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Golfomysiinijohdannaiset: uudet fuusiorenkaiset syklodeka-

diyynijohdannaiset

Esilld oleva keksintd kuvaa uusia DNA:ta ha1kaisevia, anti-
bioottisia ja kasvaimia torjuvia yhdisteitd ja erityisesti
ryhmiaa 5-hydroksibentso-(1’,2’ )-syklodeka-2,7-diyn—-1-oni-
vyhdisteitd, jotka sisdltdviat asemassa 9,10 olevan aromaatti-
sen monosyklisen tai bisyklisen fuusioituneen rengassystee-
min ja joihin viitataan tdssd yhteydessd nimil14 golfomysii-

ni ja sen johdannaiset.

Luonnontuotteet ovat kiinnostaneet "ja kiehtoneet hyvin
pitkd&n eristys—-, synteesi- ja ladkekemistejd mielenkiin-
toisten rakenteidensa Jja biologisten aktiivisuuksiensa
Johdosta. Keinotekoiset molekyylit (“"desigher-molekyylit"),
joiden kemialliset ja biologiset ominaisuudet on méddritelty
edeltédkésin, voivat rikastuttaa ja tédydent&dd ti&td ainevali-
koimaa sekd 1isdtd biologisesti ja terapeuttisesti hyddyl-
listen yhdisteiden kemiallisia valmistusmahdollisuuksia.

Té&ssd kuvataan wuusien DNA:ta halkaisevien Jja kasvaimia
torjuvien designer-molekyylien suunnittelua, synteesid seki
kemiallisia Jja biologisia ominaisuuksia; keinotekoisista
DNA:ta halkaisevista molekyyleista on muutamia tuoreita
esimerkkejé seuraavissa viitteisséd: (a) Nicolaou et al., Am.
Chem. Soc.,110:7247 (1988); (b) Nicolaou et al., Angew.
Chem. Int. Ed. Engl., 28:1272 (1989); (c) Povsic et al., J.
Am. Chem. Soc., 111:3059 (1989); (d) Hertzberg et al., J.
Am. Chem. Soc., 104:313 (1982); (e) Moser et al., Science,
38:645 (1987); (f) Corey et al., J. Am. Chem. Soc.,
:8523 (1989); (g) Pyle et al., J. Am. Chem. Soc.,
14520 (1989); (h) Sigman, J. Am. Chem. Soc., 111:4941
(1989); (i) Ohno et al., J; Am. Chem. Soc.,112:0000 (1990);
(j) Danishefsky, J; Org. Chem., 54:2781 (1989).
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Keinotekoisten DNA:ta halkaisevien yhdisteiden 1isdksi myds
Tuonnossa esiintyvid eenidiyyni-yhdisteitd on tutkittu.

Luonnossa esiintyvien eenidiyynien Jjoukkoon kuuluvat kali-
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keamisiini ja esperimisiini, joiden aglykoniosat ovat olen-
naisesti identtiset, mutta joiden sokeriosuudet eroavat
toisistaan [(a) Lee et al., J. Am, Chem. Soc., 109:3464,
3466 (1987); (b) Nicolaou et al., J; Am. Chem. Soc.,
110:7247 (1988); (c¢) Hawley et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 86:1105 (1989); (d) Golik et al., J. Am. Chem. Soc.,
109:3461, 3462 (1987)] sekd neokarsinostatiini, joka sisal-
td4 mySds sokerijohdannaissivuketjuja [(a) Edo et al., Tetra-—
hedron Lett., 26:331 (1984); Chin et al., Biochemistry,
27:8106 (1988); (c) Lee et al., Biochemistry, 28:1019
(1989)].

Tédssd keksinndssd tarkastellaan uusia DNA:ta halkaisevia,
antibicottisia Jja kasvaimia torjuvia yhdisteitd, Jjoihin
viitataan tédssd yhteydessd nimillad golfomysiini Jja sen
Jjohdannaiset. Keksinndn mukaisen yhdisteen rakennekaava on

jossa ryhmd Y valitaan ryhmdstd, Jjoka sis&lt&did vedyn,
trimetyylisilyylin, formyyiin, asetyylin, propionyylin,
butyryylin, 2-metyylibutyryylin, heksanoyylin, butyryylin,
2-metyylibutyryylin, heksanoyylin, [C,-Cs—akryylilbentsoyy-
1in, fosfaattiesterin kahden yksiarvoisen metalli-ionin

kanssa muodostaman suolan (PO@Q);

ja rengas W yhdessa kuvatun vinyleeniryhmédn tyydyttymatto-
mien hiiliatomien kanssa muodostaa aromaattisen monosyklisen
renkaan tail bisyklisen fuusioituneen rengassysteemin, Jjoka
sis&1tdd viisi tai kuusi atomia renkaassa, jossa on kuvattu

vinyleeniryhmi.
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Yhdisteet, Jjoissa rengas W on bentso- ja naftoryhméd, ovat

erityisen edullisia.

Tarkastellaan myds farmaseuttista seosta, Jjoka sisidlt&i
edel 14 médriteltya, fysiologisesti siedettiavdian laimentimeen
liuotettua tai dispersoitua yhdistettd siina maarin, etti se
halkaisee DNA:ta, tappaa mikrobeja ja estda kasvainten

kasvua.

Tarkastellaan myds meneteIlmdsd, jossa edelldakuvattua seosta
kdytetddn. TAal16in halkaistava DNA, tuhottavana olevat
mikrobisolut tai ne kasvainsolut, joiden kasvu halutaan
estdd Jjohdetaan kosketukseen edellidkuvatun seoksen kanssa.
Kontaktia yll&4pidetddn niin kauan kuin on tarpeellista
halutun tuloksen aikaansaamiseksi. Tarkastellaan myds seok-

sen monia antamistapoja.
Piirroksissa, jotka muodostavat osan t&td julkaisua,

Kuvio 1 esittdd8 reaktiokaavaa (kaavio 1), joka maarittaa
keksinndn mukaisen yhdisteen ja erityisesti yhdisteen 1,
golfomysiinin, DNA:ta halkaisevien ominaisuuksien mekanisti-
set perusteet. Kaaviossa kaksi elektronia sisdltava nukleo-
fiili RNuH reagoi yhdisteen 1 kanssa muodostaen v&lituote-
yhdisteen 2, joka muodostaa renkaan tuottaen biradikaalin 3,
Jjoka puolestaan voi halkaista DNA:n polkua a pitkin. Toisel-
la polulla DNA toimii kaksi elektronia sisdltavanad nukleo-
fii1ind (DNA-Nu), Jjoka 1iittyy ristikkdin konjugoituun
asetyleeniin muodostaen varatun yhdisteen 4, joka halkaisee
DNA:n polkua b pitkin.

Kuvio 2 esittdd reaktiokaavion (kaavio 2) yhdisteen 1,

golfomysiini A, valmistamiseksi yhdisteestd 5.

Kuvio 3 on valokuva etidiumbromidilla varjidtystd 1- prosent-
tisesta agaroosigeelista, joka esittdd oX174:n halkaisua
DNA:sta yhdisteelld 1 1000 uM pitoisuudessa 20 tunnin kulut-



s eoas s »

e

10

20

25

30

35

4

tua 37°C:ssa eri pH-arvoilla. Kaista 1 esittaid DNA:ta yksi-
ndan pH:n ollessa 8,5. Kaistat 2-11 vastaavat reaktioita,
joiden on annettu tapahtua pH:n ollessa vastaavasti 5,0,
6,0, 7,0, 7,4, 8,0, 8,5, 9,0, 9,5, 10,0 ja 10,7. Muodot I,
ITI ja III valokuvan vasemmalla puolella esittivat vastaavas-
ti ylikietoutuneen (muoto I), auenneen (muoto II) ja lineaa-
risen (muoto III) DNA:n suhteellisia kulkemia.

Kuvio 4 esittda reaktiokaaviota (kaavio 3), jonka mukaan
golfomysiini A (yhdiste 1) reagoi DBU:n l&dsndollessa.

Kuvio 5 esittéda kahta toisiinsa 1iittyvds reaktiokaaviota (a
Ja b) (kaavio 4), jonka mukaan yhdisteet 12 ja 15 reagoivat
metyylitioglykolaatin kanssa DBU:n ja emaksen ldsndollessa.

Kuvio 6 esittdd reaktiokaavion (kaavio 6) naftyyligolfo-
mysiinin, yhdisteen 37 synteesille yhdisteestd 30 l&htien.

Kuvion 1 kaavio 1 valaisee mekanistista perustetta, joka
johti yhdisteen 1 (golfomysiini A), DNA:ta halkaisevan
molekyylin suunnitteluun. Kahta vaihtoehtoista reaktiota
pidettiin todenndkdisind: nukleofiilinen reaktio, Jjoka
johtaa diradikaalin syntyyn ja nukleofiilinen reaktio, joka

Jjohtaa varatun yhdisteen muodostumiseen.

Nukleofiilinen reaktio (esim. kofaktorin tai DNA:n) ja
ynoni-funktionaaliseen ryhméan valilla johtaisi alleeni-eeni-
yyni -rakenteen muodostumiseen, jonka oletettiin edellisten
tulosten perusteella muodostavan helposti renkaan ja siten
diradikaalin 3. Yhdisteen 3 oletettiin sitten halkaisevan
DNA:n radikaalimekanismilla (a, kaavio 1). Toisaalta DNA:n
nukleofiilinen reaktio yhdisteen 1 kanssa voisi synnyttda
yhdisteen 4, jonka odotettiin muuttuvan kemiallisesti joh-
taen DNA:n halkeamiseen nukleofiilisen mekanismin mukaisesti
(b, kaavio 1). Yhdisteen 1 erityisen jannittyneen olomuodon
oletettiin helpottavan kaaviossa 1 ehdotettujen reaktioiden

tapahtumista.
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Ndiden halutut ominaisuudet omaavien yhdisteiden yleinen

rakennekaava esitetdaan alla:

jossa ryhmd Y valitaan ryhmastd, joka sis&1tdd vedyn, trime-
tyylisilyylin, formyylin, asetyylin, propionyylin, butyryy-
1in, 2-metyylibutyryylin, heksanoyylin, butyryylin, 2-metyy-
Tibutyryylin, heksanoyylin, [C,-C,-akryylilbentsoyylin,
fosfaattiesterin kahden yksiarvoisen metallin kanssa muodos-

taman suolan (PO;M,); Ja

rengas W yhdessd kuvatun vinyleeniryhmdn tyydyttymdttdmien
hiiliatomien kanssa on aromaattinen monosyklinen rengas tai
kaksirenkainen fuusioitunut rengassysteemi, joka sis&alt&i
viisi tai kuusi atomia renkaassa sisdltden kuvatun vinyylee-

niryhman.

Edelleen rengassysteemiin W voi olla sitoutuneena eri ase-
miin (muihin kuin dekadiyynirenkaaseen fuusioitumista varten
tarvittaviin) joukko substituentteja kuten metyyli, etyyli,
isopropyyli, n-propyyli, isopropyyli, sek-butyyli, t-butyyli
(C,~Cs—alkyyli), metoksi, etoksi, propoksi, butoksi, isobu-
toksi, syklopentyylioksi, sykloheksyylioksi, (C,~-Cs-alkoksi),
perfluorimetyyli, perfluorimetoksi, hydroksyyli, C,~Cgz-asyy-
lioksi, bentsyylioksi, nitro, halogeeni (fluori, kloori,
bromi ja jodi) Jja amino, Jjonka kaava on NR®R®, jossa RS
valitaan vetyn (H), C,-Cs~alkyylin, bentsyylin, C,~Cs—alkyylin
Jja bentsoyylin sisdltédvdstd ryhmdstd ja R® valitaan vetyn,
C,~Cs~alkyylin ja bentsyylin sisdltdvdstd ryhmastd tai NRSR®

muodostaa 5~ tai 6-jdsenisen renkaan.
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Esimerkkeind substituoimattomista W-renkaista ovat bentsee-
ni, furaani, tiofeeni, pyridiini, oksatsoli, pyratsiini,
pyrimidiini, naftaleeni, bentsofuraani, bentsotiofeeni,
isobentsofuraani, isobentsotiofeeni, N-C,-Cz-alkyylindoli, N-
C,-Cg-alkyyli-isoindoli, N-C,-C,~alkyylibentsimidatsoli,
kinoliini, isokinoliini, bentsoksatsoli ja kinoksaliini.

Ylléamainituista W-renkassysteemeistd pidetddn edullisina
bentso- Jja naftorenkaita ja edullisimpana bentsorengasta.
Myds korvattua bentsorengasta kuten muitakin korvattuja
rengassysteemejd W tarkastellaan ja 1-4 substituentit voi-
daan 1iittaa jaljellaoleviin asemiin, joita ei ole kdytetty
fuusiossa dekadiyyni-makrorenkaaseen. N&mid substituentit
voidaan myés yhdist&dd pareittain ja muodostaa toinen fuusi-
oitunut aromaattinen rengas. Alla on kuvattu sellaisen
yhdisteen rakennekaava, jossa Y on edellad maaritellyn mukai-

nen.

A? (o]

Rz —

R g o oY
R‘

missd R', R%, R® ja R* valitaan toisistaan riippumatta edella-
kuvatuista substituenteista tai missid R' ja R?, R? ja R3
tai R® ja R* yhdessa kuvatun bentsorenkaan kanssa muodostavat

fuusioituneen kaksirenkaisen aromaattisen rengassysteemin.

Erityisen edullisina keksinnén mukaisina yhdisteind pidetain
golfomysiinia A (yhdiste 1) ja naftyyligolfomysiinia (yhdis-
te 37), Jjoiden rakenteet on esitetty alla, missd Y on edel-

Tamdaritelty.
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Mik&1i kyseessd on muuten substituoimaton fenyylirengas W,
rakenne on symmetrinen Jja sen vuoksi 1isomeerit eivdt ole
mahdollisia fenyylirenkaan luonteen takia. T&a&md ei koske
heterosyklisid rakenteita kuten furaania. Furaani voi fuusi-
ojtua W-renkaana ainoastaan pitkin furaanin 2-3, 3-4 tai 4-
5 -sivuja, mutta happi voi olla joko samalla tai vastakkai-
sella puolella kuin ketoryhmd syklodekadiyynirenkaassa.
Jotta valtetddn sekaannus nadiden heterosyklisten renkaiden
fuusioitumista kédsiteltdssd, tdssd yhteydessd kaytettdva
jadrjestelmd antaa heterosyklisen renkaan (Chemical Abstract-
s’in Jjarjestelmd) asemanumerot fuusioitumisen suunnassa,
joka annetaan numeroparilla, Jjoista ensimmdinen numero
tarkoittaa asemaa, Jjoka on 1dhinnd syklodekadiyynirenkaan

ketoryhméasa.

Esimerkiksi furaanirenkaan numerointi alkaa hapella, Jjoka
merkitddn 1’:11a ja loput numeroista annetaan renkaan ympé&-
ri. Siten fuusioituminen voi tapahtua 3’,4’-sidoksessa, mikéa
voi johtaa symmetriseen rakenteeseen. Sivu 2’,3’ voi kuiten-
kin olla orientoitunut siten, ettd happi on joko samalla tai
vastakkaisella puolella kuin ketoryhmd viereisessd renkaas-
sa. Jotta voidaan erottaa ndamd kaksi mahdollisuutta, merkin-
td 3’,2’ osoittaa, ettd asema 3’ furaanirenkaassa on sitou-
tunut ketoryhmdidn. P&dinvastainen merkinté 2’,3’ osoittaa,
ettid asema 2’ on sitoutunut ketoryhmdan. Siten minka tahansa
heterosyklisen tai asymmetrisen, syk1odekad1yyn1renkaaseen
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fuusioituneen renkaan W fuusiota osoittava ensimm&inen

numero ilmaisee ketoryhmédn sitoutuneen atomin.

Tdysin fuusioituneen rengassysteemin numerointi alkaa keto-
ryhm&l14 ja jatkuu ensin asetyleenirenkaan ympdri ja sitten
aromaattisen renkaan ymp&ri. Sillanpddasemia ei numeroida
koska naiden asemien substituutio ei ole en&di mahdollista.
Heittomerkil1d merkityt asemat, jotka osoittavat aromaatti-
sen renkaan heteroatomin orientoitumisen merkitdan sulkui-

hin.

5-hydroksifurano-(3’,2’ )-syklodeka-2,7-diyn-1-onin rakenne
on esitetty alla hiiliatomien numerointeineen:

Seuraavassa taulukossa on esitetty useita esimerkkeja taméin
keksinndn mukaisista ryhmilla H ja C,~Cs—alkyyli korvatuista
yhdisteistd, joissa fuusioituneiden rengasyhdisteiden asemat
on numeroitu y114 esitetyn Chemical Abstracts’in jarjestel-
madn mukaisesti. Lyhyyden vuoksi on esitetty ainoastaan
3’,4°- ja 3’,2’-fuusiot.
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FUUSIOITUNEET (3’,4’)- ja (3’,2’)~FURAANIJOHDANNAISET

Fuusio

37,41

Y114 esitetyissd yhdisteissid asemissa 9,

Asema 9

H
metyy1i
H
metyyli
propyyTli
H
propyyli
metyy1i
propyy1i
etyyli

H

etyyli
etyyli
heksyy1i
metyy1i
propyyTli

Asema 10

H
metyyli
H
metyy1i
etyyli

H
pentyy1i
metyyli
etyyli

H
propyy1i
propyyTli

sykloheksyy1i

metyyli

propyy1i
etyyli

Asema 11

H

H
metyy1i
metyy1i
H
propyyli
butyy1i
sykloheksyy1i
metyyli
H

etyyli
pentyyli
etyy1i
propyy1i
etyyli
butyyT1i
H

H
metyyl1i
metyy1i
H

etyyli
etyyli
etyyli
metyyli
propyyli
H
propyyli
metyy1li
propyyTli
etyyli
2-metyylibutyyli

10 ja 11 olevat

substituentit voivat olla kaikki erilaisia taji kaikki saman-
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laisia, eivatkd ainoastaan ryhmia H (vety) tai C,~Cgs—alkyyli,
kuten taulukossa esitetddn vaan myds kuten edelli on esitet-
ty. Aseman 5 substituentti on -0OY ja se on edell1améddritellyn

mukainen.

Seuraavassa on esimerkkejéd monoaromaattisista fuusioituneis-

ta W-rengasjarjestelmista:

e cane
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Aromaattinen Rengas Fuusio Asema

9 10 11 12
fenyyli 17,2’ X X X X
furaani 3,4’ X - X
furaani 2,3’ - X
furaani 3,2’ - X
tiofeeni 3',4° X - X
tiofeeni 2’,37 - X X
tiofeeni 3’,2° - X X -
pyridiini 3,2’ - X X
pyridiini 2’,3’ X X -
pyridiini 37,4’ X X - X
pyridiini 4’3’ X -
oksatsoli 4’ .5’ - - -
oksatsoli 57,4’ X - - -
oksatsoli 3’,4° - - -
oksatsolj 4,3’ - - -
pyratsiini 2,3’ - -
pyrimidiini 5,6’ - - X
pyrimidiini 6’,5’ X - X -
pyridiini 2,37 - - - -
pyridiini 2,3’ - X - -
pyridiini 2,3’ - - X X
pyridiini 37,4° - - X -
pyridiini 3’,2° - X - -

Y1ldolevassa taulukossa lueteltujen monoaromaattisten yhdis—
11 Jja 12 olevat substituentit voivat
erilaisia ja ne on esitelty

teiden asemissa 9, 10,

olla kaikki samanlaisia tai
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edella. Aseman 5 substituentti on edelleen edell1d madritelty
-0Y.

Seuraava taulukko sisd1tdd sopivia Jjohdannaisia renkaan W
ollessa bisyklinen aromaattinen rengasjérjestelma;

10

15

20
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Asema
Aromaattinen Rengas Fuusio 9 10 11 12 13 14
naftaleeni 6,7’ X X X X
naftaleeni 57,86’ X X X X X
naftaleeni 6',5’ X X X X X
bentsofuraani 2’,3’ X X x x =
bentsofuraani 3,2’ - X X X X
bentsofuraani 57,6’ X - X X X
bentsofuraani 6’,5° X X = X
bentsofuraani 6’,7’ - X X X X
bentsofuraani 7,6’ X X X X -
bentsofuraani 4’ 57 X X - X
bentsofuraani 57,4’ X x - X
bentsotiofeeni 2,3’ X X X X -
bentsotiofeeni 3’,2° - X X X X
bentsotiofeeni 57,6’ - X X X
bentsotiofeeni 6’,5’ X X X = X
bentsotiofeeni 6,7’ - X X X X
bentsotiofeeni 7,6’ X X X x -
bentsotiofeeni 4’ ,5° X X - X X
bentsotiofeeni 5’,4° X X - X X
isobentsofuraani 5’,6° X X - X X
isobentsofuraani 4’ 5’ X X - X
isobentsofuraani 5,4’ X - X
isobentsotiofeeni 5’,6° X X - X X
isobentsotiofeeni 4’ .5’ X X = X
isobentsotiofeeni 5’,4° X - X X X
N-metyyli-indoli 37,2’ - X X X
N-etyyli-indoli 27,3’ X X X -
N-butyyli-indo1li 57,6’ - X X
N-propyyli-indoli 6’,5’ X X x -
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N-sykloheksyyli—-indoli
N-metyyli-indoli
N-isopropyyli-indoli
N~-pentyyli-indoli
N-metyyli-isoindoli
N-metyyli-isoindoli
N-metyyli-isoindoli
N-metyylibentsimidatsoli
N-isopentyylibentsimidatsoli
N-etyylibentsimidatsoli
N-pentyylibentsimidatsoli
N-butyylibentsimidatsoli
N-heksyylibentsimidatsoli
kinoliini

kinoliini

kinoliini

kinoliini

kinoliini

kinoliini

kinoliini

kinoliini

kinoliini

kinoliini

isokinoliini
isokinoliini
isokinoliini
isokinoliini
bentsoksatsoli
bentsoksatsoli
bentsoksatsoli
bentsoksatsoli
bentsoksatsoli
bentsoksatsoli
kinoksaliini
kinoksaliini
kinoksaliini
kinoksaliini

12

4
5>
6
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Y114 olevassa taulukossa substituentit (x) asemissa 9-14
voivat olla kaikki erilaisia tai samanlaisia ja ne ovat
edell1& méédritellyn mukaisia. Aseman 5 substituentti on -0OY

kuten edell1d on maadritelty.

Tassad yhteydessd pidetdsn erityisen edullisena golfomysiini
A:ta, Jjossa yleistetyn kaavan W yhdessa vinylideeniryhméan
hiilien kanssa muodostaa bentseenirenkaan Jja naftyyligolifo-
mysiinid, Jjossa W yhdessd vinylideeniryhmdn hiiliatomien

kanssa muodostaa naftaleenirenkaan.

Keksinndén yhdiste on helppo valmistaa. Siten renkaan W
muodostavan aromaattisen yhdisteen, joka sisaltaa halogeeni-
ryhmén, edullisesti Jjodin, ja sen vieressi olevan estetyn
hydroksimetyyliryhmén, annetaan reagoida 4-0-suojatun—-hepta-
1,7-diyynin kanssa palladiumtrifenyylifosfeenin ja kuparijo-~
didin 1&sndollessa. Reaktion seurauksena aromaattinen halidi
kuluu ja 4-O-suojattu-hepta-1,7-diyyni 1iittyy aromaattiseen

renkaaseen.

Hydroksimetyyliryhmdad suojaava (estédvd) ryhma, tavallisesti
trialkyylisilyyliryhma kuten t-butyylidimetyylisilyyli
poistetaan ja alkoholi hapetetaan aldehydiksi. Kymmenjédseni—
nen rengas suljetaan poistamalla vapaa asetyleenivety sopi-
valla emékselld kuten esimerkiksi di-(trimetyylisilyyli)-
amiinilla. Syntyvan asetyleenikarbanioinin reaktiolla alde-
hydiryhmdn kanssa suljetaan rengas, Jjolloin aldehydista

syntyy sekundadrinen alkoholiryhméi.

Syntyva alkoholi hapetetaan, jolloin muodostuu fuusioidun
rengassysteemin ketoniryhma. Alkuperdisen 4-0O-suojatun-
hepta-1,7-diyynin suojaryhmd poistetaan, Jjolloin muodostuu
alkoholi, joka voidaan kaytt&di sellaisenaan tai sen voidaan
antaa reagoida edelleen fosfaatin tai muiden estereiden

muodostamiseksi.
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Mitd erityisesti golfomysiini A:n synteesiin tulee, yhdis-
tettd 1 kédytet&dn taméan reaktiosarjan erityisend esimerkkini
Ja sen synteesi on kuvattu yksityiskohtaisesti kuvion 2

kaaviossa 2.

Siten Grigrand-reagenssin, yhdisteen 5 ylim&a&ran reagoidessa
etyyliformaatin kanssa syntyi diasetyleeni-4,0-suojattua-
hepta-1,7-diyynid, yhdistetta 6 (80 prosenttia), Jjoka sily-
loitiin yhdisteen 7 (95 prosenttia) tuottamiseksi. Lijitta-—
madlléd yhdiste 7 aromaattisen jodidiyhdisteen, yhdisteen 8
kanssa Pd(PPh;),~Cul:n ollessa katalyyttini saatiin yhdistet-
td 9 (70 prosenttia), mikd hapetettiin MnO,:11a Jjolloin
saatiin asetyleenialdehydiyhdistettda 10 (82 prosenttia).
Yhdisteestd 10 ja KN(SiMe,),:sta saadun asetylidin molekyy-
linsisdinen additio yhdisteen 10 aldehydifunktioon johti 10-
jdseniseen rengasalkoholiyhdisteen, yhdisteeseen 11 (51
prosenttia), jota hapetettiin varovasti (80 prosenttia) ja
desilyloitiin (89 prosenttia), jolloin saatiin tuotteeksi
haluttu yhdiste 1 sen silyylieetterin (yhdiste 12) kautta.

Lahtdaineena oleva aromaattinen halogeenihydroksimetyyliyh~-
diste on tyypillisesti sindnsd tunnettu yhdiste tai se
voidaan valmistaa alalla tunnetuilla meneteimilla. Er&édssa
esimerkkisynteesissd visinaalinen aromaattinen aminohappo
kuten 3-amino-2-naftenohappo, yhdiste 30, on lahtdaineena.
Tama reaktiojakso on esitetty kuvion 6 kaaviossa 5.

Siten karboksyyliryhma esterdid&én sopivan C,~Cs—alkyylialko-
holin kuten metanolin kanssa ja esteriyhdiste 31, pelkiste-
téén, jolloin muodostuu hydroksimetyylijohdannainen, yhdiste
32. Sopiva pelkistdva aine on di-isobutyylialumiinihydridi
(DIBAL). Diatsotoimista seuraava reaktio jodidisuolan kuten
KI:n kanssa muodostaa visinaalisen aromaattisen hydroksime-
tyylijodidiyhdisteen 33, jonka annetaan reagoida yl14 esite-
ty114 tavalla yhdisteen 6 kanssa, jolloin muodostuu osittain
suljettua rengasmaista yhdistettd 34. Yhdiste 34 hapetetaan,
Jjolloin muodostuu alkoholialdehydiyhdiste 35. Alkoholi
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suojataan ja makrosyklinen rengas suljetaan, jolloin muodos-
tuu alkoholiyhdistettd 36. Hapettamalla alkoholi vastaavaksi
ketoniksi ja poistamalla alkoholia suojaava ryhmd saadaan
tuotettua haluttua golfomysiinijohdannaista, téssd tapauk-
sessa naftyyligolfomysiiniad, yhdistettsa 37.

Kaupallisesti on saatavilla useita visinaalisia aromaattisia
aminohappoja. Esimerkiksi Aldrich Chemical Company (Milwau-
kee, WI) myy ylldmainittua aminonaftohappoa seki 2-aminoni-
kotiinihappoa ja 3-amino-pyratsiini-2-karboksyylihappoa,
antraniilihappoa (2-aminobentsohappo) ja kolmella metyyli-
ryhméd1ia substituoituja antraniilihappoja.

Lisdksi kaupallisesti on saatavilla useita hydroksimetyyli-
yhdisteitd, Jjotka tdytyy vain sopivasti halogenoida t&han
kadyttdtarkoitukseen. Esimerkiksi Aldrich toimittaa kaikkia
kolmea hydroksimetyylipyridiinia, seki hydroksimetyylinafta-
leeneja ettd indoli-3-karbinolia.

Aromaattisia hydroksimetyyliyhdisteita voidaan myds valmis-
taa vastaavista karboksyylihappoestereistid kuten edelld on
mainittu. Pitdytyen samassa toimittajassa Aldrich Chemical
Co. myy kolmea kinoliinikarboksyylihappoa, kahta indolikar-
boksyylihappoa ja indolikarboksaldehydia seké pyratsiinikar-
boksyylihappoa Jja kinoksaliinikarboksyylikloridia, jotka
kaikki wvoidaan pelkistda vastaaviksi hydroksimetyyliyhdis-
teiksi ja sen jadlkeen halogenoida ja kayttdd taman keksinndn

mukaisen yhdisteen valmistukseen.

Taman keksinndn mukaista yhdistettd kdytetddn DNA:ta halkai-
sevana aineena sekd myds mikrobien vastaisena (antibiootti-
sena) aineena ja solumyrkkynd (kasvaimia torjuvana aineena)
samoin kuin dynamisiini A:ta, kalikeamisiinia, esperimisii-
nia ja neokarsinostatiinia. Sen vuoksi keksinndn mukaiseen
yhdisteeseen voidaan viitata myés nimilld "aktiivinen

aine” taj "aktiivinen ainesosa".
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DNA:n halkaisua voidaan analysoida kayttamalla jaljempéana
kuvattuja tekniikoita tai myds niita tekniikoita, Jjoita
kKuvataan viitteissd Mantlo et al., J. Org. Chem., 54:2781
(1989), Nicolaou et al., J. Am. Chem. Soc., 110:7147 (1989),
Nicolaou et al., J. Am. Chem. Soc., 110:7247 (1988) tai Zein
et al., Science, 240:1198 (1988) ja n&dissd olevissa viit-
teisséd. Mikrobien ja kasvainten vastaisen toiminnan madri-
tykseen voidaan kayttaa myds tekniikoita, joita on kuvattu
yhdysvaltalaisessa patentissa n:o 4837206, jonka ilmoitukset
liitetddn tahédn viitteena, samoin kuin Jjaljempana kuvattuja

meneteImia.

Edellakuvatun yhdisteen voidaan osoittaa reagoivan myos
Bergmanin rengasaromatisaatioreaktion mukaisesti bentsyyli-
merkaptaanin, trietyyliamiinin ja 1,4-sykloksadieenin ldsni-
ollessa, kuten viitteessd Haseltine et al., J. Am. Chemn.
Soc., 111:7638 (1989) on esitetty. T4ss&d reaktiossa tapahtuu
tetrasyklinen reaktio kuten DNA:ta halkaistaessa, joten sita

voidaan k&yttdd lisdvalikointiperusteena valittaessa aktii-

visempia vyhdisteiti.

Siten tarkastellaan farmaseuttista seosta, joka sisdltaa
edelldkuvattua, té@mian keksinndn mukaista yhdistettd aktijvi-
sena aineena. Farmaseuttinen seos valmistetaan mill& tahansa
farmasian alalla tunnetulla menetelmalla, joka kasittaa
aktiivisen yhdisteen ja kantaja-aineen yhdistdmisen. Tera-
peuttista kdyttda varten tdssd keksinndssi kaytetty yhdiste
voidaan antaa potilaalle tavanomaisten seosten muodossa.
Namé seokset voidaan valmistaa siten, ettd ettd ne voidaan
antaa suun kautta tai parenteraalisesti tai perdpuikkoina.
Ndissd seoksissa vaikuttava aine on tyypillisesti liuotettu
tai dispergoitu fysjologisesti siedettdvaan kantaja-ainee-

seen.

Kantaja-aineena tai laimentimena k&dytetdsdn materiaalia,
Jonka avulla voidaan antaa aktiivista ainetta ja Jonka
taytyy olla "farmaseuttisesti hyvaksyttdva". Tama tarkoit-
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taa, ettd sen taytyy sopia yhteen muiden aineosasten kanssa
Ja ettd se ei saa olla haitallinen vastaanottajalleen. Siten
tédssd yhteydessé kdytetddn vaihdellen ilmaisuja "“fysiologi-
sesti siedettavad” Jja "farmaseuttisesti hyvaksyttava" ja
niilla tarkoitetaan molekyylejd tai seoksja, jotka eiviat
aiheuta allergisia tai vastaavia sopimattomia reaktioita,
kuten ruuansulatushdiriditada, huimausta ja vastaavia reakti-
oita niitd annettaessa nisidkk&aille. Fysiologisesti siedetta-
vén kantaja-aineen muodot voivat vaihdella laajasti riippuen
valmisteesta, jota halutaan antaa ja antotavasta.

Esimerkkind kayttbkelpoisesta seoksesta tédmian keksinnén
mukainen yhdistetta (aktiivista ainetta) voidaan kayttai,
Tiuotettuna tai dispersoituna nesteseoksiin kuten steriiliin
suspensioon tai liuokseen, tai isotonisena valmisteena, joka
sisd1tdd sopivia suoja-aineita. Erityisen hyvin sopivia
tdhan tarkoitukseen ovat injektoitavat aineet, jotka koostu-:
vat nestemdisistéd, injektoitavista puskuroidoista tai pusku-
roimattomista isotonisista ja steriileistd suola- tai glu-
koosiliuoksista tai mydskin pelk&stdédn vedestd tai etanolin
vesiliuoksista. Muihin nesteisiin, Jjoihin n&md yhdisteet
voidaan sekoittaa potilaalle antamista varten kuuluvat
maustetut emulsiot, Jjotka sisaltavdt ruokadljyjad kuten
puuvillansiemendljyd, sesamdljyd, kookospdhkinaddljya, maa-
padhkinadljyad ja vastaavia 61jyja sekd eliksiireja ja vastaa-
via farmaseuttisia liuotteita. Lisdesimerkkejd nestemidisistéa
lTiuottimista on 10ydettdvissd viitteestd Remmington’s Phar-
maceutical Sciences, Mack Publishing Co., Easton, PA (1980).

Aktiivinen aine voidaan antaa myds liposomien muodossa.
Kuten alalla on tunnettua, liposomit ovat yleensd fosfolipi-
dien tai muiden lipidien johdannaisia. Liposomit muodoste-
taan yksi- tai useampilamellisista hydratoiduista nesteki-
teistd, Jjotka on disperscitu nestemidiseen aineeseen. Mita
tahansa myrkytdéntd, fysiologisesti hyvdksyttidvdsd ja metabo-
loituvaa rasvaa, Jjoka voi muodostaa Tliposomeja, voidaan
kdyttdsda. Namd liposomin muodossa olevat seokset voivat
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sisdltas stabilaattoreita, sdildntaaineita, tédyteaineita ja
vastaavia aineita vaikuttavan aineen 1isdksi. Edullisia
lipidej& ovat luonnolliset ja synteettiset fosfolipidit ja
fosfatidyylikoliinit (lesitiinit).

Liposomien muodostamismenetelmdt ovat alalla tunnettuja.
Katso esimerkiksi Precott, Ed., Methods in Cell Biology,
Vol. XIV, Academic Press, New York, N.Y. (1976), s. 33

eteenpdin.

Aktiivista ainetta voidaan kdyttdid myds tabletti- ja pille-
riseoksissa, Jjotka sisdl1tdvdt edullisesti yksikk&annoksen
yhdistettd. T&t&d tarkoitusta varten vaikuttava aine (aktii-

" vinen ainesosa) sekoitetaan tavanomaisten tabletoimisainei-

den kanssa kuten maissitdrkkelyksen, laktoosin, sakkaroosin,
sorbitolin, talkin, steariinihapon, magnesiumstearaatin,
dikalsiumfosfaatin, kumien tai vastaavien materiaalien kuten
myrkyttdmien, fysiologisesti siedettdvien kantaja-aineiden
kanssa. Tabletit tai pillerit voidaan laminoida tai kasitel-
14 muuten, jotta saadaan yksikkéannoksia, joiden vaikutus on

pitkdaikainen tai viivytetty.

On tarkoitus, ettd edellédmainittujen kantaja-aineiden 1isdk-
si tédssd kuvatut farmaseuttiset seokset voivat sis&dltés,
mikdali tarkoituksenmukasta, yhtd tai useampaa kantaja-aine-
osaa kuten laimentimia, puskureita, makuaineita, sideainei-
ta, pinta-aktiivisia aineita, paksunnosaineita, voiteluai-
neita, sdildntédaineita (kdsittden hapetusta estdvdt aineet)
ja vastaavia aineita, ja lisadksi voidaan reseptiin sisdllyt-
t44 aineita, joiden avulla tehddan koostumus vastaanottajan

veren kanssa isotoniseksi.

Tabletit tai pillerit voidaan myds varustaa kotelomaisella,
enteerisellda pgdgllysteelld, jolla estetddn hajoaminen vatsa-
Taukussa ja jonka ansiosta aktiivinen aine kulkeutuu muuttu-
mattomina pohjukaissuoleen asti tai sen vapautumista voidaan
hidastuttaa. Useita eri aineita voidaan kayttaad tdllaisiin



10

15

20

.
N
[$)

. L )
2 e o0
..

e s8ce ee sete cosne
see
. .

19

enteerisiin tai muihin p&allystyksiin kdsittden polymeeriset
hapot tai sellaisten happojen seokset esimerkiksi sellakan,
sellakka- ja setyylialkoholin, selluloosa-asetaattiftalaatin
Ja vastaavien kanssa. Erityisen sopiva enteerinen padliyste
siséd1tééa styreenimaleiinihapon kopolymeeria yhdessa tunnet-
tujen materiaalien kanssa, jotka osaltaan parantavat paal-
lystyksen enteerisiad ominaisuuksia. MeneteIlmid, Jjoiden
avulla voidaan valmistaa enteerisesti pa&dlystettyd tablet-
teja kuvataan Sipos’in yhdysvaltalaisessa patentissa
4079125, joka liitetdan tahdn viitteeksi.

Termilla "yksikkdannos" tarkoitetaan t&dssa yhteydessd fyysi-
sesti erillisid yksikkdja, jotka sopivat annettaviksi jaka-
mattomina annoksina ldamminverisille eldimille kunkin sellai-
sen yksikdn sisdltdessd ennaltamddritetyn miadrian vaikuttavaa
ainetta, jonka on laskettu aiheuttavan haluttu terapeuttinen
vaikutus farmaseuttisesti hyvéksyttdvdn laimentimen kanssa.
Esimerkkejd sopivista yksikkdannosmuodoista, jotka ovat
sopusoinnussa tdmdn keksinndn kanssa ovat tabletit, kap-
selit, pillerit, pulveripaketit, jyvéset, keksit, teelusi-
kalliset, tippa-annostimelliset, ampullit, Tddkepulilot,
minkd tahansa edellamainitun eri kerrannaiset ja vastaavat.

Keksinntn mukaista yhdistettd on t&llaisessa farmaseutti-
sessa seoksessa haluttuun tulokseen riittdvd maédra. Esimer-
kiksi haluttaessa halkaista DNA in vitro, keksinndn mukaista
yhdistettd voidaan kaytt&dsd siind madrin, ettd saatu kohsent-
raatio on v&lill14 noin 1.0 - hoin 5000 umol/L (uM) DNA:n
konsentraation ollessa noin 0.02 ug/plL. Kaytettdessid keksin-
nén mukaista yhdistettd solumyrkkynd (kasvaimia torjuvana)

aineena sen tehokas m&adrd on noin 0.1 - noin 15 mg ruumiin-
painokiloa kohti tai m&&ra, joka on riittdvd nostamaan
aineen konsentraation veressd vdlille noin 0.01 - noin 50

ug/mL. Keksinndn mukainen yhdiste estdad mikrobiologisen
aktiivisuuden konsentraatiovd1il14 noin 0.01 - noin 50
Mg/mb. Y1ladmainitut konsentraatiot ja annostukset vaihtele-
vat riippuen kdytettAvdstd, erityisestd keksinndn mukaisesta
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yhdisteestd Jja sen kohteesta, joka voi olla esim. DNA,

kasvain tai mikrobi, kuten tunnettua.

Keksinndn mukaista yhdistettd k&dytetddn DNA:n halkaisuun,
solumyrkkynd ja myds estdmdin neoplastisten solujen kasvua
sekd t&l1ldisen tuloksen aikaansaavassa menetelmissd. Keksin-
ndn mukaista yhdistettd kaytetddn tyypillisesti edelldkuva-

tussa seoksessa.

Tamédn menetelmédn mukaisesti DNA tai kohteena olevat solut,
jotka pitda tuhota tai joiden kasvu halutaan estdid asetetaan
kosketukseen seoksen kanssa, joka sisd&1tdd tamidn keksinndn
mukaista yhdistettd (aktiivista ainesosaa) tehokkaan tai
tarpeellisen maddrédn ylldmainittua tarkoitusta varten, 1liuo-
tettuna tai dispersoituna fysiologisesti siedettdvaan (far-
maseuttisesti hyvéksyttédvadan) laimentimeen. Kontaktia yl11a-
pidetdan riittavadn pitkdn aikaa, Jjotta voidaan saavuttaa
halutut tulokset eli halkaista DNA, tuhota solut tai estids

neoplastisten solujen kasvu.

Jos tulos halutaan saavuttaa in vitro -olosuhteissa, kontak-
tia yllgpidetddn yksinkertaisesti sekoittamalla DNA tai
kohdesolut seoksen kanssa ja pitdmdl114 niitd yhdessd sopi-
vassa l&mpdtilassa ja solujen kasvulle sopivissa olosuhteis-
sa, koska kontrollina on kédsittelemadttdmid soluja. Siten
yksinkertainen sekoitus ja kontakti riittdd tyypillisesti in

vitro tarkoituksiin.

Y1T1&oleva meneteImd on myds kdyttdkelpoinen in vivo késitel-
tdessd nisakkdaita, kuten Jjyrsijoita, esimerkiksi rottia,
hiiria tai kaniineja, maatalouseldimig kuten hevosia, lehmia
tai vuohia tai kehittyneempid el&dimiad kuten apinoita ja
ihmisid. Td116in yhdisteen kontakti tuhottaviin soluihin tai
soluihin, Jjoiden kasvua halutaan estda, saadaan aikaan
antamalla seosta nisdkkddlle suun tai nenén kautta, anaali-
sesti, laskimonsisdisesti, ihonalaisesti tai intraperitone-
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aalisesti. Siten kontakti in vivo saadaan aikaan veren tai

imunesteen valityksella&.

Vaikka yksi ainoa antokerta (sekoitus) ja siitd seuraava
kontakti riittavdt tavallisesti ylladpitamain tarvittavan
kontaktin ja aikaansaamaan halutun tuloksen in vitro, kdyte-
tédan tyypillisesti useita antokertoja in vivo. Siten johtuen
kehon hajotus- Jja eritysreiteista, seoksen aktiivisen
aineksen ja kohdesolujen vdlistd kontaktia pideté&dn tyypil-
lisesti y114 antamalla keksinndn mukaista yhdistettd toistu-
vasti tietyn ajan kuten pdivien, viikkojen tai kuukausien
ajan tai pidemp&an riippuen kohdesoluista.

Esimerkinomaisia keksinndén mukaisia, DNA:n halkaisuun ja
ihmisen haimasydpdsolujen MIA PaCa-2 (ATCC CRL 1420) seka
hiiren virtsarakon sy&pésolujen MB49 inhibitioon (jotka on
saatu tohtori Lan Bo Chen:1ta Dana Farber Cancer Research
Instituutista, Boston MA:sta) soveltuvia menetelmia on

kuvattu jaljempana.

Golfomysiini A:n (yhdiste 1) todettiin halkaisevan DNA:ta
pH:sta riippuen kuten kuvassa 3 on osoitettu. Metyylitiogly-
kolaatin lisdys kofaktoriksi pikemminkin inhiboi kuin lisasi
yhdisteen 1 aktiivisuutta, kun taas katalaasin mukana olo ei
aiheuttanut mité&&n mitattavissa olevaa vaikutusta halkai-
suun. Naftyyligolfomysiinilld, yhdisteella 37 saatiin aikaan

samanlainen DNA:n halkaisu.

Yhdisteen 1 kemiaa tutkittiin sitten sen vaikutustavan
selville saamiseksi, ja t&td kemiaa kuvataan kuvion 4 kaa-

viossa 3.

Siten yhdiste 1 muuttui nopeasti reagoidessaan 1,8-diatsabi-
syklo[5.4.0]undeka~7-eenin (DBU) kanssa voimakkaasti fluore-
soivaksi yhdisteeksi (75 prosenttia), Jjoka osoitettiin
rakenteeltaan yhdisteeksi 15 (golfomysiini B) sen spektrin

Ja kemiallisten ominaisuuksien perusteella.
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Golfomysiini B (yhdiste 15) reagoi nopeasti NaBH,:n kanssa
nollassa "C:ssa, jolloin syntyi kvantitatiivisesti yhdistet-
t4d 16, jonka rakenne vahvistettiin rontgensédekristatllogra-
fisella analyysilld sen p-bromibentsoaatista, yhdisteestd 17
(valmistettu yhdisteestd 16 saannon ollessa 80 prosenttia).
Jotta voitaisiin selittdad yhdisteen 15 muodostuminen yhdis~-
teestd 1 eméksisissd olosuhteissa, oletettiin seuraavat,
kuvion 4 kaaviossa 3 esitetyt reaktiot tapahtuviksi: a)
retroaldolireaktio (1 13); b) emédsindusoitu isomeraatio
(13 14) ja c) molekyylien vdlinen 4+2 -sykloadditio (14 15).
Havaittu toinen DNA:n halkaisuaalto olosuhteissa, joissa

pH29 saattaa merkitd tamdn reaktiosarjan alkua. Alhaisen

1&mpdtilan NMR-tutkimukset osoittivat, ettd yhdistetta 13
o011 hetkellisesti reaktioseoksessa [-20 25°C, & 9.77 (t,
J=2.5 Hz, C HO)], mutta vastaavia yhdistettd 14 vastaavia
signaaleja ei voitu havaita noissa olosuhteissa (luultavasti

sykloadditioreaktion nopeasta luonteesta johtuen).

Golfomysiini A:n (yhdiste 1) ja B:n (yhdiste 15) ja nukleo-
fiilien védlisi&d reaktioita tutkittiin sitten kayttamalla
metyylitioglykolaattia mallireagenssina (kuvion 5 kaavio 4).
Siten silyylieetteri, yhdiste 12 reagoi hitaasti metyylitio-
glykolaattireagenssiylimdidrdn ja DBU:n kanssa 10°C:ssa
emdksisisséd olosuhteissa tuottaen yhdistettd 19 (55 prosent-
tia) ja 20 (20 prosenttia) luultavasti alussa muodostuneen
additiotuoteen, valivaiheyhdisteen 18 kautta. ITmeisesti
metyylitioglykolaatin -SH-ryhmd 1iittyy asetyleeniin trans-
tavalla synnyttéden yhdistettd 18, muutoin seuraava vaihe
18 19 olisi geometrisesti mahdoton. T&ma&n havainnon kanssa
yhtépitéviéd ovat MM2-laskelmat osoittaen, ettd yhdiste 18 on
noin 4.9 kcal/mol vdhemman jannittynyt kuin sen geometrinen

isomeeri. Yhdisteen 19 stereockemiaa ei tutkittu.

Vastaavissa olosuhteissa, paitsi ettd lampétila oli 25°C,
yhdiste 15 tuotti 1,6-additiotuotetta, yhdistettd 21 saannon
ollessa 67 prosenttia ja alueselektiivisyyden ollessa vas-
takkainen yhdisteen 15 hydridipelkistyksessd yhdisteeksi 16
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(kaavio 3). Kummankin yhdisteen 12 ja 15 taipumus Jjoutua
helposti nukleofiilisten reaktioiden kohteeksi johtuu Tuul-
tavasti niiden jannittyneestd reliefistd (yhdisteilla 12 Jja
15) sekd aromaattisista vahvistuksista (yhdiste 15). MM2-
laskelmat vahvistavat energialisdykset ndissd reaktioissa.
Niinp& yhdisteen 1 analoginen avoin ketju ei osoittanut
samaa reaktiivisuutta eikd se mydskdidn halkaissut DNA:ta

samoissa olosuhteissa.

Y1ldesitetyt tulokset viittaavat selvdsti siihen, etta
golfomysiini A:n (yhdiste 1) aijheuttama DNA:n halkaisu
tapahtuu pikemminkin nukleofiilisella mekanismilla (polku b,
kaavio 1) kuin radikaalimekanismilla (polku a, kaavio 1),
sama p&tee golfomysiini B:1le (yhdiste 15).

Golfomysiini A:n ja B:n ominaisuudet kannustivat maaritta-
mé&n saattaisiko niilld olla kasvaimien vastaista aktiivi-
suutta. Alustavat 1in vitro-testit osoittavat todellakin,
ettd golfomysiini A estdd hiiren virtsarakon sydpéasolujen MB
kasvua, IC,,-arvon ollessa 3.4 umol/L neljén paivdn altistuk-
sen kuluessa (37°C, CO,-pitoisuus 7 prosenttia). Ihmisen
haimasytpdsolujen MIA PaCa-2 IC,,-arvo oli 0.93 umol1/L saman-

laista madritysmeneteImasd kaytetttidessi.

Esimerkki 1: Golfomysiini A:n (yhdisteen 1) synteesi

12,30 g:aan (504 mmol) murskattua ja liekkikuivattua magne-
siumia, Jjoka oli 50 ml:ssa etyylieetterid, lisdttiin 2,0 g
elohopeakloridia Jja reaktioseosta sekoitettiin huoneen
lampétilassa 30 minuuttia. Sen jalkeen reaktioseokseen
lisdttiin 50,00 g (420 mmol) propargyylibromidia -30°C:ssa
Ja seoksen annettiin 1dmmitd hitaasti nollaan °C:seen.
Sitten Tisdttiin 15,50 m1l (382 mmol) etyyliformaattia nol-
lassa “C:ssa ja reaktioseosta sekoitettiin huoneen 1ampdti-
lassa 2:n tunnin ajan. Senjdlkeen reaktioseos tehtiin happa-
maksi 2 N HC1:1la kunnes saavutettiin pH-arvo 4. Happamaksi
tehty reaktioseos uutettiin 1 71:11a etyyliasetaattia, pes-
tiin 200 ml:11a suolavettd, kuivattiin Mgs8O,:11a ja konsen-
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troitiin vakuumissa. Tuote puhdistettiin flash-kromatogra-
fiameneteIm&114 (30 prosenttia eetterid petrolieetterissi),
Jjolloin saatiin 33,04 g (305 mmol) alkoholiyhdistettd 6

(saanto 80 prosenttia).

13,00 g:aan (120 mmol) alkoholiyhdistettd 6, Jjoka oli 100
ml:ssa kuivaa DMF:84, 1is&attiin 16,40 g (240 mmol) imidatso-
lia ja 27,10 g (180 mmol) tert-butyylidimetyylisilyyliklo-
ridia nollassa °C:ssa. Reaktioseosta sekoitettiin huoneen
ldmp&tilassa 8 tunnin ajan. Reaktioseokseen lisdattiin 200 ml
vettd ja tuote uutettiin 600 ml:17a etyyliasetaattia, pes-
tiin suolavedelld, kuivattiin MgSO,:11a ja konsentroitiin
vakuumissa. Tuote puhdistettiin flash-kromatografiamenetel-
médllad (5 prosenttia eetterid petrolieetterissd), Jjolloin
saatiin saannoksi 25,35 g (114 mmol) silyloitua alkoholiyh-

distettd 7 (saanto 95 prosenttia).

1,90 g:aan (1,64 mmol) Pd(PPh,),:a, Jjoka oli 100 ml:ssa
kaasuvapaata bentseenid, Tlis&ttiin 9,57 g (40,88 mmol) 2-
jodibentsyylialkoholia Jja reaktioseosta sekoitettiin 30
minuutin ajan. Sitten lis&ttiin 5,66 ml (57,23 mmol) butyy-
lTiamiinia ja reaktioseosta sekoitettiin 45 minuuttia. Reak-
tioseos Jjaddhdytettiin nollaan °C:seen ja Jlisdttiin ensin
1,25 g (6,54 mmol) kuparijodidia Jja sen JjAlkeen 20,00 g
(89,93 mmol) diasetyleenid. Reaktioseosta sekoitettiin 3
tuntia huoneen ldmpdtilassa. Reaktioseos Tlaimennettiin 500
ml:11a etyyliasetaattia, pestiin 200 mi:11a kyl114istd NH,C1~
lTiuosta ja 100 ml:11a suolavettd, kuivattiin MgSO,:11a ja
konsentroitiin vakuumissa. Tuote puhdistettiin flash-kroma-
tografiameneteImdlla (10 prosenttia eetteriid petrolieette-
rissd), Jjolloin saatiin saannoksi 9,33 g (114 mmol) kytket-
tyd bentsyylialkoholiyhdistettd 9 (saanto 70 prosenttia).

10,00 g:aan (30,67 mmol) kytkettyd bentsyylialkoholiyhdis-
tettd, joka oli 200 ml:ssa metyleenikloridia, 1is&ttiin 50,0
g mangaanidioksidia nollassa °‘C:ssa. Reaktioseosta sekoitet-
tiin huoneen T1&mp&tilassa 4 tuntia. Reaktioseos suodatet-
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tiin, konsentroitiin vakuumissa ja puhdistettiin flash-
kromatografiameneteImdl114 (5 prosenttia eetterii petrolieet-
terissd), Jjolloin saatiin saannoksi 8,15 g (25,15 mmol)
vastaavaa aldehydiyhdistettd 10 (saanto 82 prosenttia).

6,00 g:aan aldehydiyhdistettd 10, joka oli 600 ml:ssa THF:-
a4a, lisattiin 44,40 m1 (22,20 mmol) ((CH,),Si),NK:a -78°C:-
ssa. Reaktioseosta sekoitettiin -78°C:ssa 45 minuuttia ja
sen jadlkeen 1isdttiin 100 ml kylldista NH,C1-Tiuosta. La&mpo-
tilan annettiin nousta hitaasti huoneen 1lampdtilaan ja
reaktioseos uutettiin 500 ml:11a etyyliasetaattia, pestiin
suolavedelld, kuivattiin MgSO,:17a ja konsentroitiin vakuu-
missa. Tuote puhdistettiin flash-kromatografiamenetelmalla
(5 prosenttia etyyliasetaattia petrolieetterissid), Jjolloin

.. saatiin 3,08 g (9,44 mmol) rengassuljettua alkoholiyhdistet-

td 11 (saanto 51 prosenttia).

3,08 g:aan (9,44 mmol) rengassuljettua alkoholiyhdistetta
11, joka oli 100 ml:ssa metyleenikloridia, lis&ttiin 15,0 g
mangaanidioksidia 25°C:ssa. Reaktioseosta sekoitettiin
huoneen T1&mpdtilassa 4 tuntia. Reaktioseos suodatettiin,
konsentroitiin vakuumissa ja puhdistettiin flash-kromatogra-
fiamenetelm&114 (2,5 prosenttia eetterid petrolieetterissi),
jolloin saatiin saannoksi 2,51 g (7,74 mmol) ketoniyhdistet-

tad 12 (saanto 82 prosenttia).

1,84 g:aan (5,66 mmol) ketoniyhdistettd 12, Jjoka oli 95
ml:ssa asetonitriilia, lisdttiin 35 ml 0,55 M HF:a CH,CN:ssé
nollassa °C:ssa. Reaktioseosta sekoitettiin huoneen Tampdti-
lassa 3 tunnin ajan Jja sitten T1is&attiin 50 ml kylldista
NaHCO,-Tiuosta. Tuote uutettiin 300 m1:711a etyyliasetaattia,
kuivattiin MgSO,:11a ja konsentroitiin vakuumissa ja puhdis-
tettiin flash-kromatografiameneteIlmalla (20 prosenttia
etyyliasetaattia petrolieetterissd), jolloin saatiin saan-
noksi 1,06 g (5,04 mmol) Tlopputuotetta, yhdistettd 1 (saanto

89 prosenttia).
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Spektritiedot: Vaalean keltainen amorfinen; R, 0,36 (piidi-
oksidi, 70 prosenttia eetteria petrolieetterissd); 'H NMR(500
MHz, CDC1;) & 8,17(1H, d, J=8,7Hz, Ar), 7,46(3H, m, Ar),
4,16(1H, m, CH-OH), 2,92(4H, m, propargyyli), 2,58(1H, d,
J=8,5Hz, OH); IR(CHC13) y 3607, 3556, 3019, 2255, 2227,

max

1630, 1592, 1280, 1216, 668; '3C NMR(125MHz, CDC13) 3

176,06(-C=0), 136 ,30(Ar), 133,07(Ar), 132,67(Ar),
129,19(Ar), 128,13(Ar), 124,44(Ar), 95,80(asetyleeni),
65,14(C-0H), 28,96(propargyyli), 28,69(propargyyli),:

UV (MeOH ) A .. 330(e=0,5x10* M'cm™'), 274(1,4X10%),
240(5,9%X10%) nm; HRMS 1laskettu CigHi00,: 11 (M+) 211,0759,
havaittu 211,0791.

Esimerkki 2: Naftyyligolfomysiin (yhdisteen 37) synteesi

500 ml:aan metanolia (MeOH) ja 50 ml:aan asetyylikloridia
Tis&dttiin 11,950 g (63,83 mmol) 3-amino-2-naftohappoa,
vyhdistettd 30 100 ml:ssa MeOH:a. Tdhan seckseen lisdttiin &0
m1 bentseenid ja 50 ml CH,Cl,:a. Reaktioseosta sekoitettiin
huoneen Tampdtilassa kaksi tuntia ja kuumennettiin
palautusjaahdyttden sen Jjadlkeen kolme tuntia. Sen jadlkeen

lis&attiin MgsO,:a Jja reaktioseosta kuumennettiin
palautusjédéhdyttéden 12 tuntia. MgSO, korvattiin 3 A:n
mo lekyyliseuloilla Jja reakt ioseosta kuumennettiin
palautusjddhdyttéen 48 tuntia. Sitten reaktioseos

Taimennettiin 500 ml:11a etyyliasetaattia (EtOAc), pestiin
100 ml:17a kyll&aistd NH,C1-liuosta, 100 ml:17a kylladista
NaHCO;:a, 100 ml:11la 5-prosenttista Na,CO;:a, suolavedellsd,
kuivattiin MgSO,:17a ja konsentroitiin. Tuote puhdistettiin
pylvaskromatograafisesti (10 prosenttia eetteria
petrolieetterissa), Jjolloin saatiin 7,412 g (36,83 mmol)
aminonaftoesteriyhdistett&, yhdistettd 31 (saanto 58

prosenttial.

0,500 g:aan (2,500 mmol) esteriyhdistettd 31, Jjoka oli 25
ml:ssa CH,C1,:a, lis&ttiin 10 m1 DIBAL:ia (1 M heksaanissa) -
78°C:ssa ja reaktioseosta sekoitettiin huoneen 1ampdbtilassa.
Reaktioseokseen Tisdttiin 20 ml MeOH:a, 50 ml! ETOAc:a ja 20
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ml Rochelle’n suolaa. Orgaaninen kerros pestiin kylldisella
ammoniumkloridiliuoksella, kuivattiin Mgs0,:11a ja
konsentroitiin. Tuote uudelleenkiteytettiin tolueenista,
jolloin saatiin saannoksi 0,255 g (1,472 mmol) 3-amino-2-
naftyylialkoholiyhdistettd 32 (saanto 59 prosenttia).
Aminonaftyylialkoholiyhdistettad 32 (1,3240 g; 7,736 mmol),
Jjoka ol1i 13 ml:ssa 6 M rikkihappoa, lammitettiin 1liuoksen
muodostamiseksi Jja sen Jjadlkeen Jj&ihdytettiin nollaan °C:-
seen. Syntyneeseen suspensioon 1lis&attiin 0,587 g (8,510
mmo1l) NaNO,:a ja reaktioseosta sekoitettiin nollassa "C:ssa
10 minuuttia. 0,200 g ureaa 2 ml:ssa vettd lisattiin nollas-
sa “C:ssa sekoittaen samalla 5 minuuttia. Seuraavaksi 1isdt-
tiin 1,926 g (11,604 mmol) KI:a 2 ml:ssa vettd nollassa
‘C:ssa sekoittaen samalla huoneen Tampdtilassa 15 minuuttia.
Lisattiin 50 ml:n annos 1:1 valmistettua eetteri-etyyliase-
taatti -seosta ja 20 ml kylldistd ammoniumkloridiliuosta ja
20 m1 natriumbisulfaattia, orgaaninen kerros erotettiin ja
pestiin ammoniumkloridilla, natriumbikarbonaatilla, suola-
vedelld ja kuivattiin MgS80,:11a. Tuote puhdistettiin pylvés-
kromatograafisesti (30 prosenttia eetteria petrolieet-
terissa), jolloin saatiin 0,585 g (saanto 27 prosenttia) 3-
jodi-2-naftyylialkoholiyhdistettd 33,

0,174 g:aan (0,151 mmol) Pd(PPh,),:a, joka oli 10 ml:ssa
kaasuvapaata THF:&83, 1is&attiin 1,070 g (3,768 mmol) jodinaf-
tyylialkoholiyhdistettd 33 ja reaktioseosta sekoitettiin 30
minuutin ajan. Sitten lisdttiin 0,521 ml (5,275 mmol) butyy-
liamiinia ja reaktioseosta sekoitettiin 45 minuuttia. Reak-
tioseos Jjaddhdytettiin nollaan °C:seen Jja 1isdttiin ensin
0,115 g (0,603 mmol) kuparijodidia ja sen Jjadlkeen 0,896 g
(8,289 mmol) yhdistettd 6. Reaktioseosta sekoitettiin 3
tuntia huoneen T1ampotilassa. Reaktioseos laimennettiin 50
ml:1la etyyliasetaattia, pestiin 20 ml:1la kyllaistd NH,C1-
Tiuosta Jja 20 ml:1la suolavettd, kuivattiin MgSO,:17a ja
konsentroitiin vakuumissa. Tuote puhdistettiin flash-kroma-
tografiameneteImdl11d (80 prosenttia eetterid petrolieet-
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terissa), Jjolloin saatiin saanhnoksi 0,524 g (1,982 mmol)
kytkettyd dioliyhdistettd 34 (saanto 53 prosenttia).

0,524 g:aan (1,982 mmol) sidottua dioliyhdistettd 34, Jjoka
oli 20 ml:ssa metyleenikloridia, lisattiin 6.0 g mangaanidi-
oksidia nollassa °C:ssa. Reaktioseosta sekoitettiin huoneen
Tampotilassa 4 tuntia. Reaktioseos suodatettiin, konsentroi-
tiin vakuumissa ja puhdistettiin flash-kromatografiamenetel-
madl11a (40 prosenttia eetterid petrolieetterissd), Jjolloin
saatiin saannoksi 0,385 g (1,468 mmol) aldehydialkoholiyh-
distetta 35 (saanto 74 prosenttia).

0,385 g:aan aldehydialkoholiyhdistettd 35, joka o1i 5 ml:ssa
DMF:&a, Tisattiin 0,200 g (2,938 mmol) imidatsolia ja 0,332
g (2,204 mmol) tert-butyylidimetyylisilyylikloridia nollassa
‘C:ssa. Reaktioseosta sekoitettiin huoneen lampdtilassa 2
tuntia. Reaktioseokseen 1lis&dttiin 20 ml vettd Jja tuote
uutettiin 60 ml:11a etyyliasetaattia, pestiin suolavedell§,
kuivattiin MgSO,:11a Jja konsentroitiin vakuumissa. Tuote
puhdistettiin flash-kromatografiamenetelmdll1d (5 prosenttia
eetteria petrolieetterissd), jolloin saatiin saannoksi 0,437
g (1,161 mmol) silyloitua alkoholialdehydiyhdistettd 35a

(saanto 79 prosenttia).

0,025 g (0,066 mmol) silyloitua alkoholialdehydiyhdistetta
35a, Jjoka oli 70 ml:ssa THF:&4, 1lisdttiin 0,160 ml (0,080
mmo1) ((CH;);S1),NK:a ~-78°C:ssa. Reaktioseoksen Tlampdtilan
annettiin nousta hitaasti huoneen l1amp&tilaan ja sen jdlkeen
Tisdttiin 10 ml kyl114istd NH,C1-Tiuosta. Reaktioseosta uutet-
tiin 50 ml:17a EtOAc:1la, pestiin suolavedelld, kuivattiin
MgS0,:11a ja konsentroitiin vakuumissa. Tuote puhdistettiin
flash-kromatografiameneteIlmdl11d (10 prosenttia etyyliase-
taattia petrolieetterissd), jolloin saatiin 0,010 g (0,026
mmol) rengassuljettua alkoholiyhdistettad 36 (saanto 40

prosenttia).

0,020 g:aan (0,054 mmol) alkoholiyhdistettd 36a, joka oli 5
ml:ssa metyleenikloridia, lisdttiin 0,200 g mangaanidioksi-
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dia nollassa °C:ssa. Reaktioseosta sekoitettiin huoneen
lampdtilassa 1 tuntia. Sitten reaktioseos suodatettiin,
konsentroitiin vakuumissa ja puhdistettiin flash-kromatogra-
fiameneteImd114 (5 prosenttia eetterid petrolieetterissa),
Jolloin saatiin saannoksi 0,005 g (0,013 mmol) ketoniyhdis-
tettd 36a (saanto 25 prosenttia).

0,005 g:aan (0,013 mmol) ketoniyhdistettd 36a, joka oli 1
ml:ssa asetonitriilid, lisdttiin 1,0 ml 0,55 M HF:a CH,CN:ssé
nollassa "C:ssa. Reaktioseosta sekoitettiin huoneen Tampdti-
lassa 12 tunnin ajan ja sitten 1lisdttiin 5 ml kyllaista
NaHCO,-1iuosta. Tuote uutettiin 20 ml:1la etyyliasetaattia,
kuivattiin MgSO,:17a ja konsentroitiin vakuumissa ja puhdis-
tettiin flash-kromatografiamenetelmalla (50 prosenttia
etterid petrolieetterissid), jolloin saatiin saannoksi 0,002
g (0,008 mmol) lopputuotetta naftyyligolfomysiiniyhdistetta

37 (saanto 59 prosenttia).

Esimerkki 3: DNA:n halkaisututkimukset

Pieneen ampulliin, Jjoka sis&dlsi 50 umol/L emdspariliuosta
kaksoiss8ikeistd DNA:ta (oX174 tyyppi I) 2,0 mikrolitrassa
erilaisia puskureita, joiden pH-arvot on esitetty kuviossa
3, esimerkiksi pH 8,5 tris-HC1, 1lis&attiin 6,0 mikrolitraa
samaa puskuriliuosta ja 2,0 mikrolitraa yhdisteen 1 tai

vyhdisteen 37 etanolilijuosta.

Ampullit Taitettiin sen jalkeen 37°C:seen uuniin 20 tunnik-
si. Jokaiseen ampulliin 1lisdattiin 2,0 mikrolitran annos
glyserolipuskuriliuosta, Jjoka sisdlsi bromitymolisinistéa
indikaattorina. Jokaisesta ampullista otettiin 10 mikrolit-
ran nayte. Ndytteistd tehtiin geelielektroforeesianalyysi
kdayttadmalla 1,0 prosenttista agarocosigeelid etidiumbromidin
kanssa Jjannitteen ollessa 115 volttia 1 tunnin ajan. DNA-
tyypin II muodostuminen osoitti DNA:n haljenneen. DNA-tyyppi
ITI voitiin havaita tarkastelemalla geelid visuaalisesti 310

nanometrin ultraviolettivalossa.
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Esimerkki 4: 6-allas -sytotoksisuustutkimus

MIA PaCa-2 -soluja tai MB49-soluja pantiin Jjokaiseen 6-
altaisen levyn altaaseen solutiheyden ollessa 100 000
solua/allas 3 ml:ssa elatusainetta. Niitd inkuboitiin 4
tuntia (37°C, CO,~pitoisuus 7 prosenttia). Sen Jalkeen
lisattiin 6 mikrolitraa yhdisteen 1 Tiuosta 3 ml:aan
elatusainetta (RPMI-1640, Jjossa oli 5 prosenttia naudan
sikidon seerumia ja 1 prosenttia glutamiinia) 500 kertaisesti
Taimennettuna siten, ettd yhteen altaaseen, joka toimi
kontrollina, 1isattiin etanolia pitoisuuteen 0,2 prosenttia.
Sen Jjalkeen levyjd inkuboitiin 4 p&aivaa (37°C, Coz—pitoisuus
7 prosenttia). Sitten elatusaine valutettiin pois Jja s&ili-
6iden pohjalle 1isattiin kideviolettivdriada (Hucker’in koos-
tumus). Seuraavaksi niitd huuhdeltiin vesijohtovedells,
kunnes huuhtoutunut vesi oli kirkasta. Varjatyt solut 1liuo-
tettiin kvantifoimista varten lisddmallda 3 ml/allas sarko-
syyliliuosta (N-layryylisarkosiinia 1 prosentti vedesséd).
Liuoksen absorbanssi Tuettiin 590-650 nm:ssa.

Vaikka t&dtd keksintdd on t&ssd yhteydessd kuvattu eréaiden
edullisten suoritusmuotojen avulla esittden niitd koskevia
esimerkkejid, voi alan asiantuntija havaita helposti, ettia
Tukuisia modifikaatioita, muutoksia, poistoja tai 1lisdyksié

voidaan tehdd, niiden hengestd poikkeamatta.
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmda yhdisteen valmistamiseksi, Jjonka yhdisteen
rakennekaava on

jossa W yhdessad kuvattuun vinyleeniryhmdidn sitoutuneiden
hiiliatomien kanssa on aromaattinen monosyklinen rengas tai
kaksirenkainen fuusioitu rengassysteemi, joka sis&1t&da kuusi
atomia renkaassa, Jjohon sisdltyy kuvattu vinyleeniryhmi,
joka meneteImd on tunnettu siitd, ettd siind kaavan

OH

mukainen yhdiste, jossa X on suojaava ryhmia, hapetetaan ja
mainittu suojaava ryhmad poistetaan.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmid, joka on t u n-
nettu siitd, ettd kaikki renkaaseen W sisdltyvat atomit
ovat hiiliatomeja.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmd, joka on t u n-

nettu siitd, ettd W on monosyklinen rengas.
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4. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmd, joka on t u n-
nettu siitd, ettd W on kaksirenkainen rengassysteemi,
Joka sis&ltda kaksi fuusioitunutta kuusijdsenistd rengasta.

5. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, joka on t u n-
nettu siitd, ettd ainakin yksi W:n sisadltdmida atomi on
typpirengasatomi.

6. Patenttivaatimuksen 5 mukainen menetelmia, joka on t u n-
nettu siitd, ettd W sisaltdd yhden rengastyppiatomin,
vyhden rengashappiatomin ja Jjossa loput rengasatomit ovat
hiiliatomeja.

7. Patenttivaatimuksen 5 mukainen menetelm&, joka on t u n-
nettu siitd, ettd W sisdltdd yhden rengastyppiatomin ja

jossa loput rengasatomit ovat hiiliatomeja.

8. Patenttivaatimuksen 7 mukainen menetelma, joka on t u n-
nettu siitd, ettd W on monosyklinen rengas.

9. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmid, joka on t u n-
nettu siitd, ettd W sisd1tda yhden tai useamman substi-
tuenttiryhmén, Jjotka on sitoutuneet yhteen tai useampaan
rengasatomiin, kuvattuun vinyleeniryhmididn sitoutuneiden

substituenttien 1isédksi.

10. Patenttivaatimuksen 9 mukainen menetelm&, joka on t u n-
nettu siitd, ettd mainittu yksi tai useampi substitu-
entti valitaan ryhmést&, johon sisdltyvat C,-C,-alkyyli, C,-
Cs—alkoksi, perfluorimetyyli, perfluorimetoksi, hydroksyyli,
C,~C¢—alkyloksi, bentsyloksi, nitro, halogeeni ja amino,
jonka kaava on NR°R®, jossa R® valitaan vetyn, C,-C,~alkyylin,
bentsyylin, C,-C,-alkyylin ja bentsoyylin sis&ltédvéstd ryh-
mastd ja R® valitaan vedyn, C,~Cs—alkyylin Jja bentsyylin
sisd1tévastd ryhmédstd, tai jossa NR®R® yhdessd muodostaa 5-

tai 6-j&senisen renkaan.
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11. Menetelm&d yhdisteen valmistamiseksi, Jjonka yhdisteen

rakennekaava on

R' o

R2 J—

R? I OH
R*

jossa R', R?, R® ja R* ovat samanlaiset tai erilaiset ja jossa
ne valitaan ryhmdstd, johon sisdltyvat vety, C,-Csalkyyli,
C,~Cq—alkoksi, perfluorimetyyli, perfluorimetoksi, hydroksyy-
11, C,~C,~akyloksi, bentsyloksi, nitro, halogeeni ja amino,
jonka kaava on NR®R®, jossa R® valitaan vedyn, C,-C,-alkyylin,
bentsyylin, C,-Cg,-alkyylin ja bentsoyylin sis&dltévéastd ryh-
mastd ja R® valitaan vedyn, C,~Cg—alkyylin Jja bentsyylin
sisdltavastd ryhmdsta, tai jossa NRSR® yhdessd muodostaa 5-
tai 6-jésenisen renkaan, joka menetelmd on t unnet t u
siitd, ettd siind kaavan

R' OH

" ¢

R3 = oX
R(

mukainen yhdiste, jossa X on suojaava ryhmd, hapetetaan Jja

mainittu suojaava ryhmid poistetaan.

12. Patenttivaatimuksen 11 mukainen menetelma, joka on
tunnettusiitd, ettd R' ja R? ovat vetyjad ja ettd R®
ja R* muodostavat yhdessd kuvatun fenyylirenkaan kanssa

kaksirenkaisen aromaattisen rengassysteemin.
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13. Patenttivaatimuksen 12 mukainen menetelmd, joka on
tunnett usiitd, ettd mainittu kaksirenkainen aromaat-

tinen rengassysteemi on naftaleenirengassysteemi.
14. Patenttivaatimuksen 11 mukainen menetelmd, joka on

tunnettt usiitid, ettd valmistettavan yhdisteen kaava
on

- OH

15. Patenttivaatimuksen 11 mukainen menetelm&, joka on
tunnettusiitid, ettd valmistettavan yhdisteen kaava
on

)

—_— OH
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