 2-bentsodioksol-3(1H)-onin
kanssa. Jdlkimmdinen on edullinen, kun useampi kuin yksi
emidksinen ryhm3 on ldsnd alkoholiesiasteissa (8) tai (11).
Hapetusmenetelmdt saadaan aikaan alalla hyvin tunnettujen
standardimenetelmien mukaisesti.

Yleensd Swern-hapetus [katso Synthesis, (1981),
165] saadaan aikaan saattamalla 2 - 20 ekvivalenttia di-
metyylisulfoksidia (DMSO) reagoimaan noin 1 - 10 ekvi-

valentin kanssa trifluorimetyylietikkahapon anhydridid
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[(CF;C0),0] tai oksalyylikloridia [(COCl),], mainittujen
reagoivien aineiden ollessa liuenneita inerttiin liuotti-
meen, esim. metyleenikloridiin (CH,Cl,), mainitun reaktion
tapahtuessa kéytt8en inerttid atmosfddrid (esim. typped
tai samalla tavalla toimivaa kaasua) kdyttden vedettdmia
olosuhteita lampétiloissa noin -70 - -30 °C, jolloin muo-~
dostuu in situ sulfoniumaddukti, johon lis&t&&n noin 1 ek-
vivalentti sopivia alkoholeja, so. yhdisteita (8) ja (11).
Edullisesti alkoholit liuotetaan inerttiin liuottimeen,
esim. CH,Cl,, tetrahydrofuraani tai minimi m&&ra DMSO:a,
ja reaktioseoksen annetaan lammetd noin -50 °C:seen tai
-20 °C:seen (noin 20 - 60 minuutin ajan) ja sitten reaktio
menee loppuun lisd&mdlla noin 3 - 30 ekvivalenttia terti-
ddristd amiinia, esim. trietyyliamiinia, di-isopropyyli-
etyyliamiinia, N-metyylimorfoliinia, jne.

Toinen vaihtoehtomenetelmd alkoholien muuttamiseksi
halutuiksi ketoneiksi on hapetusreaktio, joka kayttdd pe-
riodaania (so. 1,1,l1-tris(asetyyli)oksi-1,2-bentsodioksol-
3(1H)-onia), [katso Dess Martin, J. Org. Chem., 48, 4155,
(1983)]. Téamd hapetus saadaan aikaan saattamalla noin 1
ekvivalenttia alkoholeja kosketuksiin 1 - 5 ekvivalentin
kanssa periodaania (edullisesti 1,5 ekvivalenttia), maini-

tun reagenssin ollessa suspensiossa inertissd liuottimessa
(esim. metyleenikloridi) k&dyttden dinerttid atmosfédsdria
(edullisesti typped) kayttden vedetttmid olosuhteita O -
50 °C:ssa (edullisesti huoneenldmpdtilassa) ja antaen rea-
goivien aineiden vuorovaikuttaa noin 1 - 48 tunnin ajan.
Amiinisuojaryhmien mahdollinen suojauksen poisto voidaan
saada aikaan, kuten halutaan, ketonien eristdmisen j&l-
keen.

Yleensd modifioitu Jones-hapetusmenetelmd voidaan
sopivasti saada aikaan saattamalla alkoholit reagoimaan
pyridiniumdikromaatin kanssa saattamalla reagoivat aineet
kosketuksiin yhdessd vettd sitovassa molekyyliseula-
jauheessa (esim. jauhettu 3 A (0,3 nm) molekyyliseula),
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jossa mainittu kosketus on jd&detikkahapon ollessa ldsné
noin 0 - 50 °C:ssa, edullisesti huoneenlampttilassa, min-
k& jalkeen eristetddn ja sitten mahdollisesti poistetaan
amiinisuojaryhmét.

Vaihtoehtoisesti 1 - 5 ekvivalenttia kromihapon
anhydridi-pyridiini-kompleksia (so. Sarett-reagenssi, joka
valmistetaan in situ) [katso Fieser ja Fieser "Reagents
for Organic Synthesis" Vol. 1, ss. 145, ja Sarett, et al.,
J.A.C.S. 25, 422, (1953)], mainittu kompleksi valmistetaan
in situ inertisséd liuottimessa (esim. CH,Cl,) inertissé& at-
mosfddrisséd kdyttden vedettomid olosuhteita O - 50 °C:ssa,
johon kompleksiin lis&t&d&8n 1 ekvivalentti alkoholeja, jol-
loin sallitaan reagoivien aineiden olla vuorovaikutuksessa
noin 1 - 15 tunnin ajan, minkd jdlkeen eristetd&n ja amii-
nisuojaryhmdt mahdollisesti poistetaan.

Kaavan (3) mukaisten tarpeellisten aldehydien val-
mistamiseksi ja happojen valmistamiseksi, jotka kytketddn
kaavan (7), (9) tai (15) mukaisten amiinien kanssa, kadyte-
tddn vaihtoehtoisia alkylointimenetelmid riipuen siité
ovatko P,- ja/tai P,-ryhmédt vaiko eivdt luonnollisten ami-
nohappojen t&hteitd. N&iden v&lituotteiden wvalmistus,
joissa yhdisteissd P,- tai P,-ryhm&t ovat luonnollisten
aminohappojen t&hteitd (tai niiden v&h&isten modifikaa-
tioiden, esim. P, ja P, ovat tyrosiinin bentsyyli- tai me-
tyylieetteri), yhdisteet ovat joko tunnettuja tai ne val-
mistetaan alalla hyvin tunnetuilla menetelmilld ja teknii-
koilla.

Vdlituotteiden valmistamiseksi, joilla on kaava

P3
PgHN-CHCO,R,
jossa Pg on aminosuojaryhm&d, P; on joko P',- tai P',-ryhmi,

P', ja P', ovat md&riteltyjéd P,:lle ja vastaavasti P,:1lle,
paitsi ettd ne ovat muita kuin luonnollisesti esiintyvien
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aminohappojen t&hteitd, ja Ry-ryhmd8 on alkyyliradikaali,

edullisesti metyyli, kun P, on P',, ja etyyli, kun P, on

P',, vaihtoehtoiset menetelmdt ovat kdytettdvissi.
Vdlituotteiden valmistamiseksi, joilla on kaava

P, |
PgHN-CHCHO PgHN-CHCOOH
(10B) (104)

voidaan kdytt88 seuraavaa reaktiokaaviota

Reaktiokaavio B

P
|3
PgNHCH,CO,R, (1) emis PgNHCHCO,R,
(18) (2) PyX (19)

jossa P, on aikaisemmin m8dritelty ja X on poistuva ryhmd,
edullisesti halogeeni tai triflaatti, R, on metyyli, kun P,
on P',, ja etyyli, kun P; on P',.

Varsinaisesti yhdisteiden (19) valmistus k&ayttsa
Krapcho-menetelmdsd [Tetrahedron Letters, 26, 2205 (1976)]
alkylointia varten, jossa yhdisteitd (18) k3sitelldsn
em8kselld, esim. LDA (litiumdi-isopropyyliamidi), mink&
jdlkeen saatetaan reagoimaan halutun P;X:n kanssa TMEDA:n
(so. tetrametyylietyleenidiamiinin) ollessa l&snd liuotti-
messa (tetrahydrofuraani) HMPA:n (so. heksametyylifosfora-
midi) kanssa tai ilman standardi Krapcho-olosuhteiden mu-
kaisesti. Alkyloinnin j&lkeen yhdisteet altistetaan sitten
pelkistykselle k8yttden di-isobutyylialumiinihydridid (Di-
bal) liuottimien seoksessa, esim. eetteri, tolueeni, hek-
saani, tetrahydrofuraani, noin -78 °C:ssa noin 1 tunnin
ajan. Kaavan (10B) mukaisten aldehydien valmistuksen jdl-
keen yhdisteet altistetaan reaktiokaavioiden A, A' ja/tai

A" menetelmille.
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Vaihtoehtoisesti yhdisteet (19) voidaan valmistaa
Malonate/Curtius-tyyppiselld reaktiosekvenssilli, [katso
Yamada, et al., J. Amer. Chem. Soc., (1972) 94, 6203] ku-
ten havainnollistetaan seuraavalla reaktiokaaviolla

Reaktiokaavio C

fa
t-Bu0,CCH,CO,R, t-BuOZC‘CHCOzR9

(1)emds
(20) '

(2) P,X (21)

t-Bu:n pois-
taminen

P2
HO,CCHCO,R,
(22)

Curtius-tyyp-
pinen toisiin-
tuminen

(19)

jossa t-Bu on t-butyyli, vaikka muuta selektiivistd happo-
suojaryhmien poistamista voidaan kdyttdd, ja P,X on aikai-
semmin mddritelty. Tdmd reaktio k#dsittdid malonaattiesterin
(20) alkyloinnin, minkd j&lkeen t-butyylisuojaryhmén se-
lektiivisen poistamisen, jolloin valmistetaan yhdisteet
(22). N&md yhdisteet muutetaan sitten yhdisteiksi (19)
kdyttden Curtius-tyyppistd toisiintumista, joka tuo muka-
naan niiden muuttamisen suojatuksi amiiniksi v#alituotteina
muodostettujen atsidien, isosyanaattien, amiinien kautta,
jotka sitten suojataan standardi aminosuojaryhmilld, edul-
lisesti suojataan in situ.

Siind tapauksessa, jossa P, merkitsee P';-ryhmad,
esteri muutetaan kaavan (3) mukaisiksi halutuiksi aldehy-

deiksi kdyttden standardi Dibal-pelkistysmenetelmid, eri-
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tyisesti tdssd tilanteessa (jossa P, ei ole luonnollisen
aminohapon tdhde). Vaihtoehtoisesti (kuten on edullista,
kun P, on luonnollisen aminohapon tdhde) esteri de-esterdi-
dd3dn vastaavaksi hapokseen, muutetaan vastaavaksi hydrck-
samaatiksi, ja hydroksamaatti litiumalumiinihydridills k&-
sittelyn jdlkeen muutetaan aldehydikseen. Siin& tapaukses-
sa, kun P, merkitsee P',-ryhm#d, yhdisteiden (19) etyylies-
terit poistetaan ja saatavat yhdisteet ovat valmiita kyt-
kentdi varten, kuten kuvataan reaktiokaaviossa A'.

Kun t&dssd on kuvattu yleisesti menetelmid t&mdn
keksinndén yhdisteiden valmistamiseksi, seuraavat spesifi-
set esimerkit havainnollistavat sitd kemiaa ja menetelmid,
joilla synteesi voidaan saada aikaan.

Seuraavat esimerkit esittdvit tyypillisid8 synteese-
j&, kuten on kuvattu kaavioissa A, A' tai A". Ndiden esi-
merkkien ymmdrret8dn olevan vain havainnollistavia, eikd
niiden ole tarkoitus rajoittaa tdémén keksinndn piiri& mil-
148n tavalla. T&ass8 kdytettynd, seuraavilla termeilld on
mainitut merkitykset: "g" viittaa grammoihin; "mmol" viit-
taa millimoleihin; "ml" viittaa millilitroihin; "kp" viit-
taa kiehumispisteeseen; "sp" viittaa sulamispisteeseen;
"°C" viittaa Celsius-asteisiin; "mmHg" viittaa elohopea-
millimetreihin; "pl" wviittaa mikrolitroihin; "pg" viittaa
mikrogrammoihin; ja "pM" viittaa mikromolaariseen; "Cbz"
tarkoittaa karbobentsyylioksia.

Esimerkki 1

4-(N-bentsyylioksikarbonyyli-L-valyyli)amino-2,2-
difluori-3-okso-5-[4-(2-{N-morfolinyyli}etyylioksi)fenyy-
1li}-N-bentsyylipentanamidi

A DN

N 0
—/

@/\oj/‘m?"\)/] ,/NH 7 O'/CF Z\IOFNH\/©
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Kohta A:

4-tert-butoksikarbonyyliamino-2,2-difluori-3-hyd-
roksi-5-[ (4-bentsyylioksi)fenyyli]-N~-bentsyylipentanamidi

4-tert-butoksikarbonyyliamino-2,2-difluori-3-hyd-
roksi-5-[(4-bentsyylioksi)fenyyli]pentaanihapon etyylies-
terin (4,79 g, 10 mmol), yhdiste, joka on kuvattu patent-
tihakemuksessa PCT/US91/09741, joka on tehty 20.12.1991 ja
joka sisdllytetddn t&h&n viittauksella, liuokseen vedetts-
mdssd tetrahydrofuraanissa (25 ml) lis&dttiin bentsyyli-
amiini (6,42 g, 60 mmol). Seosta sekoitettiin huoneenlam-
pbtilassa yon yli. Raaka seos laimennettiin etyyliasetaa-
tilla (150 ml), pestiin 0,1 N vesipitoisella kloorivetyha-
polla (3 x 50 ml), vedelld (50 ml) ja suolaliuoksella (50
ml). Orgaaninen kerros kuivattiin vedetttm&lld magnesium-
sulfaatilla.

Suodatuksen ja liuottimen poistamisen tyhjtss& j&l-
keen jadnnds puhdistettiin flash-kromatografialla (silika-
geeli, etyyliasetaatti/sykloheksaani: 2:8), jolloin saa-
tiin otsikon yhdiste (3,80 g, 71 %:n saanto).

Rf: 0,47 (etyyliasetaatti/sykloheksaani)

sp: 142 °C

MS: [MH]® = 541 [MNH,]* = 558

Analyysi: C;,H;N,O.F,:1lle
laskettu: C 66,65; H 6,34; N 5,18
todettu: C 66,96; H 6,34; N 5,15.
Kohta B:

4-amino-2,2-difluori-3-hydroksi-5-[ (4-bentsyyliok-
si)fenyyli]-N-bentsyylipentanamidi

4-tert-butoksikarbonyyliamino-2,2-difluori-3-hyd-
roksi-5~[(4-bentsyylioksi)fenyyli]-N-bentsyylipentanamidin
(0,65 g, 1,2 mmol) liuosta muurahaishapossa (20 ml) sekoi-
tettiin huoneenlédmpdtilassa 4 tunnin ajan. Liuotin pois-
tettiin tyhjossd. Jdd&nnds 1liuotettiin etyyliasetaattiin
(60 ml) ja pestiin kyll&diselld natriumkarbonaatin liuok-
sella (3 x 10 ml) ja suolaliuoksella (10 ml). Orgaaninen

kerros kuivattiin magnesiumsulfaatilla.
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Suodatuksen ja liuottimen poistamisen j&lkeen tyh-
jossd saatiin otsikon yhdiste valkoisena kiinte&nd aineena
(0,42 g, 80 %:n saanto), jota kaytettiin ilman lis&puhdis-
tusta seuraavassa kohdassa.

Rf: 0,62 (AcOH/nBuOH/H,0: 2:6:2)
MS: [MH]' = 441
Analyysi: C,sHyN,0;F,:1lle

laskettu: C 68,17; H 5,95; N 6,36
todettu: C 67,88; H 5,88; N 6,56.
Kohta C:

4- (N-tert-butoksikarbonyyli-L-valyyli)amino-2,2-di-
fluori-3-hydroksi-5-[ (4-bentsyylioksi)fenyyli]-N-bentsyy-
lipentanamidi

N-tert-butoksikarbonyyli-L-valyylianhydridin(0,6387
g, 0,93 mmol) 1liuokseen vedettbmidssd dikloorimetaanissa
(10 ml) huoneenl&mpttilassa lisdttiin 4-amino-2,2-difluo-
ri-3-hydroksi-5-[(4~bentsyylioksi)fenyyli]-N-bentsyylipen-
tanamidin (0,41 g, 0,93 mmol) liuos vedetttmdss&d N,N-dime-
tyyliformamidissa (3 ml) ja vedetttmdssd dikloorimetaanis-
sa (2 ml). Seosta sekoitettiin huoneenldmpdtilassa yodn
yli.

Haihdutuksesta ja j&aanntksen puhdistuksesta kroma-
tografialla (silikageeli, etyyliasetaatti/sykloheksaanin
gradientti: 2:8 - 1:1) saatiin valkoinen kiinted aine
(0,45 g, 76 %:n saanto).

Rf: 0,38 (AcOEt/sykloheksaani: 1:1)

MS: [MH]' = 640

Analyysi: C;;H,3N;O.F,:1le
laskettu: C 65,71; H 6,77; N 6,57
todettu: C 65,92; H 6,87; N 6,45.
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Kohta D:

4- (N-tert-butoksikarbonyyli-L-valyyli)amino-2,2-di-
fluori-3-hydroksi-5-[ (4~ (hydroksi) fenyyli]-N-bentsyylipen-
tanamidi

4-(N-tert-butoksikarbonyyli-L-valyyli)amino-2,2-di-
fluori-3-hydroksi-5-[(4-bentsyylioksi)fenyyli]-N-bentsyy-
lipentanamidin (0,35 g, 0,55 mmol) liuokseen absoluutti-
sessa etanolissa (15 ml) ja vedetttmdssd N, N-dimetyyli-
formamidissa (5 ml) lisdttiin 10-%:inen palladium akti-
voidussa puuhiilessd (0,1 g). T&t8 seosta sekoitettiin
huoneenlédmpdtilassa kdyttden atmosfddrin (101 kPa) vety-
painetta yon yli.

Katalyytin suodatuksesta ja haihdutuksesta tyhjtsséa
saatiin 90 % otsikon yhdistettd (0,27 g) valkoisena kiin-
tednad aineena.

Rf: 0,29 (etyyliasetaatti/sykloheksaani: 1:1).

Kohta E:

4- (N-tert-butoksikarbonyyli-L-valyyli)amino-2,2-di-
fluori-3-hydroksi-5-[4-(2-{N-morfolinyyli}etyylioksi) fe-
nyyli]-N-bentsyylipentanamidi

4-(N-tert-butoksikarbonyyli-L-valyyli)amino-2,2-di-
fluori-3-hydroksyl-5-[4-(hydroksi)fenyyli]-N-bentsyylipen-
tanamidin (0,27 g, 0,49 mmol) liuokseen vedettOmédssd di-
oksaanissa (20 ml) 1lis&ttiin vedetdn cesiumkarbonaatti
(0,422 g, 1,3 mmol), kaliumjodidi (0,01 g) ja N-(2-kloori-
etyyli)morfoliinin vetykloridi (0,111 g, 0,6 mmol). T&té&
seosta kuumennettiin palautusj&ashdyttden 72 tuntia. Raaka
seos laimennettiin etyyliasetaatilla (100 ml) ja pestiin
kolme kertaa vedelld ja suolaliuoksella. Orgaaninen kerros
kuivattiin magnesiumsulfaatilla.

Suodatuksesta ja liuottimen haihdutuksesta tyhjdssa
saatiin j&&nnds, joka puhdistettiin flash-kromatografialla
(silikageeli, etyyliasetaatti). Otsikon yhdiste saatiin

62 %:n saannolla (0,2 g).



nnnnn

nnnnnn

10

15

20

25

30

35

24

Rf: 0,33 (CHCl1l,/CH,OH: 92:8)
MS: [MH'] = 663.

Kohta F:

4- (L-valyyli)amino-2,2-difluori-3-hydroksi-5-[4-(2-
{N-morfolinyyli}etyylioksi)fenyyli]-N-bentsyylipentanamidi

4-(N-tert-butoksikarbonyyli-L-valyyli)amino-2,2-di-
fluori-3-hydroksi-5-[4-(2-{N-morfolinyyli}etyylioksi)fe-
nyyli]-N-bentsyylipentanamidin (0,19 g, 0,28 mmol) liuosta
muurahaishapossa (15 ml) sekoitettiin huoneenlé&mpttilassa
4 tunnin ajan. Kun liuotin oli haihdutettu tyhjtssd, j&an-
ndés laimennettiin etyyliasetaatilla (50 ml) ja pestiin
kolme kertaa kylldiselld liuoksella natriumkarbonaattia
(3 ¥ 10 ml) ja suolaliuoksella (10 ml). Orgaaninen kerros
kuivattiin magnesiumsulfaatilla.

Suodatuksesta ja liuottimen poistosta tyhjossd saa-
tiin otsikon ydhiste valkoisena kiinteidnd aineena, jota
kdytettiin ilman puhdistusta seuraavassa kohdassa (0,11 g,
69 %:n saanto).

Kohta G:

4-(N-bentsyylioksikarbonyyli-L-~valyyli)amino-2,2-
difluori-3-hydroksi-5-[4-(2-{N~-morfolinyyli}etyylioksi)fe-
nyyli]-N-bentsyylipentanamidi

4-(L-valyyli)amino-2,2-difluori-3-hydroksi-5-[4-(2~-
{N-morfolinyyliletyylioksi)fenyyli]-N-bentsyylipentanami-
din (0,1 g, 0,18 mmol) liuokseen vedetttmassad dikloorime-
taanissa (10 ml) lisdttiin bentsyylidikarbonaatti (0,055
g, 0,19 mmol). Seosta sekoitettiin huoneenléd@mpdtilassa yon
yvli.

Liuottimen haihdutuksesta tyhjéssd, jadnnoksen puh-
distuksesta flash-kromatografialla (silikageeli, CH,Cl,/
CH,OH: 99:1) ja uudelleenkiteytyksestd (etyyliasetaatti/
pentaani) saatiin otsikon yhdiste valkoisena kiinte&nd ai-
neena (0,075 g, 60 %:n saanto).

Rf: 0,38 (kloroformi/metanoli: 92:8)
MS: [MH'] = 697
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Analyysi: C;;H,N,O,F,:lle
laskettu 0,25 H,0:n kanssa:
C 63,77; H 6,68; N 7,98

todettu: C 63,34; H 6,64; N 8,08.

Kohta H:

4-(N-bentsyylioksikarbonyyli-L-valyyli)amino-2, 2-
difluori-3-okso-5-[4-(2-{N-morfolinyyli}etyylioksi)fenyy-
1li)-N-bentsyylipentanamidi

Oksalyylikloridin (0,102 g, 0,8 mmol) liuokseen
vedettdmidssd dikloorimetaanissa (1 ml) -60 °C:ssa lisdt-
tiin, k&yttden typped suojakaasuna, dimetyylisulfoksidi
(tislattu k&ayttden kalsiumhydridid) (0,125 g, 1,6 mmol)
vedettdmissd dikloorimetaanissa (1 ml). 10 minuutin se-
koittamisen j&lkeen lisdttiin 4-(N-bentsyylioksikarbonyy-
li-L-valyyli)amino-2,2-difluori-3-hydroksi-5-[4-(2-{N-mor-
folinyylil)etyylioksi)fenyyli]-N-bentsyylipentanamidin
(0,06 g, 0,08 mmol) liuos vedettomdssd dikloorimetaanissa
(3 ml). Seosta sekoitettiin -60 °C:ssa 3 tunnin ajan ja
lampdtilan annettiin sitten nousta -10 °C:seen. Sitten
lisdttiin trietyyliamiini (0,101 g, 1 mmol) vedetttmdssa
dikloorimetaanissa (1 ml). Seosta sekoitettiin 15 tuntia,
samalla kun l&mpdtilan annettiin nousta huoneenl&mp&ti-
laan. Raaka seos otettiin etyyliasetaattiin (30 ml) ja
pestiin 0,1 N vesipitoisella kloorivetyhapolla (3 x 8 ml),
suolaliuocksella (8 ml) ja kuivattiin magnesiumsulfaatilla.

Sucdatuksesta ja liuottimen poistosta tyhjossad saa-
tiin raaka j&&nnds, joka puhdistettiin flash-kromatogra-
fialla (silikageeli, kloroformi/metanoli: 99:1). Otsikon
vhdiste eristettiin valkoisena kiinte#dn&d aineena (0,036 g,
61 %:n saanto).
Rf: 0,40 (kloroformi/metanoli: 92:8)
MS: [MH]® = 695
Analyysi: C,;,H,N,O,F,:1lle

laskettu: C 63,96; H 6,38; N 8,06

todettu: C 64,10; H 6,50; N 7,65.
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F NMR: osoittaa kahden stereoisomeerin (40/60) ja keto-
ni/hydraatin seoksen: 75/25.

Esimerkki 2

4- (N-bentsyylioksikarbonyyli-L-valyyli)amino-2,2-
difluori-3-okso-5-[4-({2-pyridyyli)metyylioksi)fenyyli]-N-

bentsyylipentanamidi
SO
0 CFZ\’ '/NH\/@

NH
iy
0 0] o

Kohta A:

4-tert-butoksikarbonyyliamino-2,2-difluori-3-hyd-
roksi-5-[ (4-hydroksi) fenyyli]-N-bentsyylipentanamidi

4-(tert-butoksikarbonyyliamino-2,2-difluori-3-hyd-
roksi-5-[ (4-bentsyylioksi)fenyyli]-N-bentsyylipentanamidin
(1,90 g, 3,5 mmol) liuosta absoluuttisessa etanolissa (100
ml) sekoitettiin 10-%:isen palladiumin puuhiilelld (0,6 g)
kanssa huoneenldmpdtilassa kdyttden atmosfddrin (101 kPa)
vetypainetta yo6n yli.

Katalyytin suodatuksesta ja suodoksen haihdutukses-
ta tyhjossd saatiin 89 % otsikon yhdistettd (1,40 g) val-
koisena kiintednd aineena.

Rf: 0,38 (etyyliasetaatti/sykloheksaani)
Analyysi: C,;H,,N,0.F,, 0,25 H,0:1le

laskettu: C 60,72; H 6,31; N 6,16
todettu: C 60,60; H 6,25; N 6,03.
Kohta B:

4-tert-butoksikarbonyyliamino-2,2-difluori-3-hyd-
roksi-5-[4-({2-pyridyyli}metyylioksi)fenyyli]-N-bentsyyli-
pentanamidi

4-tert-butoksikarbonyyliamino-2,2-difluori-3-hyd-
roksi-5-[(4-hydroksi)fenyyli]-N-bentsyylipentanamidin
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(0,59 g, 1,3 mmol) liuokseen vedetttmdssd dioksaanissa
(25 ml) lis&ttiin vedettn cesiumkarbonaatti (1,11 g, 3,4
mmol), kaliumjodidi (0,01 g) ja 2-pikolyylikloridin vety-
kloridi (0,246 g, 1,5 mmol). T4td seosta kuumennettiin pa-
lautusjdahdyttden 6 tunnin ajan. Raaka seos laimennettiin
etyyliasetaatilla (150 ml) ja pestiin kolme kertaa vedelléd
ja kerran suolaliuoksella. Orgaaninen kerros kuivattiin
magnesiumsulfaatilla.

Suodatuksesta ja liuottimen haihdutuksesta tyhjossa
saatiin jd&nnds, joka puhdistettiin flash-kromatografialla
(silikageeli, etyyliasetaatti/sykloheksaanin gradientti;
3:7 - 1:1). Otsikon yhdiste eristettiin 40 %:n saannolla
(0,23 g).

Rf: 0,49 (AcOEt/sykloheksaani: 1:1)
MS: [MH]' = 542.

Kohta C:

4-amino-2,2-difluori-3-hydroksi-5-[4-({2-pyridyy-
li}metyylioksi)fenyyli]-N-bentsyylipentanamidi

4-tert-butoksikarbonyyliamino-2,2-difluori-3-hyd-
roksi-5-[4-({2-pyridyylil}metyylioksi)fenyyli]-N-bentsyyli-
pentanamidin (0,28 g, 0,52 mmol) liuosta muurahaishapossa
(25 ml) sekoitettiin huoneenldmpdtilassa 4 tunnin ajan.
Liuotin poistettiin tyhjtssd. J&&nnds liuotettiin etyyli-
asetaatilla (60 ml) ja pestiin kylldiselld natriumkarbo-
naatin liuoksella (3 x 20 ml) ja suolaliuoksella, sitten
kuivattiin magnesiumsulfaatilla.

Suodatuksesta ja liuottimen poistosta tyhjésséd saa-
tiin otsikon yhdiste valkoisena kiinte#n& aineena (0,17 g,
75 %:n saanto), jota kaytettiin ilman puhdistusta seuraa-

vassa kohdassa.
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Kohta D:

4- (N-bentsyylioksikarbonyyli-L-valyyli)amino-2,2-
difluori-3-hydroksi-5-[4-({2-pyridyyli}metyylioksi) fenyy-
li]-N-bentsyylipentanamidi

Cbz-L-valyylianhydridin (0,184 g, 0,28 mmol) liuok-
seen vedetttmidssd8 dikloorimetaanissa (8 ml) 1lisdttiin
4-amino-2,2-difluori-3-hydroksi-5-[4-({2-pyridyyli}metyy-
lioksi)fenyyli]-N-bentsyylipentanamidi (0,17 g, 0,38 mmol)
vedettOmdssd dikloorimetaanissa (3 ml) ja vedettOmdssa
N,N-dimetyyliformamidissa (1 ml). T&td seosta sekoitettiin
huoneenlampttilassa y6n yli.

Liuotin poistettiin tyhjdss8 ja j&&nn®ds puhdistet-
tiin flash-kromatografialla (silikageeli, etyyliasetaat-
ti/sykloheksaanin gradientti: 3:7 - 75:25). Otsikon yh-
diste eristettiin wvalkoisena kiintenid aineena (0,195 g,
76 %:n saanto).

Rf: 0,45 (etyyliasetaatti)
MS: [MH]' = 675
Analyysi: Cy;H,(N,O,F,:1le

laskettu: C 64,15; H 6,11; N 8,09
todettu: C 64,31; H 6,05; N 7,96.

F NMR: osoittaa 2 diastereoisomeerin seokseen 85/15.
Kohta E:

4- (N-bentsyylioksikarbonyyli-L-valyyli)amino-2, 2-
difluori-3-okso-5-[4-({2-pyridyyli}metyylioksi)fenyyli]-N-
bentsyylipentanamidi

Oksalyylikloridin (0,303 g, 2,5 mmol) liuokseen ve-
detttmdssd dikloorimetaanissa (3 ml) -60 °C:ssa kayttéen
typpe& suojakaasuna, lisdttiin dimetyylisulfoksidin (0,39
g, 5 mmol) liuos vedettVmdssd dikloorimetaanissa (1 ml).
10 minuutin sekoittamisen jadlkeen lis&ttiin 4-(N-bentsyy-
lioksikarbonyyli-L-valyyli)amino-2,2-difluori-3-hydroksi-
5-{4-({2-pyridyyli}metyylioksi)fenyyli]-N-bentsyylipen-
tanamidin (0,17 g, 0,25 mmol) liuos vedetttmdsséd dikloori-
metaanissa (4 ml). Seosta sekoitettiin -60 °C:ssa kdyttden
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typpe8 suojakaasuna 3 tunnin ajan ja l&mpdtilan annettiin
sitten nousta -10 °C:seen. Sitten lisdttiin trietyyli-
amiini (0,303 g, 3 mmol) vedettVméssd dikloorimetaanissa
(1 ml). Seosta sekoitettiin 15 tuntia, samalla kun 1ldmp&-
tilan annettiin nousta huoneenl&mpttilaan. Raaka seos
otettiin etyyliasetaattiin (50 ml) ja pestiin 0,1 N vesi-
pitoisella kloorivetyhapolla (3 x 10 ml). Orgaaninen ker-
ros pestiin vedelld, suolaliuoksella ja kuivattiin magne-
siumsulfaatilla.

Suodatuksen ja liuottimen poiston jélkeen tyhj®ssd
ja8nnds puhdistettiin flash-kromatografialla (silikageeli,
etyyliasetaatti/sykloheksaanin gradientilla: 4:6 - 75:25).
Otsikon yhdiste eristettiin valkoisena kiinte&n& aineena
(0,09 g, 53 %:n saanto).

Rf: 0,50 (AcOEt)
MS: [MH]' = 673
Analyysi: C;;HgN,O.F,:1lle

laskettu: C 66,06; H 5,69; N 8,33
todettu: C 66,12; H 5,77; N 8,15.

%F NMR: osoittaa kahden stereoisomeerin seoksen (40/60).
Esimerkki 3

-(N-bentsyylioksikarbonyyli-L~valyyli)amino-2, 2-
difluori-3-okso-5-[4-(okso-4-pentenyyli)fenyyli]-N-bent-
syylipentanamidi

AV VAN

@/\O_LI/HN (L) ( r CFZ]I/ \/@

Kohta A:

4-tert-butoksikarbonyyliamino-2,2-difluori-3-hyd-
roksi-5~-[4-(okso-4-pentenyyli) fenyyli]-N-bentsyylipen-
tanamidi

Esimerkin 2 kohdassa A kuvatun yhdisteen (0,45 g, 1
mmol) liuokseen vedettVmdssd dioksaanissa (15 ml) lisdt-
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tiin vedetdén kaliumkarbonaatti (0,116 g, 1,2 mmol), Kka-
liumjodidi (0,01 g) ja 5-bromi-l-penteeni (1,64 g, 11
mmol). Seosta kuumennettiin palautusjadhdyttden 3 wvuoro-
kauden ajan.

Raaka seos laimennettiin etyyliasetaatilla (100 ml)
ja pestiin kolme kertaa vedelld ja kerran suolaliuoksella.
Orgaaninen kerros kuivattiin magnesiumsulfaatilla.

Suodatuksesta ja liuottimen haihdutuksesta tyhjossa
saatiin j&&nnds, joka puhdistettiin flash-kromatografialla
(silikageeli, etyyliasetaatti/sykloheksaanin gradientti
1:9 - 2:8). Otsikon yhdiste eristettiin valkoisena kiin-
tednd aineena 31 %:n saannolla (0,16 g).

Rf: 0,53 (AcOEt/sykloheksaani: 1:1)
MS: [MH]® = 519 [MNH,]* = 536.

Kohta B:

4-amino-2,2-difluori-3-hydroksi-5-[4~(okso-4-pen-
tenyyli) fenyyli]-N-bentsyylipentanamidi

4-tert-butoksikarbonyyliamino-2,2-difluori-3-hyd-
roksi~-5-[4-(okso-4-pentenyyli)fenyyli]-N-bentsyylipen-
tanamidin (0,16 g, 0,30 mmol) liuosta muurahaishapossa
(10 ml) sekoitettiin huoneenlémpdtilassa 4 tunnin ajan.
Liuvotin poistettiin tyhjbssa.

Jadnn®s liuotettiin etyyliasetaattiin (60 ml) ja
pestiin kolme kertaa kyll#disellsd natriumkarbonaatin liuok-
sella (3 x 20 ml) ja suolaliuoksella (20 ml), sitten kui-
vattiin vedettdm&lld magnesiumsulfaatilla. '

Suodatuksesta ja liuottimen poistosta tyhjossa saa-
tiin otsikon yhdiste valkoisena kiinte&n& aineena (0,08 g,
63 %:n saanto), jota kaytettiin ilman puhdistusta seuraa-

vassa kohdassa.



evew .

10

15

20

25

30

31

Kohta C:

4- (N-bentsyylioksikarbonyyli-L-valyyli)amino-2,2-
difluori-3-hydroksi-5-[4-(okso-4-pentenyyli)fenyyli]-N-
bentsyylipentanamidi

Cbz-L-valyylianhydridin (0,092 g, 0,20 mmol) liuok-
seen vedettdmédssd dikloorimetaanissa (10 ml) lisdttiin
4-amino-2,2-difluori-3-hydroksi-5-[4-(okso-4~-pentenyy-
li)fenyyli]-N-bentsyylipentanamidi (0,08 g, 0,19 mmol)
vedettdmdssd dikloorimetaanissa (3 ml). Seosta sekoitet-
tiin huoneenlé&mpbttilassa ybn yli.

Liuotin poistettiin tyhjtssd ja j&&nnds puhdistet-
tiin flash-kromatografialla (silikageeli, etyyliasetaat-
ti/sykloheksaani: 3:7).

Otsikon vyhdiste eristettiin wvalkoisena kiintend
aineena (0,09 g, 73 %:n saanto).

Rf: 0,37 (etyyliasetaatti/sykloheksaani: 1:1)
MS: [MH]* = 652

Kohta D:

4-(N-bentsyylioksikarbonyyli-L-valyyli)amino-2,2-
difluori-3-okso-5-[4-(okso~4-pentenyyli)fenyyli]~-N-bent-
syylipentanamidi

Oksalyylikloridin (0,178 g, 1,4 mmol) liuokseen ve-
dettbméssd dikloorimetaanissa (10 ml) -60 °C:ssa kdyttden
typped suojakaasuna lisdttiin vedettbmdn dimetyylisulfok-
sidin (0,218 g, 2,8 mmol) liuos vedettdmidssd dikloorime-
taanissa (1 ml). 10 minuutin sekoittamisen jdlkeen lis&t-
tiin 4-(N-bentsyylioksikarbonyyli-L-valyyli)amino-2,2-di-
fluori-3-hydroksi-5-[4-0okso-4-pentenyyli)fenyyli]-N-bent-
syylipentanamidin (0,09 g, 0,14 mmol) liuos vedetttmdsséi
dikloorimetaanissa (3 ml).

Seosta sekoitettiin -60 °C:ssa kédyttden typped
suojakaasuna 3 tunnin ajan ja l&mpdtilan annettiin sit-
ten nousta -10 °C:seen. Sitten 1lisdttiin trietyyliamii-
ni (0,162 g, 1,6 mmol) vedettdmdssd dikloorimetaanissa
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(1 ml). Seosta sekoitettiin 15 tuntia, samalla kun l&mps-
tilan annettiin nousta huoneenlémp&tilaan.

Raaka seos otettiin etyyliasetaattiin (50 ml) ja
pestiin 0,1 N vesipitoisella kloorivetyhapolla (3 x 10
ml). Orgaaninen kerros pestiin vedelld, suolaliuoksella ja
kuivattiin vedetttmdlld magnesiumsulfaatilla.

Suocdatuksen ja liuottimen poiston tyhjossd jédlkeen
j&annds puhdistettiin flash-kromatografialla (silikageeli,
etyyliasetaatti/sykloheksaani: 2:8).

Otsikon yhdiste saatiin valkoisena kiintednd ainee-
na (0,038 g, 43 %:n saanto).

Rf: 0,39 (etyyliasetaatti/sykloheksaani: 1:1)

MS: [MH]® = 650 [MNH,]' = 667

Analyysi: C;¢H,,N;O,F,:11le
laskettu: C 66,55; H 6,36; N 6,47
todettu: C 65,75; H 6,09; N 5,79

F NMR: osoittaa kahden stereoisomeerin 65/35 ja ketoni/
hydraatin 83/17 seoksen.
Esimerkki 4
N-[3-(3-pyridyyli)propanoyyli]-4-(L-valyyli)amino~
2,2-difluori-3-okso-5-[4~2-{N-morfolinyyli}etyylioksi)fe-~
nyyli]-N-bentsyylipentanamidi

/N

o
USRS

Kohta A:

N-[3-(3-pyridyyli)propanoyyli}-4-(L-valyyli)amino~
2,2-difluori-3-hydroksi-5-[4-(2-{N-moxrfolinyyli}etyyliok-
si)fenyyli]-N-bentsyylipentanamidi

N-[3-(3-pyridyyli)propanoyyli]-4-(L-valyyli)amino-~
2,2-difluori-3-hydroksi-5~[(4-hydroksi)fenyyli]-N-bentsyy-
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lipentanamidin (0,17 g, 0,29 mmol) liuokseen vedettdmassa
dioksaanissa (20 ml) lis&ttiin vedetdn cesiumkarbonaatti
(0,325 g, 1 mmol), kaliumjodidi (0,01 g) ja N-2-kloori-
etyylimorfoliinin vetykloridi (0,075 g, 0,40 mmol). Tata
seosta kuumennettiin palautusjddhdyttden yon yli. Raaka
seos haihdutettiin tyhjossd ja jdannds puhdistettiin
flash~-kromatografialla (silikageeli, dikloorimetaani:me-
tyylialkoholin gradientti: 98:2 - 92:8).

Otsikon yhdiste eristettiin wvalkoisena kiintedna
aineena (75 %:n saanto, 0,15 g).

Rf: 0,49 (dikloorimetaani/metyylialkoholi: 9:1)
MS: [MH]® = 696

Kohta B:

N-[3-(3-pyridyyli)propanoyyli]}-4-(L-valyyli)amino-
2,2-difluori-3-okso-5-[4-(2-{morfolinyyli}etyylioksi)fe-
nyyli]-N-bentsyylipentanamidi

Oksalyylikloridin (0,254 g, 2 mmol) liuokseen ve-
dettdmidssd dikloorimetaanissa kayttden typped suojakaasu-
na -60 °C:ssa 1lisdttiin dimetyylisulfoksidin (0,312 g,
4 mmol) 1liuos vedettbmidssd dikloorimetaanissa (2 ml).
10 minuutin sekoittamisen j&lkeen -60 °C:ssa lisdttiin
N-[3-(3-pyridyyli)propanoyyli]-4-(L-valyyli)amino-2,2-di-
fluori-3-hydroksi-5-[4-(2-{N-morfolyylil}etyylioksi)fenyy-
1li]-N-bentsyylipentanamidin (0,14 g, 0,20 mmol) liuos ve-
dettOmédssd dikloorimetaanissa (5 ml).

Seosta sekoitettiin -60 °C:ssa kayttden typped suo-
jakaasuna 4 tunnin ajan ja l&émpdtilan annettiin sitten
nousta -10 °C:seen. Sitten 1lisdttiin trietyyliamiini
(0,303 g, 3 mmol) vedettdmdssd dikloorimetaanissa (1 ml)
ja seosta sekoitettiin ké&ayttden typped suojakaasuna 15
tuntia, samalla kun l&mp6étilan annettiin nousta huoneen-
ldmpdtilaan. Raaka seos otettiin etyyliasetaattiin (50 ml)
ja pestiin vedelld (3 x 10 ml) ja suolaliuoksella (10 ml),
sitten kuivattiin vedettém&lld magnesiumsulfaatilla.
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Suodatuksesta ja 1liuottimen poistosta tyhjossd
saatiin jd&nnds, joka puhdistettiin flash-kromatografialla
(silikageeli, dikloorimetaani/metanolin gradientti: 98:2 -
92:8). Otsikon yhdiste eristettiin wvaalean keltaisena
kiintednd aineena (10 %:n saanto, 0,014 g).

Rf: 0,51 (dikloorimetaani/metanoli: 9:1)
MS: [MH]® = 694

Esimerkki 5

N-[3-(3-pyridyyli)propanoyyli}-4-(L-valyyli)amino-
2,2-difluori-3-okso-5-[4-({2-pyridyyli}metyylioksi)fenyy-
1li]-N-bentsyylipentanamidi

7
m (NH‘:L.,;H/ " Of CFZ]O’/ NH\/@

Kohta A:

4-(L-valyyli)amino-2, 2-difluori-3-hydroksi-5-[ (4-
(bentsyylioksi)fenyyli]-N-bentsyylipentanamidi

4~ (N-tert-butoksikarbonyyli-L-valyyli)amino-3,3-di-
fluori-3-hydroksi-5-[(4-bentsyylioksi)fenyyli]-N-bentsyy-
lipentanamidin (1,28 g, 2 mmol) liuosta muurahaishapossa
(50 ml) sekoitettiin huoneenldmpéttilassa 4 tunnin ajan.
Liuotin poistettiin tyhjtss& ja j88nnds liuotettiin etyy-
liasetaattiin (100 ml) ja pestiin kolme kertaa kylldiselld
natriumkarbonaatin liuoksella (3 x 30 ml), kerran suola-
liuvoksella (30 ml). Orgaaninen kerros kuivattiin vedettd-
mdlld magnesiumsulfaatilla.

Suodatuksesta ja liuottimen poistosta tyhjdssd saa-
tiin otsikon yhdiste valkoisena kiintednd aineena (0,90 g,
84 %:n saanto), jota k#ytettiin ilman puhdistusta seuraa-

vassa kohdassa.
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Kohta B:

N-[3-(3-pyridyyli)propanoyyli]-4-(L-valyyli)amino-
2,2-difluori-3-hydroksi-5-[(4-bentsyylioksi)fenyyli]-N-
bentsyylipentanamidi

3-(3-pyridyyli)propionihapon (0,242 g, 1,6 mmol)
liuokseen vedettOmassd asetonitriilissd (10 ml) lisattiin
N-metyylimorfoliini (0,182 g, 1,8 mmol) vedetttbmdssd ase-
tonitriilissd (1 ml). Seos jdsdhdytettiin kdyttden typped
suojakaasuna -20 °C:seen ja isobutyyliklooriformaatti
(0,218 g, 1,6 mmol) vedettbmdssd asetonitriilissd (2 ml)
lis&ttiin. 10 minuutin sekoittamisen j&lkeen -20 °C:ssa
kdyttden typped suojakaasuna lisdttiin 4-(L-valyyli)ami-
no2,2-difluori-3-hydroksi-5-[(4-bentsyylioksi)fenyyli]-
N-bentsyylipentanamidi (0,9 g, 1,6 mmol) vedettSmdssd
N,N-dimetyyliformamidissa (10 ml).

Seosta sekoitettiin -20 °C:ssa kayttden typped suo-
jakaasuna 4 tunnin ajan ja sitten l&mpétilan annettiin
nousta huoneenl&mpttilaan y6n aikana. Raaka seos haihdu-
tettiin tyhjdssd ja jad&nnds puhdistettiin flash-kromato-
grafialla (silikageeli, dikloorimetaani/metyylialkoholin
gradientti: 99:1 - 92:8). Otsikon yhdiste saatiin val-
koisena kiinte&n& aineena (0,8 g, 75 %:n saanto).

Rf: 0,36 (dikloorimetaani/metanoli: 92:8)
MS: [MH]' = 673
Analyysi: C;¢H,,N,O.F,:1le

laskettu: C 66,95; H 6,36; N 8,22
todettu: C 66,71; H 6,19; N 8,04.
Kohta C:

N-[3-(3-pyridyyli)propanoyyli]-4-(L-valyyli)amino-
2,2-difluori-3-hydroksi-5-[ (4-hydroksi) fenyyli]-N-bentsyy-
lipentanamidi

N-[3-(3-pyridyyli)propanoyyli]-4-(L-valyyli)amino-
2,2-difluori-3-hydroksi-5~[(4-bentsyylioksi)fenyyli]-N-
bentsyylipentanamidin (0,43 g, 0,64 mmol) liuosta abso-
luuttisessa etanolissa (20 ml) ja N,N-dimetyyliformamidis-
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sa (5 ml) sekoitettiin 10-%:isen palladiumin puuhiilelld
(0,12 g) kanssa huoneenlédmpéttilassa kdyttden atmosfd&rin
(101 kPa) vetypainetta yon yli.

Katalyytin suodatuksesta ja suodoksen haihdutukses-
ta tyhjossd saatiin 81 % otsikon yhdistetta (0,3 g) val-
koisena kiinted&nd aineena.

Rf: 0,20 (dikloorimetaani/metanoli: 92:8)
MS: [MH]® = 582

Kohta D:

N-[3-(3-pyridyyli)propanoyyli]-4-(L-valyyli)amino-
2,2-difluori~3-hydroksi-5-[4-({2-pyridyyli}metyylioksi)fe-
nyyli]-N-bentsyylipentanamidi

N-[3-(3-pyridyyli)propanoyyli]-4-(L-valyyli)amino-
2,2-difluori-3-hydroksi-5-[(4-hydroksi)fenyyli]-N-bentsyy-
lipentanamidin (0,3 g, 0,51 mmol) liuokseen vedettdmidssd
dioksaanissa (50 ml) lisdttiin vedettn cesiumkarbonaatti
(0,43 g, 1,3 mmol), kaliumjodidi (10 mg) ja 2-pikolyyli-
kloridi (0,108 g, 0,66 mmol). T&atd seosta kuumennettiin
palautusjé&&hdyttéden 30 tunnin ajan. Raaka seos laimennet-
tiin etyyliasetaatilla (100 ml) ja pestiin kolme Kkertaa
vedelld (3 x 20 ml) ja kerran suolaliuoksella. Orgaaninen
kerros kuivattiin vedett6m&lld magnesiumsulfaatilla.

Suodatuksesta ja liuottimen haihdutuksesta tyhj&sséd
saatiin j&&nnods, joka puhdistettiin flash-kromatografialla
(silikageeli, dikloorimetaani/metyylialkoholin gradientti:
98:2 - 92:8). Otsikon yhdiste eristettiin valkoisena kiin-
tednd aineena (41 %:n saanto, 0,140 g).

Rf: 0,47 (dikloorimetaani/metanoli: 9:1)

MS: [MH]* = 674

Analyysi: C;;H,;N;O.;F,:1lle
laskettu: C 65,96; H 6,13; N 10,39
todettu: C 64,13; H 5,87; N 10,11

F NMR: osoittaa stereoisomeerien seoksen 80/20.



10

15

20

25

37

Kohta E:

N-[3-(3-pyridyyli)propanoyyli]-4-(L-valyyli)amino-
2,2-difluori-3-okso-5-[4-({2-pyridyylil}metyylioksi)fenyy-
li]-N-bentsyylipentanamidi

Oksalyylikloridin (0,085 g, 0,67 mmol) liuokseen
vedettdmidssa dikloorimetaanissa (5 ml) k&ayttden typped
suojakaasuna -60 °C:ssa lisdttiin dimetyylisulfoksidin
(0,11 g, 0,70 mmol) liuos vedettdmdssd dikloorimetaanissa
(2 ml). 10 minuutin sekoittamisen j&alkeen -60 °C:ssa li-
sdttiin N-[3-(3-pyridyyli)propanoyyli]-4-(L-valyyli)amino-
2,2-difluori-3-hydroksi-5-[4-({2-pyridyyli}metyylioksi)fe-
nyyli]-N-bentsyylipentanamidin (0,045 g, 0,067 mmol) liuos
vedettovmidssad dikloorimetaanissa (3 ml). Seosta sekoitet-
tiin -60 °C:ssa kdyttden typped8 suojakaasuna 4 tunnin ajan
ja lémpotilan annettiin sitten nousta -10 °C:seen. Sitten
lisdttiin trietyyliamiini (0,202 g, 2 mmol) vedettdméssd
dikloorimetaanissa (2 ml) ja seosta sekoitettiin 15 tun-
tia, samalla kun la&mpdtilan annettiin nousta huoneenla&mpb-
tilaan. Raaka seos otettiin etyyliasetaattiin (50 ml) ja
pestiin 0,1 N vesipitoisella kloorivetyhapolla (3 x 10
ml). Orgaaninen kerros pestiin vedelld ja suolaliuoksella,
ja kuivattiin magnesiumsulfaatilla.

Suodatuksen ja liuottimen poiston tyhjtssd jdlkeen
jdannsds puhdistettiin flash-kromatografialla (silikageeli,
dikloorimetaani/metyylialkoholin gradientti: 98:2 - 95:5).
Otsikon yhdiste eristettiin valkoisena kiinte&n& aineena
44 %:n saannolla, (0,019 g).

Rf: 0,50 (dikloorimetaani/metanoli: 9:1)
MS: [MH]® = 672
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Esimerkki 6

N-[4- (N-bentsyylioksikarbonyyli~L-valyyli)amino-
2,2-difluori-1,3-diokso-5-(4-{2-N-morfolinyyli}etyyliok-
si)fenyylipentyyli]-O-bentsyyli-D-valinoli

\/\NQ
l@j\/oj rNH\(AI’:L( W DfCFklO(NHi\O | :I

Kohta A:

4-tert-butoksikarbonyyliamino-2,2-difluori-3-hyd-
roksi-5-(4-hydroksi)fenyylipentaanihappo, etyyliesteri

4-tert-butoksikarbonyyliamino-2,2-difluori-3-hyd-
roksi-5-[(4-bentsyylioksi)fenyyli]-N-bentsyylipentanamidin
(0,719 g, 1,5 mmol) liuosta etanolissa (50 ml) pidettiin
7,5 tuntia vetyatmosf8#risss 10-%:isen palladiumin puuhii-
lelld (0,074 g) ollessa l4snd. Vetyatmosfddro vaihdettiin
typpiatmosfadrills, suspensio suodatettiin ja liuos vidke-
vditiin tyhjossd. Nidin saatua otsikon johdannaista kdytet-
tiin sellaisenaan seuraavassa kohdassa (0,500 g, 83 3%:n
saanto).
Rf: 0,51 (silikageeli, petrolieetteri/etyyliasetaatti:
1/1).

Kohta B:

N-tert-butoksikarbonyyli-D-valinoli

D-valinolin (5,1 g, 49,4 mmol) ja di-tert-butyyli-
dikarbonaatin (10,9 g, 52 mmol) liuosta metanolissa (60
ml) sekoitettiin 17 tunnin ajan huoneenldmpdtilassa. Tyh-
jbssd vikevdinnin jdlkeen jddnnds puhdistettiin flash-Kkro-
matografialla (silikageeli, etyyliasetaatti/petrolieette-
ri: 3/7, Rf: 0,37), jolloin saatiin otsikon yhdiste kvan-
titatiivisella saannolla (10,07 g, varitén 61jy).
MS: MH' = 204.
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Kohta C:

N-tert-butoksikarbonyyli-O-bentsyyli-D-valinoli

N-tert-butoksikarbonyyli-D-valinolin (10 g, 49,3
mmol) ja bentsyylibromidin (5,86 ml, 49,3 mmol) liuok-
seen vedetttmidssid dimetyyliformamidissa (50 ml) lis&dttiin
-5 °C:ssa ja kéayttden typped suojakaasuna kalium-tert-bu-
toksidi (11,06 g, 98,6 mmol) kiintednd aineena, annoksit-
tain, ja sillé tavalla, ettd sisdinen l&mpédtila ei ylit-
té&nyt +5 °C. Reaktioseosta sekoitettiin 2 tunnin ajan
O °C:ssa, laimennettiin etyyliasetaatilla (2 x 300 ml),
uutettiin 1 N kaliumvetysulfaatin liuoksella (50 ml) ja
vedelld (250 ml), ja pestiin kahdesti vedelld (2 x 200
ml). Orgaanisen faasin kuivaamisen natriumsulfaatilla j&l-
keen suodatettiin ja vakevoitiin tyhjbssd, saatu 61jy puh-
distettiin flash-kromatografialla (silikageeli, etyyliase-
taatti/petrolieetteri: 1/9, Rf: 0,42), jolloin saatiin
otsikon yhdiste varittom&nd 6l1jynd (9,95 g, 69 %:n saan-
to).
MS: [MH]® = 294.

Kohta D:

O-bentsyyli-D-valinoli

N-tert-butoksikarbonyyli-O-bentsyyli-D-valinolin
(9,95 g, 34 mmol) liuosta muurahaishapossa (50 ml) sekoi-
tettiin 4 tunnin ajan huoneenlé@mpétilassa. Muurahaishapon
poiston jdlkeen tyhjtss& tahmea j&&nnts liuotettiin veteen
(100 ml), neutraloitiin kyll&iselld natriumbikarbonaatin
liuoksella (100 ml) ja orgaanista ainetta uutettiin kah-
desti etyyliasetaatilla (2 x 200 ml). Orgaanisia faaseja
pestiin Kunnes ne olivat neutraaleja vedelld (2 x 200 ml),
ja yhdistetyt orgaaniset kerrokset kuivattiin natriumsul-
faatilla. Suodatuksesta ja liuottimen haihdutuksesta tyh-
jossd saatiin otsikon amiini hieman kellert&v&nd O6ljynd
(5,20 g, 79 %).
MS: [MH]* = 194.
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Kohta E:

N-[4-tert-butoksikarbonyyliamino-2,2-difluori-3-
hydroksi-1-okso-5-(4-hydroksi)fenyylipentyyli]-O-bentsyy-
li-D-valinoli

Otsikon yhdiste saadaan esimerkin 6 kohdissa A ja D
kuvatuista yhdisteistd seuraten menetelm&sd, joka on annet-
tu esimerkin 1 kohdassa A.

Kohta F:

N-[4-tert-butoksikarbonyyliamino-2,2-difluori-3-
hydroksi-1-okso-5-(4-{2-N-morfolinyyli}etyylioksi)fenyyli-
pentyyli]-O-bentsyyli-D-valinoli

Otsikon johdannainen saadaan esimerkin 6 kohdan E
fenolista ja N-(2-kloorietyyli)morfoliinin vetykloridista
kdyttden esimerkin 1 kohdan E menetelm&a.

Kohta G:

N-[4-amino-2,2-difluori-3-hydroksi-1-okso-5-(4-{2-
N-morfolinyyli}etyylioksi)fenyylipentyyli]-O-bentsyyli~-D-
valinoli

Otsikon amiini valmistetaan esimerkin 6 kohdan F
yvhdisteestd kdyttden esimerkin 1 kohdassa B kuvattua suo-
jauksenpoistomenetelmds.

Kohta H:

N-[4~(N-butoksikarbonyyli-L-valyyli)amino-2, 2-di-
fluori-3-hydroksi-1-okso-5-(4-{2-N-morfolinyylil}etyyliok-
si)fenyylipentyyli]-O-bentsyyli-~D-valinoli

Otsikon yhdiste saadaan esimerkin 6 kohdan G amii-
nista ja N-bentsyylioksikarbonyyli-L-valyylianhydridista
seuraten esimerkin 1 kohdassa C annettua menetelmaa.

Kohta I:

N-[4- (N-butoksikarbonyyli-L-valyyli)amino-2, 2-di-
fluori-1,3-diokso-5-(4-{2-N-morfolinyyli}etyylioksi)fenyy-
lipentyyli] -O-bentsyylivalinoli

Otsikon johdannainen saadaan esimerkin 6 kohdan H

alkoholista kdyttden esimerkin 1 kohdassa H kuvattua hape-

tusmenetelmdd.
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Esimerkki 7

N-[4- (N-bentsyylioksikarbonyyli-L-valyyli)amino-
2,2-difluori-1,3-diokso-5-(4-{2-N-morfolinyyli}etyyliok-
si)fenyylipentyyli]-O-metyyli-D-valinoli

VIR P
CF, _NH_(D
QI pmton™ Y
0 0} 8]
0
Kohta A:

N-tert-butoksikarbonyyli-O-metyyli-D-valinoli

Otsikon yhdiste on valmistettu 67 %:n saannolla
esimerkin 6 kohdan B alkoholista ja metyylijodidista seu-
raten esimerkin 6 kohdassa C annettua alkylointimenetel-
mdd. Rf: 0,27 (silikageeli, etYyliasetaatti/petrolieette—
ri: 1/9).

Kohta B:

O-metyyli-D-valinoli

Esimerkin 7 kohdan A yhdisteen (1,9 g, 8,76 mmol)
liuosta kuivassa dietyylieetterissd, joka oli tehty kyl-
13iseksi HCl-kaasulla, pidettiin 2 tuntia huoneenld@mptti-
lassa. Liuotin poistettiin tyhj®ssd. J&8nnds liuotettiin
minimim34rddn 95/5 dikloorimetaanin ja dietyyliamiinin
seosta ja puhdistettiin flash-kromatografialla silikagee-
1il14 kdyttden samaa liuottimien seosta. Otsikon amiini
saatiin 59 %:n saannolla.
Rf: 0,01 (etyyliasetaatti/metanoli: 8:2).

Kohta C:

N-[4-tert-butoksikarbonyyliamino-2,2-difluori-3-
hydroksi-1-okso-5-(4-hydroksi)fenyylipentyyli]-O-metyyli-
D-valinoli

Otsikon johdannainen saadaan esimerkin 6 kohdan A
yhdisteestd ja esimerkin 7 kohdan B amiinista seuraten
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esimerkin 1 kohdassa A annettua reaktiomenetelmda (79 %:n
saanto). Rf: 0,16 (etyyliasetaatti/petrolieetteri: 4:6).
MS: [MH]' = 461.

Kohta D:

N-[4-tert-butoksikarbonyyliamino-2,2-difluori-3-
hydroksi-1-okso-5-(4~{2-N-morfolinyyli}etyylioksi)fenyyli-
pentyyli]-O-metyyli-D-valinoli

Otsikon yhdiste valmistetaan esimerkin 7 kohdan C
fenolista ja N-(2-kloorietyyli)morfoliinin vetykloridis-
ta k&dyttden esimerkin 1 kohdassa E kuvattua menetelmdi
(58 %:n saanto).

Rf: 0,18 (etyyliasetaatti).

Kohta E:

N-[4-amino-2,2-difluori-3-hydroksi-1-okso~5-(4-{2-
N-morfolinyylil}etyylioksi)fenyylipentyyli]-O-metyyli-D-va-
linoli

Otsikon amiini saadaan esimerkin 7 kohdan D yhdis-
teestd kéyttden esimerkin 1 kohdassa B kuvattua suojauk-
senpoistomenetelmdsd (85 %:n saanto).

Kohta F:

N-[4- (N-butoksikarbonyyli-L-valyyli)amino-2,2-di-
fluori-3-hydroksi-1-okso-5-(4-{2-N-morfolinyyli}etyyliok-
si)fenyylipentyyli] -O-metyyli-D-valinoli

Otsikon alkoholi saadaan esimerkin 7 kohdan E amii-
nista ja N-bentsyylioksikarbonyyli-L-valyylianhydridistéa
kdyttden esimerkin 1 kohdassa C annettua kytkent@menetel-
md&d (78 %:n saanto).

Rf: 0,24 (dikloorimetaani/metanoli: 95:5)

MS: [MH]' = 707

Analyysi: C;Hs,N,O,F, 0,5 H,0:1le
laskettu: C 60,40; H 7,46; N 7,83
todettu: Cc 60,29; H 7,36; N 7,78.
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Kohta G:

N-[4- (N-bentsyylioksikarbonyyli-L-valyyli)amino-
2,2-difluori-1,3-diokso-5-(4~-{2-N-morfolinyyli}etyyliok-
si)fenyylipentyyli]-O~metyyli-D-valinoli

Seosta, jonka muodostavat esimerkin 7 kohdan F al-
koholi (0,130 g, 0,184 mmol), 1,1,1-tris(asetyylioksi)-
1,1-dihydro-1, 2-bentsjodoksol-3(1H)-oni (Dess Martin pe-
riodaani, 0,312 g, 0,736 mmol) ja tert-butanoli (0,035 mil,
0,368 mmol) juuri tislatussa dikloorimetaanissa (kd@yttden
fosforipentoksidia, 5 ml), sekoitetaan 15 minuutin ajan
huoneenlé&mpdtilassa. Reaktioseos hydrolysoidaan isopropa-
nolin (0,6 ml) kanssa ja vakevtiddsdn tyhjbssd. Jaannds
suspendoidaan dikloorimetaaniin (1,5 ml), suodatetaan
Fluoropore-suodattimen 1l48pi, jota huuhdellaan kahdesti
dikloorimetaanilla (2 x 1 ml), ja suodos vdkevdidasdn tyh-
jossa (0,335 g). Puhdistetaan flash-kromatografialla (si-
likageeli, dikloorimetaani/metanoli: 98:2), jolloin pois-
tetaan sivutuotteet, jotka tulevat Dess Martin -reagens-
sista, sitten 96:4, jolloin otetaan talteen otsikon ketoni
(0,109 g) ja epdpuhdas ketoni, joka on laajasti kontami-
noitunut l&htodainealkoholilla (0,121 g). Tama epdpuhdas
materiaali on hapetettu toisen kerran edelld olevan mene-
telm3dn mukaisesti, jolloin saadaan lisd4 ketonia (0,099
g). Yhdistetyt erdt (0,208 g) kiteytetddn etyyliasetaat-
ti/pentaanista, jolloin saadaan otsikon ketoni 69 %:n
saannolla.

Rf: 0,1 (dikloorimetaani/metanoli: 95:5)
MS: [MH]® = 704
Analyysi: C;H,N,O;F,, 0,75 H,0:1lle

laskettu: C 60,20; H 7,23; N 7,80

todettu: C 60,28; H 7,26; N 7,94.

Tdmédn keksinndn yhdisteet ovat kdyttdkelpoisia ret-
rovirusproteaasien, joita vaaditaan kopiointia varten, in-
hibiittoreina, erityisesti HIV-1 ja HIV-2 virusproteaa-
sien, ihmisen immuunikatovirusinfektion (HIV) ehkdisyssd
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tai hoidossa ja sitd seuraavien patologisten sairaustilo-
jen hoidossa, kuten hankitun immuunikato-oireyhtyman
(AIDS), nis#dkkidissd, jotka pystyvat infektoitumaan HIV-vi-
ruksella. AIDSin hoitaminen, HIV-infektion ehkdisy tai
hoitaminen m&iritelldin mukaan luettavaksi, mutta ei nii-
hin rajoittuen, HIV-infektion tilojen laajan alueen hoita-
minen: AIDS, ARC (AIDS:iin liittyva kompleksi), sekd symp-
tomaattinen ettd asymptomaattinen, ja todellinen tai mah-
dollinen HIV:1lle altistuminen. Esimerkiksi t&m&n keksinn&n
vhdisteet ovat kéayttokelpoisia HIV-infektion ehkdisyssa
epdillyn HIV:1lle altistumisen j&lkeen, esim. verensiirrol-
la, vahingossa tapahtuneella neulanpistolla tai altistumi-
sella potilaan verelle leikkauksen aikana.

Termi "stereoisomeerit" on yleinen termi kaikille
yksilén molekyylien isomeereille, jotka eroavat vain nii-
den atomien orientoitumisessa avaruudessa. Se ké&dsittaa
peilikuvaisomeerit (enantiomeerit), geometriset (cis/
trans) isomeerit ja yhdisteiden isomeerit useamman Kkuin
vhden kiraalisen keskuksen kanssa, jotka eivdt ole tois-
tensa pelikuvia (diastereoisomeerit). Aminohapoille voi-
daan kdyttdd nimityksid L/D tai R/S, kuten kuvataan jul-
kaisussa IUPAC-IUB Joint Commission on Biochemical Nomen-
clature, Eur. J. Biochem. 138: 9-37 (1984).

Nditd tarkoituksia varten td@mdn keksinndn yhdisteet
voidaan antaa oraalisesti, parenteraalisesti (mukaan 1lu-
kien ihonalaiset injektiot, laskimonsis&isen, lihaksensi-
sdisen, ihon l&pi vaikuttava, rintalastansis&inen injektio
tai infuusiomenetelmdt), inhalaatiosuihkeella tai rektaa-
listi, annosyksikk&formulaatioissa, jotka sisdltavit ta-
vanomaisia ei-toksisia farmaseuttisesti hyvédksyttédvid kan-
tajia, adjuvantteja ja vehikkeleit4.

Siten t&m&n keksinndn mukaisesti tarjotaan lis&ksi
hoitomenetelmd& ja farmaseuttinen koostumus HIV-infektion
ja AIDS:n hoitamiseksi. Hoito kdsittdd farmaseuttisen
koostumuksen, joka kdsittdd farmaseuttisen kantajan ja te-
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rapeuttisesti tehokkaan mddran t&man keksinndn yhdistettsa,
tai sen farmaseuttisesti hyvéksyttédvdd suolaa, antamisen
potilaalle, joka on t&llaisen hoidon tarpeessa.

N&m& farmaseuttiset koostumukset voivat olla oraa-
lisesti annettavien suspensioiden tai tablettien; nena-
suihkeiden; steriilien injektoitavien valmisteiden muodos-
sa, esimerkiksi steriileind injektoitavina vesipitoisina
tai 8ljyisind suspensioina tai per&dpuikkoina, tai ne voi-
daan antaa ihon l&dpi vaikuttavana.

Kun n3&mid koostumukset annetaan oraalisesti suspen-
siona, ne valmistetaan farmaseuttisen formulaation alalla
hyvin tunnettujen menetelmien mukaisesti ja ne voivat si-
sdltdi mikrokiteisen selluloosan massan aikaansaamiseksi,
algiinihapon tai natriumalginaatin suspendointiaineena,
metyyliselluloosan viskoosisuuden lisddjand ja alalla tun-
nettuja makeutus/makuaineita. Valittomdn vapautumisen tab-
letteina namd koostumuksen voivat sis&dltdd mikrokiteistd
selluloosaa, dikalsiumfosfaattia, tarkkelystd, magnesiums-
tearaattia ja laktoosia ja/tai muita alalla tunnettuja
tidyteaineita, sideaineita, laajennusaineita, hajotusainei-
ta, laimentimia ja voiteluaineita.

Kun n&md8 koostumukset annetaan nen&daerosolina tai
inhalaatiolla, ne valmistetaan farmaseuttisen formulaation
alalla hyvin tunnettujen menetelmien mukaisesti ja ne voi-
daan valmistaa liuoksina suolaliuoksessa, kdyttden bent-
syylialkoholia tai muita sopivia s&ildntdaineita, imeyty-
misen edist&jia lisdam8&n biosaatavuutta, fluorihiilia
ja/tai muita alalla tunnettuja solubilisointi- tai disper-
gointiaineita.

Injektoitavat liuokset tai suspensiot voidaan for-
muloida tunnetun alan mukaisesti k&yttden sopivia ei-tok-
sisia, parenteraalisesti hyvédksyttédvid laimentimia tai
livottimia, kuten mannitolia, 1,3-butaanidiolia, vettsd,
Ringerin liuosta tai isotonista natriumkloridiliuosta tai

sopivia dispergointi- tai kostutus- ja suspendointiainei-
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ta, kuten steriilejd, mietoja, sitoutuneita 61jyjd, mukaan
lukien synteettiset mono- tai diglyseridit, ja rasvahappo-
ja, mukaan lukien oleiinihapon.

Kun namd koostumukset annetaan rektaalisti pera-
puikkojen muodossa, ne voidaan valmistaa sekoittamalla
ldsdke sopivan &rsyttdmdttomén tdyteaineen kanssa, kuten
kaakaovoin, synteettisten glyseridiesterien tai polyety-
leeniglykolien, jotka ovat kiinteitd tavallisissa l&mpdti-
loissa, mutta sulavat ja/tai liukenevat perdsuoliontelos-
sa, jolloin 1l1&8ke vapautuu.

Annostasot suuruusluokassa 0,02 - 5,0 tai 10,0
grammaa vuorokaudessa ovat kdyttokelpoisia edelld mainit-
tujen sairaustilojen hoidossa tai ehkdisyssd, oraalisten
annosten ollessa suurempia. Esimerkiksi, HIV-infektiota
hoidetaan tehokkaasti antamalla 1 - 50 mg yhdistettd/kg
kehon paino 1 - 3 kertaa vuorokaudessa. On kuitenkin ym-
marrettdvd, ettd spesifinen annostaso ja antamistiheys
tietylle potilaalle voi vaihdella ja riippuu erilaisista
tekijbistd, mukaan lukien kdytetyn spesifisen yhdisteen
aktiivisuuden, sen yhdisteen metabolisen stabiilisuuden ja
vaiktuksen keston, i&n, kehon painon, yleisen terveyden,
sukupuolen, ruokavalion, antamismallin ja -ajan, eritysno-
peuden, l&a&dkeyhdistelmdn, tietyn sairaustilan vakavuuden
ja terapiaa ldpikdyvdn isd@nndn. Edullisia yhdisteitd ovat,
kun P, on C, (-alkyyli ja erityisesti C, ;-alkyyli, W ja/tai
W' ovat C, ,-alkyyli, ja/tai R ja/tai R' ovat morfolinyyli,
C,.4s~alkylenyyli tai piperidyyli.

Tdm& keksintd suunnataan myts HIV proteaasi-inhi-
biittoriyhdisteiden yhdistelmiin yhden tai useamman aineen
kanssa, jotka ovat kdyttdkelpoisia AIDS:n hoidossa, kuten
esimerkiksi tunnettujen virusten vastaisten aineiden kans-
sa, jotka ovat sopivia HIV 1 ja HIV 2 virusinfektioiden
hoitamiseksi, esim. AZT, PNPaasi-inhibiittorin kanssa tai
ilman, tai yhdistelm&terapiassa DDI:n ja PNPaasi-inhibiit-

torin kanssa.
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T&mén Keksinndén yhdisteistd voidaan analysoida nii-
den HIV-proteaasi-inhibitio kdyttden seuraavia julkaistuja
menetelmid.

Retrovirusentsyymin valmistus ja proteaasin inhibi-
tioanalyysi

A) Retrovirusentsyymin valmistus

Rekombinanttiproteaasin valmistamiseksi HIV-pro-
teaasi ilmaistiin E.Colin kautta C. Guénet, et al., jul-
kaisemalla ty®611& julkaisussa European Journal of Pharma-
cology, Molecular Pharmacology Section, 172 (1989) 443 -
451.

B) Analyysi rekombinanttivirusproteaasin inhiboi-
miseksi

Proteaasin reaktion peptidisubstraatin kanssa inhi-
bitio [Ser-Gln-Asn-Tyr-Pro-Ile-Val-NH,], Km = 1 mM olivat
50 mM Na-asetaatissa, 10-%:isessa glyserolissa, 5-%:isessa
etyleeniglykolissa, pH 5,5 37 °C:ssa yhden tunnin ajan.
Erilaisia pitoisuuksia inhibiittoria 10 pl:ssa DMSO:a 1li-
sdttiin 80 pl:aan analyysiliuosta ja reaktio aloitettiin
lis88m&118 10 pl (1,6 pg) rekombinanttiproteaasia. Reaktio
vaimennettiin 16 pl:1la 4 M perkloorihappoa. Reaktiotuot-
teet erotettiin HPLC:11& (VYDAC laajahuokonen 5 cm C-18
kd8nteisfaasi, asetonitriiligradinetti, 0,1-%:inen trif-
luorietikkahappo). Reaktion inhibition laajuus mddritet-
tiin tuotteiden piikkien korkeuksista. Tuotteiden HPLC,
itsendisesti syntetisoitu, tarjosi kvantitaatiostandardit
ja tuotekoostumuksen vahvistuksen.

Seuraten edelld viitattuja menetelmid, samoin Kuin
k8yttdm&ll8 muita tunnettuja menetelmid, samoin kuin ver-
tailulla yhdisteiden kanssa, joiden tiedet&&n olevan kayt-
tokelpoisia edelld mainittujen sairaustilojen hoitamista
varten, uskotaan, ettd riittdva materiaali on saatavissa
tekemd&8n alan ammattimiehelle keksinnén kdytdén mahdolli-

seksi.
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Kuten useimmille yhdisteiden 1luokille, joiden on
havaittu olevan kdyttdkelpoisia farmaseuttisessa teolli-
suudessa, on totta, tietyt alaryhmdt ja tietyt spesifiset
vyhdisteet ovat edullisempia, kuten ne, joita valaistaan

esimerkeilld ja esitet8&n seuraavissa taulukoissa.
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmd farmaseuttisesti aktiivisten difluori-

statonianalogien valmistamiseksi, joilla on kaava I

P, P,
R, -——lCI)~NH-(I3H-'—(I'T‘—NH-éH-C—CF;ﬁ—NRSRG (1)

Il
o) 0]

ja niiden steroisomeerien, hydraattien ja farmaseuttisesti

hyvaksyttdvien suolojen valmistamiseksi, jossa kaavassa

P, on —(Ckﬁ-alkyleeni);l::T/

jossa W on Cj-g-alkyleeni, edellyttden, ettd W on Cie-alky-
leeni, kun W on liitetty suoraan typpiatomiin R:ssa;

P, on Ci-g—alkyyli;

R on Cy_¢-alkenyleeni, morfolinyyli tai pyridyyli;

R; on bentsyylioksi tai - (CHz)a.-(2-, 3- tai 4-pyri-
dyyli);

Ry on Cig—alkyyli tai bentsyyli;

Rs on H, —(CHz)d_J::) tai —CH(Y)-(CHy)e—ORy4, JjoOs-—
sa Y on Ci¢-alkyyli;

R¢ on kuten Rs:1lle on mddritelty silléd ehdolla, et-
td Rg on muu kuin H, kun Rs on H;

a on nolla, 1, 2 tai 3;

don 1 tai 2; ja

e on nolla, 1 tai 2;
tunnettu siitd, ettd kaytetdan yhdistettd, jolla on

kaava

Fl’z 1?1
RL CNHCH CNHCECE-CF. C-NR5R6
( I } |
0 0 OH 0
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jossa Pi1, P2, Ri, Rs ja Rs ovat edelld madriteltyjd, yhdiste
hapetetaan ja mahdollisesti muutetaan saatu hapetettu yh-
diste sen farmaseuttisesti hyvadksyttavidksi suolaksi.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelma,
tun nettau siitd, ettd hapetusvaiheessa kiytetdan
Dess Martin -hapetusta.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd,
tun nettu siitd, ettd hapetusvaihessa kdytetdan
Swern-hapetusta.

4. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelma,
tunnettu siitd, ettd valmistetaan kaavan I mukainen
yhdiste, jossa P; on

O-W-R

_(Cbg—alkyleeni)__I:j//

jossa W; ja R merkitsevat samaa kuin patenttivaatimuksessa
1.

5. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmé;
tunnettu siitd, ettd valmistetaan kaavan I mukai-
nen yhdiste, jossa W on Cj-3-alkyleeni ja R on morfolinyyli,
pyridyyli tai etenyyli.

6. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd valmistetaan kaavan I mukai-
nen yvhdiste, jossa W on Ci.p—alkyleeni.

7. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd valmistetaan kaavan I mukai-
nen yhdiste, jossa P, on Cj_3-alkyyli

8. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelms,
tunnettu siitd, ettd valmistetaan kaavan I mukainen
yhdiste, jossa Rs on H ja Re¢ on bentsyyli.

9. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd valmistetaan kaavan I mukainen
yhdiste, jossa Rs on H ja Re on -CH(Y)-(CHz).~-OR4, jossa Y on
Ci-3—alkyyli, e on 1 ja Ry on bentsyyli tai Cj-3—alkyyli.
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10. Patenttivaatimuksen 1  mukainen menetelm&,
tunnettu siita, ettd valmistetaan 4-(N-bentsyyli-
oksikarbonyyli-L~valyyli)amino-2,2-difluori-3-okso~-5-[4-
(okso-4-pentenyyli) fenyyli]-N-bentsyylipentanamidi,

4- (N-bentsyylioksikarbonyyli-L-valyyli)amino-2,2-difluori-
3-ckso-5-[4-(2-{N-morfolinyyli}etyylioksi) fenyyli]~N-
bentsyylipentanamidi, 4-(N-bentsyylioksikarbonyyli-L-valyy-
li)amino-2,2-difluori-3-okso-5-[{4-({2-pyridyyli}metyyli-
oksi) fenyyli]-N-bentsyylipentanamidi, tai
N-[4-(N-bentsyylioksikarbonyyli-L-valyyli)amino-2, 2-
difluori-1,3-diokso-5~[(4-{2-N-morfolinyyli}tetyylioksi)~-
fenyylipentyyli]~O-metyyli-D-valinoli.
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