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Menetelmd virusvastuisen yhdisteen valmistamiseksi

Tdmd keksintd koskee menetelmdd virusvastaisen yh-
disteen valmistamiseksi, joka on

(a) 1,5-dideoksi~1,5-imino-L-fukonolaktaami,

(b) 1,5-dideoksi-1,5-imino-(N-metyyli)-L-fusitoli,
tai

(c)1,5-dideoksi-1,5-imino- (N-w-metyylikaproaatti) -
L-fusitoli,
tai niiden farmaseuttisesti hyvaksyttdvan suolajohdannai-
sen valmistamiseksi. Yhdisteet ovat Xkuusi rengasatomia
sisdltédviad heterosyklisid yhdisteitd, joilla on mahdolli-
sesti kdyttdd immuunikato-oireiston (AIDSin) hoidossa.

Immuunikato-oireisto, joka vain muutamia vuosia
sitten o0li 1l&ddketieteellinen erikoisuus, on nyt vakava
sairaus. T&amdn seurauksena t&dlld hetkelld ponnistellaan
suuresti lddkkeiden ja rokotteiden kehittdmiseksi AIDSia
vastaan. AIDS-virusta, joka identifioitiin ensimmidisen
kerran vuonna 1983, ovat kuvanneet muutamat tutkijat. Se
on kolmas tunnettu T-lymfosyyttivirus (HTLV-III), ja silli
on kyky monistua immuunijdrjestelmdn soluissa ja johtaa
siten T4+T-solujen (CD+-solujen) laajaan tuhoutumiseen.
Katso esimerkiksi Gallo et al., Science 224 (1984) 500-503
ja Popovic et al., ibid. (1984) 497-500. T&md retrovirus
on tunnettu nimilld lymfadenopatiaan liittyvd virus (LAV)
ja AIDSiin 1liittyvd virus (ARV) sekd aivan viime aikoina
ihmisen immuunivajaus-virus (HIV). On kuvattu kahta eri
AIDS-virusta, HIV-1 ja HIV-2. HIV-1 on virus, jonka alun-
perin identifioivat vuonna 1983 Montagnier et al. Pariisin
Pasteur-instituutissa (Ann. Virol. Inst. Pasteur 135 E
(1984) 119-134), kun taas HIV-2:n eristivdt myShemmin,
vuonna 1986, Montagnier et al. (Nature 326 (1987) 662).
Tdssd yhteydessd HIV:113 tarkoitetaan nditd viruksia ylei-

sessd mielessa.
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Vaikka AIDSin molekyylibiologiaa aletaan ymmadrtaa
ja saada mddritellyksi, on edelleen olemassa tarve saada
paljon lisdd tietoa tédstd sairaudesta. Samalla on tutkittu
lukuisia ldhestymistapoja etsittdessd mahdollisia AIDSin
vastaisia ldskkeitd ja rokotteita. AIDS-rokotteen kehittd-
misti estii se, ettei ymmidrretd HIV:1td suojaavan immuni-
teetin mekanismeja, viruksen geneettisen vaihtelun suuruus
ja tehokkaiden HIV-infektioeldinmallien puute. Katso esi-
merkiksi Koff ja Hoth, Science 241 (1988) 426-432.

Ensimmdinen l&3dke, jonka FDA (U.S. Food and Drug
Administration) on hyvdksynyt AIDS:in hoitoon, on tsido-
vudiini, joka tunnetaan paremmin aiemmalla nimelld atsi-
dotymidiini (AZT). Kemiallisesti t&m& l&&ke on 3’-atsido-
3/-deoksitymidiini. T&m# ld&ke valittiin alunperin mahdol-
liseksi aseeksi AIDSia vastaan, koska sen osoitettiin es-
tidvian viruksen monistumista in vitro. Tdllaiset in vitro-
testit ovat hyddyllisid ja kédytdnndllisesti katsoen ainoa
kdytdnndllinen menetelmd mahdollisten AIDSin vastaisten
liikkeiden seulomiseksi ja testaamiseksi alkuvaiheessa.
AZT:n vakavana heikkoutena ovat kuitenkin sen toksiset
sivuvaikutukset. Niinpd edelleen etsitddn parempia AIDSin
vastaisia ladkkeita.

Viime aikoina on tutkittu tiettyjen glykosidaasi-
inhibiittoreiden aktiivisuutta AIDS-virusta vastaan. Kolme
tillaista mahdollisiksi AIDS-lddkkeiksi ehdotettua yhdis-
tettd ovat kastanospermiini, deoksinojirimysiini (DNJ) ja
dihydroksimetyylidihydroksipyrrolidiini (DMDP). Katso esi~-
merkiksi Sunkara et al., Biochem. Biophys. Res. Commun.
148 (1) (1987) 206-210; Tyms et al., Lancet, 31. lokakuuta
1987, 1025-1026.

OH :
HO OH

CH,OH

o o fp-

Kastanospermiini Deoksinojirimysiini (DNJ)
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HO OH

Dihydroksimetyyli-
dihydroksipyrrolidiini ,L\\
(DMDP) HOH,C’ N

CH,OH
H

Kastanospermiinin, joka on australialaisen kastan apuun
siemenistd eristetty alkaloidi, on osoitettu hdiritsevén
HIV-virionien normaalia glykosylaatiota ja muuttavan siten
vaippaglykoproteiinia ja estdvdn HIV:n pddsyn kohdesolui-
hin. On kuitenkin havaittu vain vaatimaton virionien in-
fektoivuuden vdheneminen.

Kansainvdlisessd PCT-hakemuksessa WO 87/03903, joka
on julkaistu 2. heindkuuta 1987, ilmoitetaan, ettd myds
deoksinojirimysiinin (DNJ:n) N-metyylijohdannaisella on
HIV:n vastainen vaikutus, joka ndenndisesti perustuu sen
glukosidaasi I:d inhiboivaan aktiivisuuteen. Fleet et al.
(FEBS Lett., painossa 1988) ovat kuitenkin myShemmin
osoittaneet, etteivat kaikki glukosidaasi I-inhibiittorit
ole tehokkaita HIV:n estdjia. Niinpd joku muu mekanismi
saattaa saada aikaan HIV:td inhiboivan vaikutuksen.

Tdmdn keksinndén mukaisesti on havaittu, ettd jou-
kolla kuusi rengasatomia sisdltdvid heterosyklisid yhdis-
teitd, joilla on renkaassa typpiatomi ja 3 hydroksyylisub-
stituenttia, on ihmisen immuunikato-viruksen (HIV:n) vas-
tainen vaikutus. Keksinnén mukaiselle menetelmdlle ndiden
yhdisteiden valmistamiseksi on tunnusomaista se, mitd pa-
tenttivaatimuksessa 1 esitetddn. Valmisteltavilla yhdis-
teilld on mahdollisesti Kkadyttdd immuunikato-oireiston
(AIDSin) hoidossa. Keksinndn yhteydessd kdytettdvid vai-
kuttavia yhdisteitd voidaan kuvata rakenteellisesti pipe-

ridiinin johdannaisiksi.
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Vaihtoehtoisesti niitd voidaan kuvata kemiallisia yleis-
nimid k3yttden sokerijohdannaisiksi, jolloin niitd pide-
tddn pyranoosien jdljittelijoind, joissa on renkaassa typ-
piatomi happiatomin tilalla.

Tdmin keksinnodn mukaisesti valmistettujen aktiivis-
ten yhdisteiden teho on osoitettu positiivisella HIV:n
replikaatiota inhiboivalla aktiivisuudella in vitro. T&dmén
koejdrjestelmdn mukaisestikdytettiin ihmisen T-soluja,
jotka ovat herkkid HIV-infektiolle, mddritettédessd visuaa-
lisesti tutkittavien yhdisteiden suhteellinen HIV:n infek-
toimien solujen replikaatiota inhiboiva wvaikutus. Koska
erilaisilla analogisilla yhdisteilld on saatu hyvin vaih-
televia tuloksia, kuten jdljempdnd kuvataan, on ilmeistd,
ettei jonkin tietyn yhdisteen teho HIV-inhibiittorina ole
ennalta ennustettavissa. Tdhdn mennessd on ehdotettu eri-
laisia aiempien HIV-inhibiittoreiden vaikutusta koskevia
teorioita. Muutamissa laboratorioissa tehdyt tutkimukset
ovat osoittaneet, ettd vaippaglykoproteiinin, gpl20:n, ja
CD4-antigeenin jonkin osan vdlinen vuorovaikutus liittyy
HIV:n tunnistamiseen useimmissa sen infektoimissa soluissa
ja HIV:n sitoutumiseen mainittuihin soluihin. Niin erdédsséa
raportissa, Jjossa verrataan glykosidaasi-inhibiittori
deoksinojirimysiinin (DNJ:n) positiivista vaikutusta HIV:n
infektoivuuteen mannosidaasi I-inhibiittori deoksimannoji-
rimysiinin (DMJ:n), joka on DNJ:n 2-epimeeri, vaikuttamat-
tomuuteen, ehdotetaan, ettd gpl20:n tai sen esiasteen hdi-
riintynyt hiilihydraattirakenne, jonka aiheuttaa N-kytkey-
tyneen oligosakkaridin pilkkoutumisreitin salpaaminen, saa
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aikaan vaikutuksen (Gruters et al., Nature 330 (1987) 74-
77).
Tutkittavan yhdisteen ennalta arvaamattoman HIV:n
vastaisen vaikutuksen osoittavat muutamat tutkimukset,
5 joissa on vertailtu rakenteellisesti analogisia sokerijoh-
dannaisia. Esimerkkini mainittakoon, ettd vaikka a-gluko-
sidaasi I-inhibiittori kastanospermiinin tunnettu syto-
paattista vaikutusta (CPE) estava vaikutus on varmistettu,
ei sen epimeerin, L-1,6-diepikastanospermiinin eikd kasta-
10 nospermiinin stereoisomeerin, L-6-epikastanospermiinin,
ole havaittu olevan inhiboivia. Katso Fleet et al., FEBS
Lett., painossa 1988.
Samoin, wvaikka 1,4-dideoksi-1,4-iminoarabinitolin
molemmat enantiomeerit ovat tunnettuja glukosidaasi-inhi-
15 biittoreita (Fleet et al., Tetrahedron Lett. 26 (1985)
3127-3130; Fleet et al., Chemistry Lett. (1986) 1051-
1054), on L-enantiomeerilla voimakas HIV:t# inhiboiva ak-
tiivisuus, kun taas D-enantiomeerilla on hyvin véhdn vai-
kutusta HIV:n replikaatioon. Kummankin enantiomeerin koh-
20 dalla N-metylaatio heikensi anti-HIV-aktiivisuutta sen
vahvistumisen sijasta. Glukoosin atsofuranoosianalogilla
ja N-bentsyylijohdannaisella ei kummallakaan havaittu ole-
van vaikutusta CPE:hen. Vastaavasti fagomiinilla, 2-deok-
siglukoosinanalogilla, ei mydsk&in havaittu HIV:ta inhi-
25 boivaa vaikutusta, vaikka my®ds silld tiedetddn olevan a-
glukosidaasia inhiboiva vaikutus. Katso Fleet et al., FEBS
Lett., painossa 1988.
T4min keksinndn mukaisesti valmistettavien yhdis-
teiden kemiallisten rakenteiden hahmottamiseksi, on kate-
30 v44 jakaa n&md yhdisteet muutamaan alaryhmdan seuraavasti.
Stereoisomeerian osoittamiseksi kiinte#dt ja katkoviivat
osoittavat sidoksia, jotka suuntautuvat yl®spdin ja vas-
taavasti alaspdin paperin tasosta.
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A. 1,5-deoksi-1,5-imino-L-fusitolijohdannaiset
OH
HO : OH
) 1
5 ——
Vs e,
O/ N CH3
H
a) 1,5-dideoksi-1,5~imino-L-fukonolaktaami
10 B. N-substituoidut 1,5-dideoksi-1,5-imino-L-fusito-
lijohdannaiset
OH
HO : CH
15 2
I
CH;
20 b) 1,5-dideoksi-1,5-imino-(N-metyyli)-L-fusitoli
OH
HO H OH
' 3
25 ..
N * CH,
|
(CHz )sCO,CHy
30

c) 1,5-dideoksi-1,5-imino-(N-w-metyylikaproaatti)-
L-fusitoli.

Taman keksinndn mukaisesti nditd yhdisteitd voidaan
valmistaa seuraavissa esimerkeissd esitettyjid yleisid or-
gaanisia syntetisointimenettelytapoja noudattaen.
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Esimerkki 1

Yhdiste 1 valmistettiin monivaiheisella sarjalla
kaupan olevasta diasetoni-D-aalloosista (1,2:5,6-di-0O-iso~-
propyylideeni-a-D-allofuranoosista) seuraavasti:

(a) 3-O-bentsyyli-1,2:5,6-di-0-isopropylideeni-a-

D-furanoosi

Natriumhydridi (50 %:inen dljydispersio; 3,19 g,
66,3 mmol) pestiin tislatulla heksaanilla 82 x 15 ml) kui-
van typen alla ja suspendoitiin kuivaan THF:dan (75 ml).
Suspensioon lis#ttiin 1 tunnin aikana diasetonialloosi
(15,93 g, 61,4 mmol) kuivassa THF:ssd (150 ml). Tdm&n li-
sdyksen pddtyttyd lisdttiin bentsyylibromidi (7,96 ml, 8,4
mmol). Tulokseksi saatua seosta sekoitettiin 3 tuntia,
jolloin TLC (etyyliaetaatti-heksaaniseos, 1:1) osoitti,
ettd seos ei sisdltidnyt lainkaan ldhtdainetta (Rf = 0,2)
ja sisdlsi yhtd tuotetta (Rf = 0,8). Reaktioseokseen 1li-
sittiin metanolia (4 ml), se laimennettiin eetterilld (150
ml) ja suodatettiin silikakerroksen ldpi, jonka p&ddlla oli
piimaata (Celite), ja suodatuskakku pestiin eetterillda (3
x 75 ml). Liuotin poistettiin, ja keltainen kiinted raaka-
tuote liuotettiin dikloorimetaanin (150 ml). Dikloorime-
taaniliuos pestiin vedelld (2 x 150 ml), kuivattiin
(MgsSo,), suodatettiin ja haihdutettiin, jolloin saatiin
kiintedtd ainetta. Puhdistus kiteyttdmdlla tuote uudelleen
heksaanista tuotti tulokseksi otsikon mukaista bentsyyli-
eetteris (20,82 g, 95 %) valkeana kiintednd aineena.
Sp. = 65 - 66 °C, [a]}® = +105,6° (c = 0,25, CHClj:ssa).

(b) 3-O-bentsyyli-1,2-0O-isopropylideeni-a-D-allo-

furanoosi

Edelld valmistettu bentsyylieetteri (20,28 g, 57,94
mmol) liuotettiin 70 %:seen etikkahapon vesiliuokseen (500
ml). Sen annettiin reagoida 15 tuntia, jolloin TLC (etyy-
liasetaatti-heksaani-seos, 1:1) osoitti, ettd seos ei si-
siltanyt lainkaan ldhtoainetta (Rf = 0,8) ja sisdlsi yhta
tuotetta (Rf = 0,2). Haihdutettaessa liuotin pois saatiin
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raakatuote keltaisena siirappimaisena aineena. Puhdistus
flash-kromatografiapylvadadssa (etyyliasetaatti-heksaani-
seos, 3:1) tuotti tulokseksi diolia (16,85 g, 94 %) val-
keana kiteisend aineena.
Sp. = 63 - 65 °C. [a]}’ = +119,4° (¢ = 0,25, CHCl;:ssa).

(c) 3-0O-bentsyyli-1,2-0O-isopropylideeni-6-0-p-to-

lueenisulfonyyli-a-D-allofuranoosi

Edelld valmistettu dioli (13,91 g, 44,8 mmol) liuo-
tettiin kuivaan pyridiiniin (200 ml), ja liuokseen lis&t-
tiin tosyylikloridia (9,37 g, 49,3 mmol). Reaktioseosta
sekoitettiin huoneen 1ldmpdtilassa kuivan typen alla 15
tuntia, jolloin TLC (etyyliasetaatti-heksaaniseos, 1:1)
osoitti, ettd seos siscilsi reagoimatonta 1l&dhtdainetta
(Rf = 0,2) ja kahta tuotetta (Rf = 0,6 ja 0,7). Liuotin
poistettiin alipaineessa, ja raakatuote liuotettiin di-
kloorimetaaniin (200 ml), pestiin 100 ml:n erilld M
HCl:d, kylldistd NaCl-liuosta ja kylldistd natriumvetykar-
bonaattia ja kuivattiin (Na,S0,). Liuotin poistettiin ali-
paineessa ja raakatuote puhdistettiin flash-kromatografia-
pylvddssd (etyyliasetaattiheksaaniseos, 1:2), jolloin saa-
tiin 3-0O-bentsyyli-1,2-O-isopropylideeni-6-0O-p-tolueeni-
sulfonyyli-a-D-allofuranocosia (17,48 g, 84 %) vdrittomadna
8ljynd. [a])2 = +51,4° (¢ = 0,97, CHCl,:ssa).

(d) 3-O-bentsyyli-6-deoksi-1,2-O-isopropylideeni-

a-D-allofuranoosi

Edelld valmistettu monotosylaatti (13,6 g, 29,3
mmol) liuotettiin typen alla Kkuivaan THF:ddn (150 ml).
Liuokseen lisdttiin 1 M "superhvdridin" THF-lkuosta (73,2
cm®, 73,25 mmol), ja reaktioseosta sekoitettiin huoneen
lampotilassa 1 tunti, jolloin TLC (etyyliasetaatti-heksaa-
niseos, 1:1) osoitti, ettd seos ei sisdltanyt lainkaan
ldhtdainetta (Rf = 0,6) ja sisdlsi yhtd tuotetta (Rf =
0,5). Reaktioseos laimennettiin etyyliasetaatilla (100
ml), pestiin vedelld (3 x 100 ml) ja kuivattiin (Na,S0,).

Liuotin poistettiin alipaineessa, ja raakatuote puhdistet-
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tiin flash-kromatografiapylvdassa (etyyliasetaattiheksaa-
niseos, 3:5), jolloin saatiin 3-0-bentsyyli-6-deoksi-1,2-
O-isopropylideeni-a-furanoosia (10,8 g, 94 %) varittomana
5ljynd. [a]3® = +110,4° (c = 1,02, CHCly:ssa).

(e) 5-atsido-3-O-bentsyyli-5,6-dideoksi-1,2-0-iso-

propylideeni-p-L-talofuranoosi

Edelld valmistettu alkoholi (9,45 g, 31,85 mmol)
liuotettiin kuivaan pyridiiniin (150 ml), ja liuokseen
lisdttiin katalyyttinen m#iri 4-dimetyyliaminopyridiinid.
Reaktioseos jiihdytettiin 0 ©°C:seen ja siihen lisdttiin
metyylikloridia (4,98 ml, 67,3 mmol). Reaktioseosta sekoi-
tettiin kuivan typen alla, ja sen annettiin lammetd huo-
neen limpétilaan 2 tunnin aikana. Pieni era reaktioseosta
uutettiin kylldisen NaCl-liuoksen ja dietyylieetterin
kanssa ravistaen, orgaaninen kerros erotettiin, ja téamén
kerroksen TLC-analyysi (etyyliasetaatti-heksaaniseos, 1:1)
osoitti, ettd seos ei sisdltdnyt ldhtdainetta (Rf = 0,5)
ja sisdlsi yhtd tuotetta (Rf = 0,6). Reaktioseokseen li-
sittiin dietyylieetteris (150 ml), ja seosta ravistettiin
kylldisen NaCl-liuoksen (3 x 150 ml) kanssa. Orgaaninen
kerros kuivattiin (Na,SO,) ja liuotin poistettiin alipai-
neessa, jolloin saatiin puhdistamatonta mesylaattia. Mesy-
laattiraakatuote liuotettiin vdlittémédsti kuivaan DMF:a&aan
(150 ml), ja liuokseen lisdttiin natriumatsidia (6,25 g,
95,6 mmol). Reaktioseosta sekoitettiin 70 °C:ssa 3 tuntia,
jolloin TLC (etyyliasetaatti-heksaaniseos, 1:3) osoitti,
ettid seos ei sisdltidnyt lainkaan l&htdainetta (Rf = 0,6)
ja sisdlsi yhtd tuotetta (Rf = 0,7). Liuotin poistettiin,
raakatuote liuotettiin veteen (150 ml) Ja liuos uutettiin
dikloorimetaanilla (3 x 100 ml). Orgaaniset uuttoliuokset
kuivattiin (MgSO,), ja liuotin poistettiin alipaineessa.
Raakatuote puhdistettiin flash-kromatografiapylvédédssa
(etyyliasetaatti-heksaaniseos, 1:5), jolloin saatiin 5-at-
sido-3-O-bentsyyli-5,6-dideoksi-1,2-0-dideoksi-1,2-0-iso-
propylideeni-B-L-talofuranocosia (8,61 g, 84 %).
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(Todettu: C 60,47, H 6,84, N 13,05 %. CH,;N; edellyttéaa:
Cc 60,18, H 6,58, N 13,16 %). [a]3® = +160,0° (c = 1,21,
CHC1,:ssa).

(f) 5-atsido-3-O-bentsyyli-5,6-dideoksi-L-talono-

laktoni

Edelld valmistettu atsidi (2,39 g, 7,47 mmol) liuo-
tettiin vesi-trifluorietikkahapposeokseen (50 ml, 2:3), ja
seoksen annettiin reagoida 1 tunti, jolloin TLC (etyyli-
asetaatti-heksaaniseos, 1:3) osoitti, ettd seos sisdlsi
vain yhtd tuotetta (Rf = 0,3) eikd lainkaan lahtdainetta
(Rf = 0,7). Liuotin poistettiin alipaineessa, jolloin saa-
tiin puhdistamatonta laktolia 6ljyna. Tdmd 6l1jy liuotet-
tiin dioksaani-vesiseokseen (50 ml, 2:1) ja liuos jaahdy-
tettiin 0 °C:seen. Lisdttiin bariumkarbonaattia (4,97 g,
22,4 mmol) ja bromia (1,94 ml, 22,4 mmol), ja reaktioseos-
ta sekoitettiin pimedssd 6 tuntia, jolloin TLC (etyyliase-
taatti-heksaaniseos, 1:1) osoitti, ettd seos sisdlsi yhtad
tuotetta (Rf = 0,6) eikd lainkaan ldhtdainetta (Rf = 0,4).
Ylimddrdinen bromi tuhottiin lisddmdlla pisaroittain nat-
riumtiosulfaattiliuosta, ja reaktioseos sentrifugoitiin ja
dekantoitiin vapautuneen rikin poistamiseksi. Reaktioseos
laimennettiin etyyliasetaatilla (50 ml) ja faasit erotet-
tiin. Vesifaasi pestiin etyyliasetaatilla (2 x 50 ml).
Orgaaniset uuttoliuokset yhdistettiin ja kuivattiin
(MgSO,), ja liuotin poistettiin alipaineessa. Raakatuote
puhdistettiin flash-kromatografiapylvddssd (etyyliasetaat-
ti-heksaaniseos, 1:3), jolloin saatiin 5-atsido-3-O-bent-
syyli-5,6-dideoksi-L-talonolaktonia (1,86 g, 78 %) varit-
tomdnd ©6ljyna, joka kiteytyi seisoessaan.
(Todettu: C 56,37, H 5,48, N 14,36 %. C;H;04N; edellyttaa:
C 56,41, H 5,42, N 14,60 %). [a]®’ = +95,5° (¢ = 0,99,
CH,Cl,:ssa).

(g) 5-atsido-3-0O-bentsyyli-5-deoksi-L-fukonolaktoni

Edelld valmistettu 1laktoni (1,86 g, 67,1 mmol)
liuotettiin kuivaan dikloorimetaaniin (100 ml), 1liuos
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jddhdytettiin -30 °C:seen ja sitd sekoitettiin typen alla.
Liuokseen lisdttiin pyridiinid (1,53 ml, 134,2 mmol) ja
trifluorimetaanisulfonihappoanhydridia (1,84 ml, 73,8
mmol). Reaktioseosta sekoitettiin 2 tuntia, jolloin TLC
(etyyliasetaatti-heksaaniseos, 1:1) osoitti, ettd seos ei
sisdltinyt ldhtdainetta (Rf = 0,6) ja sisdlsi yhtd tuotet-
ta (Rf = 0,8). Reaktioseos pestiin 50 ml:n erilld vettd, 3
%$:sta HCl:&d, vettd, kylldistd natriumvetykarbonaattia ja
vettd. Siihen lisdttiin DMF:d (100 ml) ja pddosa dikloori-
metaanista poistettiin alipaineessa. Lisdttiin natriumtri-
fluoriasetaattia (3,969 g, 201 mmol), ja reaktioseosta
sekoitettiin kuivan typen alla 15 tuntia, 3jolloin TLC
(etyyliasetaatti-heksaaniseos, 1:3) osoitti, ettd seos ei
sisdltdnyt lihtdainetta (Rf = 0,6) mutta sisdlsi tuotteita
(RfE = 0,4 ja 0,5). DMF poistettiin alipaineessa, tuote
liuotettiin dikloorimetaaniin (100 ml), ja liuos pestiin
vedelld (3 x 100 ml) ja kuivattiin (MgSO,). Liuotin pois-
tettiin alipaineessa, jolloin saatiin vaaleankeltaista
6ljyd. Epdpuhdasta tuotetta kuumennettiin metanoli-vesi-
seoksessa (2:1, 100 ml) 50 °C:ssa 12 tuntia, jolloin TLC
(etyyliasetaatti-heksaaniseos, 1:3) osoitti sen sisdltédvéan
vain yhtd tuotetta (Rf = 0,4). Liuotin poistettiin alipai-
neessa, ja raakatuote puhdistettiin flash-kromatografia-
pylvddssd (etyyliasetaattiheksaaniseos, 1:3), jolloin saa-
tiin 5-atsido-3-0-bentsyyli-5-deoksi-L-fukonolaktonia
(1,51 g, 81 %). (@) = +171,6° (c = 1,49, CH,Cl,:ssa).

(h) 3-O-bentsyyli-1,5-dideoksi-1,5-imino-L-fukono-

laktaami

Edelld valmistettu fukonolaktoni (1,51 g, 55 mmol)
liuotettiin etyyliasetaattiin (50 ml), ja liuokseen lisdt-
tiin katalyyttinen mddrd Kkatalysaattoria, joka sisdlsi
palladiumia (5 %) hiilikantoaineella. Reaktioseosta sekoi-
tettiin vedyn alla 2 tuntia, jolloin TLC (etyyliasetaatti-
heksaaniseos, 1:3) osoitti seoksen sisdltdvdn vain perus-

viivaa vastaavaa ainetta ja TLC (etanoli-dikloorimetaani-
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seos, 1:9) osoitti, ettd seos sisdlsi kahta tuotetta (Rf =
0,5 ja 0,3). Reaktioseos suodatettiin Celite-kerroksen
ldpi, joka pestiin etyyliasetaatilla (2 x 10 ml). Saadut
kolme erdid yhdistettiin, ja liuotin poistettiin alipai-
neessa. Reaktioseos 1liuotettiin etanoliin Jja jatettiin
seisomaan 12 tunniksi, jolloin TLC (etanoli-dikloorimetaa-
niseos, 1:19) osoitti, ettd seos sisdlsi vain yhtd tuotet-
ta (Rf = 0,5). Liuotin poistettiin alipaineessa, jolloin
saatiin raakatuote valkeana kiintednd aineena. Puhdistus
flash-kromatografiapylvdidssd (etanoli-dikloorimetaaniseos,
1:9) tuotti tulokseksi 3-O-bentsyyli-1,5-dideoksi-1,5-imi-
no-L-fukonolaktaamia valkeana kiintednda aineena (1,11 g,
81 %).
Sp. = 191 - 192 °C. (Todettu: C 62,17, H 7,06, N 5,45 %.
C;H,0,N edellyttdi: C 62,15, H 6,77, N 5,58 %). [a)}’ =
-70,3° (c = 0,90 etanolissa).

(i) 1,5-dideoksi-1,5-imino-L-fukonolaktaami

Palladioitua hiiltd (15 mg) esipelkistettiin se-
koittamalla sitd etanolissa (25 ml) vedyn alla 20 minuut-
tia. Liuokseen, jota sekoitettiin, lisdttiin muutama pisa-
ra vastavalmistettua HCl-etanoliseosta ja edelld valmiste-
tun bentsyylisuojatun laktaamin (1,11 g, 44 mmol) 1liuos.
Liuosta sekoitettiin 1 tunti, jolloin TLC (etanoli-dikloo-
rimetaaniseos, 1:9) osoitti sen sisdltdvdn yhtd tuotetta
(Rf = 0,1) eikd lainkaan l&htdainetta (Rf = 0,9). Liuos
suodatettiin Celite-kerroksen ldpi ja liuotin poistettiin
alipaineessa, jolloin saatiin varitontd ©ljya. Tama o6ljy
kiteytettiin uudelleen vedestd asetonin avulla, jolloin
saatiin 1,5-dideoksi-1,5-imino-L-fukonolaktaamia (65 mg,
91 %) valkeana kiteisend aineena, joka suli 226 - 227
°C:ssa hajoten samalla.
(Todettu: C 44,96, H 7,12, N 8,67 %. CH,;O,N edellyttéaa:
C 44,72, H 6,83, N 8,69 %). [a]}® = -137,2° (¢ = 0,83,

H,O:ssa).
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(3J) 1,5-dideoksi-1,5-imino-L-fusitoli

Osassa (h) valmistettua bentsyylisuojattua laktaa-
mia kdytettiin myds 1,5-dideoksi-1,5-imino-L-fusitolin
valmistamiseen muuntamalla se ensin suojatuksi amiiniksi,
3-0-bentsyyli-1,5-dideoksi-1,5-imino-L-fusitoliksi, ja
poistamalla sitten 3-O-bentsyyliryhmd kuten edelld osassa
(1) . Otsikon mukainen yhdiste saatiin talteen varittomana
81jynd. (Todettu: C 48,76, H 8,82, N 9,30 %. CeH,;NO,N edel-
lyttdd: C 48,98, H 8,84, N 9,52 %). [a]3’ = -49° (c = 0,78,
H,O:ssa).

Yhdisteen 1, jota kutsutaan myds L-fukono-B-laktaa-
miksi, valmistusta kuvaavat Fleet et al., J. Chem. Commun.
1988, 483-485.

Esimerkit 2 ja 3

Yhdisteet 2 ja 3 voidaan valmistaa 1,5-dideocksi-

1,5-imino~-L-fusitolista. Viimeksi mainitun yhdisteen val-
mistusta kaupan olevasta metyyli-a-D-glukopyranosidista
kuvaavat Fleet et al., J. Chem. Soc. 13 (1985) 841-842.
Yhdisteiden 2 ja 3 tarkka valmistus oli seuraavanlainen:
1,5-dideoksi~-1,5-imino-(N-metyyli)-L-fusitoli
1,5-dideoksi~1,5-imino~-L-fusitoli (90 mg, 0,61
mmol) liuotettiin 80 %:seen metanolin vesiliuokseen (3
ml). Lisdttiin palladiumia hiilikantoaineella (50 mg),
pullosta poistettiin kaasu ja se tdytettiin vedylla. Seok-
seen lisdttiin septumin 1ldpi formaldehydia (100 ul, 37
%:sta), ja seosta sekoitettiin magneettisekoittimella yé&n
yli. Katalysaattori poistettiin suodattamalla, ja otsikon
mukainen yhdiste eristettiin Dowex"50 (H+)—ioninvaihtopy1-
viastd kdyttden (eluenttina 1 M ammoniumhydroksidiliuos).
Haihdutuksen ja kylmdkuivauksen jdlkeen eristetyn tuotteen
saanto oli 50 mg (52 %). Tuote kiteytyi metanoliklorofor-
miseoksesta. [a]3’ = +12,8° (c = 0,18, CHCl,:ssa).
Todettu: C 52,01, H 9,51, N 9,00 %
Laskettu (CH;;NO,;): C 52,15, H 9,38, N 8,69 %.



10

15

20

25

30

35

95210

14

1,5-dideoksi-1,5- (N-w-metyylikaproaatti)-L-fusitoli

1,5-dideoksi-1,5-imino-L-fusitoli (147 mg, 1 mmol)
liuotettiin metanoliin (1,6 ml), veteen (0,4 ml) ja etik-
kahappoon (0,09 ml) pydredpohjaisessa pullossa. Liuokseen
lisdttiin palladiumia hiilikantoaineella (100 ml) ja me-
tyyli-6-oksoheksanoaattia (0,2 ml). Pullosta poistettiin
kaasu, samalla kun sitid sekoitettiin magneettisekoittimel-
la ja siihen syoétettiin vetyd, ja reaktioseosta sekoitet-
tiin yon yli. TLC (etanolin, metanolin ja 1 M NH,OH:n seos,
2:2:1) osoitti ldhtdaineen (Rf = 0,23) reagoineen tdydel-
lisesti ja seoksen sisdltdvdan yhtd tuotetta (Rf = 0,72).
Seos suodatettiin puuvillatupon 1ldpi suoraan pieneen
Dowex®50-ionivaihtohartsipylvééseen (H+-muoto) ja pestiin
vedelld ja metanolilla. Otsikon mukaisen yhdisteen vapaa
amiinimuoto muunnettiin HCl-suolan muotoon eluoimalla tuo-
te pylvididstd 0,5 M HCl:n metanoliliuoksella (noin 40-50
ml). Tuotetta sisdltdvidt jakeet yhdistettiin, ja liuotin
poistettiin haihduttamalla tuote kuiviin pydrshaihdutti-
mella. Yhdisteen 3 HCl-suoclamuodon saanto oli 250 mg (80
%) .

Esimerkki 4

Tdmdn Keksinndn mukaisesti valmistettujen yhdistei-
den HIV:td inhiboiva vaikutus osoitetaan in vitro-mdari-
tysjdrjestelmdlls, jossa kasvatetaan T-soluja sopivassa
ravintoalustassa ja inokuloidaan ne HIV:11ld tutkittavan
yhdisteen ldsna tai poissa ollessa ja tehd&ddn vertailuja
pelkassd ravintoalustassa kasvatettujen vertailusolujen
kanssa. Sopivan inkubointiajan kuluttua viljelmdt arvos-
tellaan niin kutsuttujen synkytiaalisten solujen (jédttiso-
lujen) ldsn#dolon perusteella. Tyypillisid esimerkkeja t&l-
laisesta testistd HIV-inhibiittoreiden arvioimiseksi ovat
esittdneet Fung et al., Bio/Technology 5 (1987) 940-946;
Tyms et al., Lancet, 31. lokakuuta 1987, 1025-1026;
Gruters et al., Nature 330 (1987) 74-77; Jja Walker et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84 (1987) 8120-8124.
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Tissd tapauksessa kidytettiin ihmisen leukeemista
T-solulinjaa, jota kuvaa Karpas (Leuk. Res. 1 (1977) 35-
49). N&itd soluja istutettiin mikromaljan syvennyksiin
tiheydeksi 5 x 10® solua/0,2 ml kasvualustaa kuhunkin sy-
vennykseen. Kasvualustana kdytettiin naudan sikidseerumil-
la (10 %) tdydennettyd RPMI-1640:&. Kutakin tutkittavaa
yhdistettd lisdttiin joko 4 tai 6 mikromaljan syvennyk-
seen. Kaksi tai kolme n&istd syvennyksistd infektoitiin
noin 10°® HIV-1-partikkelilla syvennys.a kohden ja kaksi tai
kolme syvennystd infektoitiin samalla tavalla HIV-2-par-
tikkeleilla. Seuraavien 3 viikon aikana, joiden kuluessa
alusta vaihdettiin kahdesti viikossa tuoreeseen vastaavia
tutkittavia yhdisteitd sisdltdvddn alustaan, seurattiin
infektoituja soluja synkytiaalisten muodostumien (jattiso-
lujen) ja mahdollisen sytopaattisen vaikutuksen (CPE) suh-
teen. Infektoimattomien solujen kohdalla seurattiin tut-
kittavien yhdisteiden mahdollista sytotoksista vaikutusta.
Samoin arvioitiin kasvunopeus suhteessa vertailusolujen
kasvuun. Viljelmille annettiin pisteitd mikroskooppitar-
kastelun jidlkeen kdyttden asteikkoa 0-4+ seuraavin perus-

tein:

0 = tdydellinen CPE

+ = suurin osa soluista kuolleita

1+ = noin 1/4 soluista elossa

2+ = noin % soluista elossa

3+ = noin 3/4 soluista elossa

4+ = kaikki solut ndyttdvidt olevan elossa

Seuraavassa taulukossa esitetddn yhteenveto edelld
mainituilla aktiivisilla yhdisteilld saaduista tuloksista.

Taulukko I
Yhdisteen T-solut
Tutkittava pitoisuus HIV:n infek- Vertailu-
yhdiste (mg/ml) toimat solut
1 0,1 1+ 4+
2 0,1 1+ 4+

3 0,03 1+ 4+
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Vertailun vuoksi mainittakoon, ettd samaa testioh-
jelmaa kdytettdessd AZT on toksista pitoisuutena 0,01 ug/
ml. Jonkin tietyn yhdisteen ennalta arvaamattoman tehon
HIV-inhibiittorina ja siten sen, ettei tdmd keksintd ollut
ilmeinen, osoittavat seuraavat seikat. Edelld mainitut
1,5-dideoksi-1,5-imino-L-fukonolaktaamilla (yhdiste 1)
saadut positiiviset inhibitiotulokset, kun taas vastaava
1,5-dideoksi-1,5-imino-L-fusitoli (valmistettiin esimer-
kissd 1(j)) oli inaktiivinen edelld mainitussa testiohjel-
massa (arvosana 0).

Esimerkki 5

Yhdisteiden 1-3 kykyd estdd HIV:n replikaatiota
tutkittiin edelleen esimerkissd 4 saatujen tulosten var-
mistamiseksi. Jotta saataisiin tehdyksi ero spesifisen
HIV:n vastaisen vaikutuksen ja sytotoksisuuden v&dlills,
tutkittiin rinnakkain ndiden yhdisteiden vaikutuksia HIV:n
infektoimiin ja infektoimattomiin T-lymfosyytteihin. Kdyt-
tdmdlld T-solulinjaa ja infektoiduista viljelmistd valmis-
tettuja soluttomia HIV-suspensioita, kuten esimerkissd 4,
arvioitiin infektoivien hiukkasten pitoisuus (TCID, kudos-
viljelmdn infektoiva annos) kdyttdmdlld paddtepistemddri-
tystd, jossa infektoivien hiukkasten 1lukumddrd kussakin
preparaatissa mddritettiin mittaamalla suurin laimennusas-
te, joka vield sisdlsi infektoivia HIV-partikkeleita, mika
osoitettiin jdttisolujen muodostumisella, sytotoksisuudel-
la ja HIV-antigeenisynteesilld, kun ndytettd oli viljelty
10 vrk 10* T-45-solun kanssa. Kaikkien yhdisteiden varas-
toliuokset valj oistettiin liuottamalla kutakin yhdistettd
pitoisuudeksi 1 mg/ml kasvualustaan. Ndmd liuokset suoda-
tettiin ja steriloitiin (0,22 um). Aluksi tutkittiin kukin
yhdiste kdyttamdlld pitoisuuksia 0,1 mg/ml ja 0,5 mg/ml.
Jos yhdiste esti HIV:n replikaation ilman sytotoksisia
vaikutuksia, mddritys toistettiin kdyttdmdlld suurempia
laimennusasteita, tai jos inhibitio o0li osittainen, kdyt-

tdamdlld suurempia pitoisuuksia.
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Seuraavassa taulukossa esitetddn ndiden yhdisteiden
sytotoksinen aktiivisuus (kuolleiden solujen osuus, %) ja
HIV:n vastainen aktiivisuus (sytopaattisen vaikutuksen,
CPE:n, pieneneminen, %).

Taulukko II

Sytotoksinen HIV:n vast.

aktiivisuus aktiivisuus
Tutkittava Yhdisteannos (% kuolleita (CPE:n pien.
yhdiste (mg/ml) soluja) %)
1 0,10 25 50
2 0,1 0 25
3% 0,10, 0,25 0, O 75, 90

* Tutkittiin sekd vapaan amiinin ettd HCl-suolan muodossa
samanlaisin tuloksin.

Tdssd kuvattuja virusten vastaisia aineita voidaan
antaa ihmisen immuunikato-viruksen infektoimille potilail-
le tavanomaisin tavoin, edullisesti farmaseuttisesti hy-
vdksyttdvid laimennus- ja kantaja-aineita sisdltdvissi
formuloissa. Nditd yhdisteitd voidaan kdvttdi vapaan amii-
nin muodossa tai suolamuodossa. Farmaseuttisesti hyviksyt-
tdvistd suolajohdannaisista on esimerkkind HCl-suola. An-
nettavan aktiivisen aineen mddrdn tulee olla vaikuttava
mddrd, ts. mddrd, josta on lddketieteellistd hydtyd, mutta
jolla ei ole toksisia vaikutuksia, jotka kumoavat kdytt&én
liittyvat edut. Voitaisiin odottaa, ettd aikuisen ihmisen
annos on normaalisti vdhintd&dn noin 1 mg aktiivista yhdis-
tettd. Edullinen antotapa on antaminen suun kautta kapse-
leina, tabletteina, siirappeina, eliksiireind tms, vaikka
myds parenteraalista antotapaa voidaan kdyttdd. Terapeut-
tisen annoksen sisdlt&vdssd muodossa olevia sopivia formu-
loita, jotka sisdltdvidt aktiivista yhdistettd farmaseutti-
sesti hyvdksyttédvissd laimennus- ja kantaja-aineissa, voi-
daan valmistaa tavoilla, joita kuvataan alaa koskevissa
yleisissa teksteissd kuten esimerkiksi teoksessa
Remington’s Pharmaceutical Sciences, toim. Arthur Osol,
16. p. Mack Publishing Co, Easton PA 1980.
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmd virusvastaisen yhdisteen valmistami-
seksi, joka on

(a) 1,5-dideoksi-1,5-imino-L-fukonolaktaami,

(b) 1,5-dideoksi-1,5-imino-(N-metyyli)-L-fusitoli,
tai

(c)1,5-dideoksi-1,5-imino- (N-w-metyylikaproaatti)-
L-fusitoli,
tai niiden farmaseuttisesti hyvidksyttdvidn suolajohdannai-
sen valmistamiseksi, t un ne t t u siitd, ettd

yhdisteen (a) valmistamiseksi 3-O-bentsyyli-1,5-
dideoksi-1,5-imino-L-fusitolista poistetaan bentsyyli-
suojaryhmd;

yhdisteen (b) valmistamiseksi 1,5-dideoksi-1,5-imi-
no-L-fusitoli saatetaan reagoimaan formaldehydin Kkanssa;
ja

yhdisteen (c) valmistamiseksi 1,5-dideoksi-1,5-imi-
no-L-fusitoli saatetaan reagoimaan metyyli-6-oksoheksano-
aatin kanssa;

ja haluttaessa yhdisteet muutetaan farmaseuttisesti
hyvdksyttdviksi suolajohdannaisiksi.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t u n-
nettu siit3d, ettd valmistetaan 1,5-dideoksi-1,5-imi-

no- (N-w-metyylikaproaatti)-L-fusitoli.
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Patentkrav

1. Forfarande for framstdllning av en virusmotver-
kande foérening, vilken &r

(a) 1,5-dideoxi-1,5-imino-L-fuconolaktanm,

(b) 1,5-dideoxi-1,5-imino-(N-metyl)-L-fucitol, el-
ler

(c) 1,5-dideoxi-1,5-imino-(N-w-metylkaproat)-L-fu-
citol,
eller ett farmaceutiskt godtagbart saltderivat darav,
k&d&nnetecknat dirav, att man

for framstdllning av féreningen (a) avldgsnar ben-
sylskyddsgruppen ur 3-O-bensyl-1,5-dideoxi-1,5-imino-L-
fucitol;

f6r framstdllning av fdéreningen (b) bringar 1,5-
dideoxi-1,5-imino-L-fucitol att reagera med formaldehyd;
och

for framstdllning av fdreningen (c) bringar 1,5-
dideoxi-1,5-imino-L-fucitol att reagera med metyl-6-oxo-
hexanoat;

och, om man sd 6nskar, omvandlar fdreningarna till
sina farmaceutiskt godtagbara saltderivat.

2. Forfarande enligt patentkrav 1, k & n n e -
tecknat dirav, att man framstdller 1,5-dideoxi-1,5-

imino-(N-w-metylkaproat)-L-fucitol.
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