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Morfolin- ja tiomorfolin-4-yyliamidit

Keksintd koskee aspartaattiproteaaseilla lohkaistavien
peptidien ei-hydrolysoituvia analogeja, nimittdin S-ami-
no-4-hydroksi-heksanoyyli-valyyli-fenyylialanyylijohdan-
naisia, menetelmid niiden valmistamiseksi, nditd pepti-
dianalogeja sisdltdvid farmaseuttisia valmisteita ja nii-
den kdyttod lddkeaineina tai farmaseuttisten valmisteiden
valmistamiseksi retrovirusten aiheuttamien sairauksien

torjumiseksi.

AIDS on tdmé@nhetkisen tietdmyksen mukaisesti lentiviruk-
siin kuuluvan retroviruksen HIV ("human immunodeficiency
virus") aiheuttama immuunijdrjestelmdn sairaus. Tdmid sai-
raus koskee WHO:n arviointien mukaisesti n. 10 miljoonaa
ihmistd ja se levidd yhd edelleen. Sairaus johtaa kdytdn-
ndllisesti katsoen aina potilaan kuolemaan. Tehokas hoi-
to, joka johtaa paranemiseen, ei ole t&dlld hetkelld mah-

dollista.

AIDS alkaa "T4-auttaja/indusoija"~lymfosyyttien selektii-
viselld vdhenemiselld, jolloin esiintyy vaikeita kompli-
kaatioita, jotka perustuvat immuunij&rjestelmdn vihenty-
neeseen suorituskykyyn, kuten opportunistisia infektioi-

ta.

Tdhdn asti on voitu identifioida retrovirukset HIV-1 ja
HIV-2 (HIV:n merkitys "human immunodeficiency virus")
sairauden etiologiseksi aineeksi ja karakterisoida ne

molekyylibiologisesti.

Terapeuttiset yritykset hoidon suhteen perustuvat ensisi-
jaisesti molekyylibiologisiin tietoihin. Etenkin sellais-
ten valmisteiden etsiminen on mielenkiintoista, jotka
haittaavat itse viruksen lisddntymistd vahingoittamatta
potilaan terveitd soluja ja kudoksia. T&hdn asti yksin-

omaan kdidnteistransskriptaasin, HIV:1le spesifisen ent-
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syymin, jota tarvitaan HIV:n perimd&n luovuttamiseksi

edelleen, estoaineita, on terapeuttisina aineina markki-
noilla tai edistyneessd tutkimuksessa, esimerkikkinid AZT
(atsidotymidiini). Td114 yhdisteelld on kuitenkin useita

vakavia sivuvaikutuksia.

Uudemman yrityksen pddmddrdnd on 18ytdd yhdisteitd, jotka
salpaavat viruksen lisddntymisen siten, ettd ne estivit
infektioosisten virushiukkasten yhdistymisen. T&mi on
mahdollista siten, ettd viruksen kehittymiseen tarvitta-
vien virusproteiinien normaali prosessointi estetdin si-
ten, ettd kdytetddn mddradttyjd kemoterapeuttisia aineita.

HIV-1:114 ja HIV-2:1lla on kulloinkin niiden genomissa
alue, joka koodaa HIV-proteaasi:a. Tdmi HIV-proteaasi on
vastuussa esiasteproteiinien oikeasta proteolyyttisesta
lohkaisusta, jotka ovat 1ldhtdisin ryhmdspesifisid anti-
geenejd ("Group Specific Antigens", gag) ja virusentsyy-
mejd (pol) koodaavista genomiosista. T&116in vapautuu mm.
virusytimen, englanniksi "“core", rakenneproteiineja. Itse
HIV-proteaasi on sen HIV-1:n ja HIV-2:n pol-genomiosalla
koodatun esiasteproteiinin osa, joka sisdltdd myds kaan-
teistransskriptaasin ("Reverse Transcriptase") ja inte-
graasin osat ja oletettavasti lohkaistaan autoproteolyyt-

tisesti.

HIV-proteaasi lohkaisee HIV-1:n ja HIV-2:n pddydinpro-
teiinin ("Major Core Protein") p24 ensisijaisesti pro-
liinitdhteiden N-pdidssd, esim. kaksiarvoisissa ryhmissé
Phe-Pro, Leu-Pro ja Tyr-Pro. T&116in on kysymyksessd pro-
teaasi, jossa on katalyyttisesti aktiivinen aspartaatti-
tdhde aktiivisessa keskuksessa, niin kutsuttu aspartaat-

tiproteaasi.

HIV-proteaasin keskeisen merkityksen johdosta mainittujen
ydinproteiinien ("Core Proteine") kdsittelyssd ldhdetdin

siitd, ettd tdmdn entsyymin tehokas inhibointi in vivo
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ehkdisee kypsien virionien yhdistymisen, niin ettd vas-

taavia inhibiittoreita voidaan k&8yttdad terapeuttisesti.

Edellytyksend terapeuttiselle vaikutukselle in vivo on
viruslisddntymisen hyvdn eston aikaansaaminen solukokeis-
sa ja hyvd biologinen soveltuvuus, esim. hyvd veren taso
riittdvdn suurien konsentraatioiden aikaansaamiseksi ke-

hossa infektoituneissa soluissa.

Tdmdn keksinndn pddmddrdnd on saada kayttédn uusia retro-
viraalisten proteaasien, etenkin HIV-l-aspartaattipro-
teaasin estoaineita, jotka sisdltadvidt tdllaisella pro-
teaasilla, etenkin HIV-l-proteaasilla lohkaisemattoman
peptidi-isosteerin, ovat erittdin vaikuttavia solukokees-
sa jo alhaisissa konsentraatioissa ja saavat aikaan an-
nettaessa niitd oraalisesti tal parenteraalisesti veressi
sellaisia konsentraatioita, ettd solukokeessa selvitetty-
jen vaikuttavien konsentraatioiden perusteella on odotet-
tavissa in vivo vaikutus retroviruksia, etenkin HIV:td,
erityisesti HIV-1:td vastaan. Nditd yhdisteitd on siten
pidettdvd mainittujen sairauksien terapeuttisina ainei-

na.

Keksinndn mukaiset yhdisteet ovat kaavan I

Ry

@,

mukaisia yhdisteitd sekd ndiden yhdisteiden suoloja, mi-
kdli esiintyy suolanmuodostavia ryhmid, jossa kaavassa R,
merkitsee vetyd tai alempialkyylid, R, merkitsee vetysd,

alempialkyylid, alempialkoksikarbonyylid, fenyyli- tai
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naftyyli-alempialkoksikarbonyylid, heterosyklyylikar-
bonyylid, jossa heterosyklyyli sis&dltdd 5 tai 6 rengasa-
tomia, on tyydyttynyt ja sitoutunut rengastyppiatomin
kautta karbonyyliryhmddn ja sisdltdd rengasjdsenend sito-
van typpiatomin lisdksi yhden tai useamman heteroatomin,
joita ovat substituoimaton tai ¢;-C,-alkyylit&hteelld sub-
stituoitu NH, 0, S, S=0 tai SO,, alempialkanoyylid, fenyy-
li~ tai naftyylialempialkanoyylid tai alempialkaanisul-
fonyylid, R, merkitsee morfolinoa, tiomorfolinoa, S-okso-
tiomorfolinoa tai S,S-~dioksotiomorfolinoa, jolloin té&h-
teelld heterosyklyyli heterosyklyylikarbonyylissd R, on
sama merkitys kuin t&hteelld R; tai tdhteestd R, poikkeava
merkitys, ja R, merkitsee vetyd, hydroksia, C,-C,~alkoksia,

syanoa, trifluorimetyylid tai fluoria.

Tdmdn keksinndn selityksessd ryhmien tai tdhteiden, esim.

‘alempialkyylin, alempialkoksikarbonyylin jne. mddrityk-

sessid kdytetty kdsite "alempi" merkitsee sitd, ettd ndin
midritellyt ryhmdt tai tdhteet, mikdli toisin ei ole ni-
menomaan mddritelty, sisdltdvdt korkeintaan 7 ja etenkin
korkeintaan 4 C-atomia ja ne voivat olla suoraketjuisia
tai haarautuneita kolmen tai useamman C-atomin esiintyes-

sa.

Asymmetriset hiiliatomit substituenteissa R; tai R, tai
kaavassa I aaltomaisilla sidoksilla substituenteistaan
liitetyt hiiliatomit esiintyvédt toisistaan riippumatta
(R)-, (S)- tai (R,S)-konfiguraatiossa. Siten ndmd yhdis-
teet voivat esiintyd isomeeriseoksina tai puhtaina iso-
meereind, etenkin diastereomeeriseoksina, enantiomeeripa-

reina tai puhtaina enantiomeereini.

Tdmadn keksinndn selityksessd kdytetyilld yleisilld kdsit-
teilld tai nimityksilld on edullisesti seuraavat merki-
tykset, jolloin tdhteiden edelld tai seuraavassa esite-
tyistd mdadrityksistd voidaan kdyttdd mielivaltaisia yh-
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distelmid tai yksittdistdhteitd yleisten miiritysten si-

jasta:

Alempialkyyli R, tai R, merkitsee suoraketjuista tai haa-
rautunutta t&hdettd, esim. metyylid, etyylid, n-propyy-
1id, isopropyylid, n-butyylid, sek-butyylid, tert-butyy-
1id, pentyylid, kuten isopentyylid, neopentyyliid, heksyy-
1id, kuten n-heksyylid, tai heptyylid, kuten n-heptyylid,
jolloin R, tai R, voivat olla samanlaisia tai erilaisia.
Edullisesti R, on vety ja R, on alempialkyyli, etenkin
metyyli, etyyli tai tert-butyyli, tai alempialkyyli R, ja
R, ovat samanlaisia, esim. metyyli tai etyyli.

Alempialkoksikarbonyyli R, sisdl1td3d edullisesti haarautu-
neen alempialkyylitdhteen, etenkin sek- tai tert-alem-

pialkyylitdhteen ja se on esim. butoksikarbonyyli, kuten
tert-butoksikarbonyyli tai isobutoksikarbonyyli. Etenkin

edullinen on tert-butoksikarbonyyli.

Fenyylialempialkoksikarbonyyli R, sisdltdd edullisesti
pddteasemassa alempialkyylitdhteeseen sitoutuneen fenyy-

litdhteen ja se on esim. bentsyylioksikarbonyyli.

Naftyylialempialkoksikarbonyyli R, sisdltidd edullisesti
pddteasemassa alempialkyylitidhteeseen sitoutuneen naftyy-
litdhteen ja se on esim. 1- tai 2-naftyylioksikarbonyyli.

Heterosyklyylikarbonyylissd R, oleva heterosyklyyli, joka
sisdltdd 5 tai 6 rengasatomia, on tyydyttynyt ja sitoutu-
nut rengastyppiatomin kautta karbonyyliryhmddn ja sis&dl-
tdd sitovan typpiatomin lisdksi rengasjdsenend yhden tai
useampia, etenkin korkeintaan 3 muuta heterocatomia, joita
ovat substituoimaton tai C;-C,-alkyylitd@hteelld substitu-
oitu NH, O, S, S=0 tai S0,, on edullisesti imidatsol-1-
yyli, piperatsino, N-C,-C,~alkyyli-piperatsino, esim. N-
metyyli- tai N-etyylipiperatsino, N-sitoutunut triatso-
lyyli, esim. N-sitoutunut 1,2,3,- tai 1,2,4-triatsolyyli,
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N-sitoutunut tetratsolyyli, esim. tetratsol-1-yyli tai -
2-yyli, morfolino, tiomorfolino, S-oksotiomorfolino tai
S,S-dioksotiomorfolino. Etenkin edullinen heterosyklyyli-
karbonyylind R, on morfolinokarbonyyli.

Alempialkanoyyli R, on haarautunut tai haarautumaton ja se
on esim. asetyyli, propionyyli tai n-butyryyli, edelleen
pivaloyyli, heksanoyyli tai heptanoyyli.

Fenyylialempialkanoyyli R, sis&dlt&d alempialkanoyylin,
kuten on mi3ritelty alempialkanoyylin R, yhteydessd, ja se
on substituoitu edullisesti pddteasemassa fenyylilld ja
on esim. fenyyliasetyyli ja edelleen bentsoyyli.

Naftyylialempialkanoyyli R, sisdltdd alempialkanoyylin,
kuten on mddritelty alempialkanoyylin R, yhteydessad, ja se
on substituoitu edullisesti pddteasemassa 1- tai 2-naf-
tyylilld ja on esim. 1- tai 2-naftyyliasetyyli tai 1- tai
2-naftoyyli.

Alempialkaanisulfonyyli R, sisdltdd alempialkyylin, kuten
ylld on mddritelty tdhteiden R, ja R, yhteydessd, ja se on
esim. metaani- tai etaani-sulfonyyli.

R, on morfolino, tiomorfolino, S-oksotiomorfolino tai §,s-
dioksotiomorfolino, etenkin morfolino tai tiomorfolino.
Etenkin edullisesti heterosyklyylind R; on morfolino.

Heterosyklyylikarbonyylissid R, oleva t&hde heterosyklyyli
on edullisesti samanlainen kuin R;, mutta se voi olla my0Gs

erilainen.

Substituentti R, on sitoutunut o-, m- tai p-asemassa fe-
nyylirenkaaseen, edullisesti o- tai p-asemassa, etenkin
p-asemassa ja se merkitsee erddssd edullisessa suoritus-
muodossa vetyd, C,-C,~alkoksia, syanoa tai fluoria, eten-

kin vetya.
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C,-C,~alkoksi R, on etenkin metoksi tai etoksi.

Kaavan I mukaisten yhdisteiden suolat ovat etenkin happo-
additiosuoloja, suoloja, jotka on muodostettu emdsten
kanssa, tal useamman suolan muodostavan ryhmdn esiintyes-

sd mahdollisesti myds sekasuoloja tai sisdisid suoloja.

Suolat ovat ensisijaisesti kaavan I mukaisten yhdisteiden
farmaseuttisesti kdyttdkelpoisia, annoksen mukaisessa

kdytossd ei-toksisia suoloja.

Tdllaiset suolat muodostetaan esimerkiksi kaavan I mukai-
sista, yhden tai useamman happaman ryhmdn, esim. karbok-
siryhmdn sisdltdvistd yhdisteistd ja ne ovat esimerkiksi
niiden suoloja, jotka muodostetaan sopivien emdsten kans-
sa, kuten ei-toksisia, alkuaineiden jaksollisen jdrjes-
telmdn ryhmien Ia, Ib, IIa ja IIb metalleista muodostet-
tuja metallisuoloja, ensisijaisesti sopivia alkalimetal-
li-, esim. litium-, natrium- tai kalium-, tai maa-alkali-
metallisuoloja, esim. magnesium- tai kalsiumsuoloja,
edelleen sinkkisuoloja tai ammoniumsuoloja, my8s sellai-
sia suoloja, jotka on muodostettu orgaanisten amiinien,
kuten mahdollisesti hydroksilla substituoitujen mono-,
di- tai trialkyyliamiinien, etenkin mono-, di- tai tri-
alempialkyyliamiinien, tai kvaternaaristen ammoniumyhdis-
teiden kanssa, esim. N-metyyli-N-etyyliamiinin, dietyy-
liamiinin, trietyyliamiinin, mono-, bis- tai tris-(2-hyd-
roksialempialkyyli)-amiinien, kuten mono-, bis- tai tris-
(2-hydroksietyyli)—-amiinin, 2-hydroksi-tert-butyyliamii-
nin tai tris(hydroksimetyyli)-metyyliamiinin, N,N-dialem-
pialkyyli-N-(hydroksialempialkyyli)-amiinien, kuten N,N-
dimetyyli-N-(2-hydroksietyyli)-amiinin tai tris-(2-hyd-
roksietyyli)-amiinin, N-metyyli-D-glukamiinin tai kvater-
naaristen ammoniumsuolojen, kuten tetrabutyyliammonium-
suolojen kanssa. Kaavan I mukaiset, yhden tai useamman
emdksisen ryhmén, esim. amino- tai iminoryhmdn sisdltédvéat

yhdisteet voivat muodostaa happoadditiosuoloja, esimer-
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kiksi epdorgaanisten happojen, esim. halogeenivetyhapon,
kuten suolahapon, rikkihapon tai fosforihapon kanssa, tai
orgaanisten karboksyyli-, sulfoni-, sulfo- tai fosfori-
happojen tai N-substituoitujen sulfamiinihappojen, kuten
esim. etikkahapon, propionihapon, glykolihapon, meripih-
kahapon, maleiinihapon, hydroksimaleiinihapon, metyylima-
leiinihapon, fumaarihapon, omenahapon, viinihapon, glu-
konihapon, glukarhapon, glukuronihapon, sitruunahapon,
bentsoehapon, kanelihapon, mantelihapon, salisyylihapon,
4-aminosalisyylihapon, 2-fenoksibentsoehapon, 2-asetoksi-
bentsoehapon, embonihapon, nikotiinihapon tai isoniko-
tiinihapon kanssa, edelleen aminohappojen, kuten esim.
glutamiinihapon tai asparagiinihapon kanssa, sekd me-
taanisulfonihapon, etaanisulfonihapon, 2-hydroksietaa-
nisulfonihapon, etaani-1,2-disulfonihapon, bentseenisul-~-
fonihapon, 4-metyylibentseenisulfonihapon, naftaleeni-2-
sulfonihapon, 2- tai 3-fosfoglyseraatin, glukoosi-é6-fos-
faatin, N-sykloheksyylisulfamiinihapon (jolloin muodostuu
syklamaatteja) tai muiden happamien orgaanisten yhdistei-
den, kuten askorbiinihapon kanssa. Kaavan I mukaiset,
happamia ja em8ksisid ryhmid sisdltdvdt yhdisteet voivat

muodostaa myds sisdisid suoloja.

Eristykseen ja puhdistukseen voidaan kdyttdd myos far-

maseuttisesti sopimattomia suoloja.

Téamdn keksinndn mukaisilla yhdisteilld on estovaikutus
retroviraalisiin aspartaattiproteaaseihin, etenkin HIV-
proteaasia est&dvid vaikutuksia. Ensisijaisesti ne est&vit
seuraavassa selitettdvidssid testissd konsentraatioissa,
joiden ICg-arvot ovat 10 - 1000 nM, etenkin 10 - 100 nM,
HIV-1:n HIV-proteaasin vaikutuksen ja tdstd syystd ne
ovat sopivia aineita ndiden tai ldheisten retrovirusten

aiheuttamia sairauksia, kuten AIDS:ia vastaan.

Kaavan I mukaisten yhdisteiden kyky inhiboida esim. HIV-
l-proteaasin proteolyyttinen aktiivisuus voidaan osoittaa
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esimerkiksi menetelmdn mukaisesti, jonka ovat esittédneet
A. D. Richards et al. julkaisussa J. Biol. Chem. 265(14),
7733 - 7736 (1990). T&116in yhdistelmd-HIV-l-proteaasin
(valmistus: Billich, S., et al., J. Biol. Chem. 263(34),
17905 -~ 17908 (1990)) substraattina kdytetddn synteettis-
td kromoforista peptidid (esim. HKARVL([NO,]FEANleS (Ba-
chem, Sveitsi, vrt. M. W. Pennington et al., Peptides
1990, ed.: E. Girault and D. Andrew (1991), ESCOM Sci.
Publ. B. V., s. 787 - 789) tali ikosapeptidid, kuten
RRSNQVSQNYPIVQNIQGRR (valmistettu peptidisynteesilld tun-
nettujen menetelmien mukaisesti: J. Schneider et al.,
Cell 54, 363 - 368 (1988)), joka vastaa gag-esiasteprote-
iinin jotakin lohkaisukohtaa. Tdmd substraatti ja sen
lohkaisutuotteet voidaan mitata korkeapainenestekromato-
grafialla (HPLC).

Testattava kaavan I mukainen estoaine liuotetaan esimer-
kiksi dimetyylisulfoksidiin; suoritetaan entsyymitesti
siten, ettd estoaineen sopivia laimennuksia 20 mM B-mor-
folinoetaanisulfonihappo- (MES)-puskurissa, pH 6,0, lisd-
tddn analyysiseokseen, joka sisdltdd 67,2 uM ylld mainit-
tua kromoforista peptidid 0,3 M natriumasetaatissa, 0,1 M
NaCl:ssd, pH 7,4, tai 122 puM ylld mainittua ikosapeptidid
20 mM MES-puskurissa, pH 6,0. Erien suuruus on kulloinkin
100 ul. Reaktio kdynnistetddn lisdd@mdlld ensiksi maini-
tussa tapauksessa 2 ul, toisessa tapauksessa 10 pl HIV-I-
proteaasia ja pysdytetddn ensiksi mainitussa tapauksessa
15 minuutin kuluttua lisddmdlld 100 pl 0,3 M HClO,:&d,
toisessa tapauksessa tunnin ajan 37°C:ssa kestdneen inku-
baation jdlkeen lisd&m&lla 10 pl 0,3 HClO,:dd. Nayte sent-
rifugoidaan pois 5 minuutin ajan 10.000 x g:ssd ja 100 pul
(erd, jossa on kromoforista peptidid) tai vast. 20 ul
(ikosapeptidierd) saatua supernatanttia levitetdidn 125 x
4,6 mm:n Nucleosil® C18-5u~HPLC-pylvdidlle (Macherey &
Nagel, Diiren) ja eluoidaan, minkd jdlkeen reaktiotuotteet
kvantifoidaan lohkaisutuotteen piikinkorkeuden perusteel-

la 280 (erd, jossa on kromoforista peptidiid) tai 215
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nm:ssa (erd, jossa on ikosapeptidid), gradientti: 100 %
El1.1 -> 50 % E1.1/50 % E1.2 (E1.1: 75 % asetonitriilii,
90 % H,0:ta, 0,1 % trifluorietikkahappoa (TFA); El1.2: 75 %
asetonitriilia, 25 % H,0:ta, 0,08 % TFA:ta) 15 minuutin

kuluessa; ldpivirtausnopeus 1 ml/min.

T&116in kaavan I mukaisten yhdisteiden ICy-arvoiksi saa-
daan etenkin (ICs, = konsentraatio, joka alentaa HIV-1-
proteaasin aktiviteettid ilman estoainetta esiintyvén
kontrollin suhteen 50 %:illa) saadaan edullisesti n. 10

8§ -~ 10% M, etenkin 10% - 107 M.

Erddssd toisessa testissd voidaan osoittaa, ettd tadmén
keksinnén mukaiset yhdisteet suojaavat soluja, jotka HIV
normaalisti infektoi, t&llaiselta infektiolta tai ainakin
hidastavat tdllaista infektiota. T&4116in ihmisen T-solu-
leukemia-solulinjaa MT-2 (Science 229, 563 (1985)), Jjotka
ovat herkkid HIV:n sytopatogeenisen vaikutuksen suhteen,
inkuboidaan HIV-1:n kanssa yksinddn tai HIV-1:n kanssa
keksinnén mukaisten yhdisteiden l&sndollessa ja arvioi-
daan muutaman pdivdn kuluttua ndin kdsiteltyjen solujen
elinkykyisyys. T&td varten MT-2-solut pidetddn 37°C:ssa
kosteassa ilmassa, joka sisdltdd 5 % CO,:ta, RPMI 1640-
alustassa (Gibco, Sveitsi; RPMI 1640 sisdltdd aminohap-
poseoksen ilman L-Gln:dd), jota on tdydennetty 10 %:illa
ldmpdinaktivoitua fetaalista vasikanseerumia, L-gluta-
miinilla, Hepesilld (2-[4-(2-hydroksietyyli)-1-piperat-
sino]-etaanisulfonihappo) ja vakioantibiooteilla. 50 pul
kulloinkin kyseessid olevaa testiyhdistettd viljelyalus-
tassa ja 100 pl HIV-1:td viljelyalustassa (800 TCID50/ml)
(TCID50 = Tissue Culture Infectious Dose 50 = annos, joka
infektoi 50 % MT-2-soluista) laitetaan 4 x 10° eksponen-
tiaalisesti kasvavaan MT-2-soluun 50 pl:ssa viljelyalus-
taa syvennystd kohden 96-koloisille mikrotiitterilevyil-
le. Rinnakkaisiin eriin toisella mikrotiitterilevyl1ld,
jossa on soluja ja testiyhdistettd, laitetaan 100 pl vil-

jelyalustaa ilman virusta. 4 pdivdd kestdvdn inkuboinnin
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jédlkeen selvitetddn 10 pl:ssa solusupernatanttia k&an-
teistranskriptaasi- (RT) -aktiivisuus. RT-aktiivisuus
mddritetddn seoksessa, jossa on 50 mM Tris:id (a,a,a-
tris(hydroksimetyyli)-metyyliamiini, Ultra pur, Merck,
Saksan Liittotasavalta), pH 7,8; 75 mM KCl:d4, 2 mM di-
tiotreitolia, 5 mM MgCl,:ta, 0,05 % Nonidet P-40:td (de-
tergentti; Sigma, Sveitsi), 50 ug/ml Polyadenylic Acid:ia
(Pharmacia, Ruotsi), 1,6 ug/ml dT(12-18):aa (Sigma,
Sveitsi). Seos suodatetaan 0,45 p:n Acrodisc-suodattimen
(Gelman Sciences Inc, Ann Arbor) l&dpi ja sdilytetddn -
20°C:ssa. Tdmdn liuoksen mddrderiin lisdtddn 0,1 % (v/V)
[alfa-¥P]dTTP:td, jotta radioaktiiviseksi loppuaktiivi-
suudeksi saadaan 10 uCi/ml. 10 ul viljelysuperna-tanttia
siirretdin uudelle 96-koloiselle mikrotiitterilevylle ja
tdihidn lisdtdidn 30 ul mainittua RT-seosta. Sekoittamisen
jdlkeen levyd inkuboidaan 1,5 - 3 tunnin ajan 37°C:ssa. 5
1l titd reaktioseosta siirretddn DE8l-paperille (What-
man). Kuivatettuja suodattimia pestddn 3 kertaa 5 minuu-
tin ajan 300 mM NaCl/25 mM tri-natriumsitraatilla ja 1
kerran 95%:isella etanolilla ja kuivatetaan uudelleen
ilmassa. Arviointi tapahtuu Matrix Packard 96well coun-
ter-laitteella (Packard, Zirich, Sveitsi). ED90-arvot
lasketaan ja ne mddritetdidn kulloinkin kyseessd olevan
testiyhdisteen alhaisimpana konsentraationa, joka vdhen-
tdd RT-aktiivisuutta 90 %$:illa verrattuna testiaineella
kdsittelemdttdmiin solueriin. RT-aktiivisuus on t&dlldin

HIV-1-lisd&ntymisen mitta.

Keksinndn mukaisten yhdisteiden ED90 on t&l116in edulli-

sesti 10 - 10°% M, etenkin 10® M - 107 M.

Tadm3dn keksinndén mukaisilla yhdisteilld on edullisia far-
makokineettisid ominaisuuksia, joista voidaan odottaa,

ettd ne kehittdvit in vivo mainitut estovaikutukset. Si-
ten esimerkiksi veren taso annettaessa intravenoosisesti
tai intraperitoneaalisesti 20 mg/kg jotakin mainituista

yhdisteisti hiiriss3d 1 tunnin kuluttua antamisesta on



10

15

20

25

30

35

12

suunnilleen samanlainen tai korkeampi kuin ED90 solu-

analyysissi.

Annettaessa peroraalisesti 120 mg/kg jotakin mainituista
yhdisteistd voidaan 30 minuutin kuluttua antamisesta ha-
vaita hiiren veressd konsentraatioita, jotka ovat samoin
suurempia kuin ED90 soluanalyysissid, etenkin suunnilleen

kymmenkertainen soluanalyysin ED90-arvon suhteen.

Veren tason mddritys suoritetaan esimerkiksi seuraavasti.
Tutkittavat yhdisteet liuotetaan liuottimeen, kuten
DMSO:hon (dimetyylisulfoksidi). Lis&t83dn liuos, jossa on
hydroksipropyyli-f-syklodekstriinid (20 % w/v) vedessi,
kunnes saadaan vaikuttavan aineen haluttu konsentraatio
(esimerkiksi 2 mg/ml parenteraalisesti, 12 mg/ml oraali-
sesti) sddtdmdlld samalla DMSO:n 5%:inen konsentraatio
(v/v). Yhdisteitd, jotka ovat ndissid olosuhteissa liu-
kenemattomia, kdytetddn ainoastaan intraperitoneaalises-
ti, liukenevia yhdisteitd lisdksi intravenoosisesti. Yh-
disteiden antamisen jdlkeen (esimerkiksi 20 mg/kg intra-
venoosisesti tai intraperitoneaalisesti tai 120 mg/kg
peroraalisesti) otetaan verta eri ajankohtina, esim. 30
tai 60 minuutin kuluttua. Ajankohtaa kohden k&dytetddn
kolmen hiiren verta ja supernatantti otetaan talteen joko
jokaiselle hiirelle yksinddn tai kolmen hiiren yhdiste-
tystd verestd sen jdlkeen, kun on lisdtty liuotinta,
esim. asetonitriilid ja sentrifugoitu. Vaikuttavan aineen
konsentraatio mitataan HPLC:n avulla, esimerkiksi Nucleo-
si1®5C,-pylvadlld (Macherey-Nagel), jonka pituus on 120
mm ja ldpimitta 4,6 mm, kdyttdmdlld ajoaineena joko 60 %
asetonitriilid/4o0 % vettd/0,05 % trifluorietikkahappoa
(v/v) tai 50 % asetonitriilid/40 % vettd/o0,05 % trifluo-
rietikkahappoa (v/v) (virtausnopeus 1 ml/min.) il-
maisemalla ja kvantifioimalla 200 nm:ssa.

Kaavan I mukaisten yhdisteiden seuraavissa mainituissa

ryhmissd voidaan kdyttda mielekkdidlld tavalla, esim.
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yleisten middritelmien korvaamiseksi erityisilld md&dritel-
milld, tdhteiden mddritelmid yl1ld mainituista yleisistéd

madritelmistd.

Edullisia ovat kaavan I mukaiset yhdisteet tai t&dllaisten
suolan muodostavia ryhmid sisdltdvien yhdisteiden far-
maseuttisesti kadyttbkelpoiset suolat, joissa R, merkitsee
vetyd, R, merkitsee vetyd, alempialkoksikarbonyylid, eten-
kin sek- tai tert-alempialkyyli-oksikarbonyylid, esim.
butoksikarbonyylid, kuten tert-butoksikarbonyylid tai
isobutoksikarbonyylid, erityisen edullisesti tert-butok-
sikarbonyylid, tai heterosyklyylikarbonyylid, jossa hete-
rosyklyyli sisdltdd 5 tai 6 rengasatomia, on tyydyttynyt
ja sitoutunut rengastyppiatomin kautta karbonyyliryhm&&n
ja sisdltd&d rengasjdsenend sitovan typpiatomin lis&ksi
substituoimattoman tai C,-C,—alkyylitdhteelld substituoi-
dun ryhmd@n NH, O, S, S=0 tai S0O,, etenkin piperatsinokar-
bonyylid, N-C,-C,~alkyyli-piperatsinokarbonyylid, esim. N-
metyyli- tai N-etyylipiperatsinokarbonyylid, morfolino-
karbonyylid, tiomorfolinokarbonyyli&d, S-oksotiomorfo-
linokarbonyylid tai S,S-dioksotiomorfolinokarbonyylid,
erityisen edullisesti morfolinokarbonyylid, R; merkitsee
morfolinoa, tiomorfolinoa, S-oksotiomorfolinoa tai §,S-
dioksotiomorfolinoa, etenkin morfolinoa tai tiomorfoli-
noa, erityisen edullisesti morfolinoa, ja R, merkitsee

vetyd.

Vield edullisempia ovat kaavan Ib

R,

(Ib)
HN

sernaift
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mukaiset yhdisteet, jossa kaavassa tdhteilld R;, R,, R; ja
R, on tdhdn asti kaavan I mukaisille yhdisteille esitetyt
merkitykset, tai tdllaisten suolan muodostavia ryhmid

sisdltédvien yhdisteiden farmaseuttisesti k&dyttdkelpoiset

suolat.

Erityisen edullisia ovat kaavan Ib mukaiset yhdisteet tai
tdllaisten suolan muodostavia ryhmid sis&dltédvien yhdis-
teiden farmaseuttisesti kdyttokelpoiset suolat, joissa R,
merkitsee vetyd, R, merkitsee vetyd, alempialkoksikar-
bonyylid, etenkin sek- tai tert-alempialkyyli-oksikar-
bonyylid, esim. butoksikarbonyylid, kuten tert-butoksi-
karbonyylid tai isobutoksikarbonyylid, erityisen edulli-
sesti tert-butoksikarbonyylid, tai heterosyklyylikar-
bonyyliad, jossa heterosyklyyli sisdltdd 5 tal 6 rengas-
atomia, on tyydyttynyt ja sitoutunut rengastyppiatomin
kautta karbonyyliryhmddn ja sis&@ltdd rengasjdsenend sito-
van typpiatomin lis#ksi substituoimattoman tai C,-C,~al-
kyylitdhteelld substituoidun ryhm&n NH, O, S, S=0 tai SO,,
etenkin piperatsinokarbonyylid, N-C,-C,~alkyyli-piperat-
sinokarbonyylid, esim. N-metyyli- tai N-etyylipiperat-
sinokarbonyylid, morfolinokarbonyylid, tiomorfolinokar-
bonyylid, S-oksotiomorfolinokarbonyylid tai S,S-diokso-
tiomorfolinokarbonyylid, erityisen edullisesti morfo-
linokarbonyylid, R; merkitsee rengastyppiatomin kautta
sitoutunutta heterosyklyylid, kuten ylld on md&dritelty
heterosyklyylikarbonyylin R, yhteydessid, etenkin piperat-
sinoa, N-C,-C,~alkyyli-piperatsinoa, esim. N-metyyli- tai
N-etyylipiperatsinoa, morfolinoa, tiomorfolinoa, S-okso-
tiomorfolinoa tai S,S-dioksotiomorfolinoca, erityisen

edullisesti morfolinoa, ja R, merkitsee vetyd.

Vield nditdkin edullisempia ovat kaavan Ib mukaiset yh-
disteet tai tdllaisten suolan muodostavia ryhmid sisdlta-
vien yhdisteiden farmaseuttisesti hyvdksyttdvdt suolat,
joissa R; merkitsee vetyd, R, merkitsee vetyd, sek- tai

tert-alempialkyyli-oksikarbonyylid, piperatsinokarbonyy-
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1id, N-C,-C,~alkyyli-piperatsinokarbonyylid, morfolinokar-
bonyylid, tiomorfolinokarbonyylid, S-oksotiomorfolinokar-
bonyylid tai S,S-dioksotiomorfolinokarbonyylid, R; merkit-
see morfolinoa, tiomorfolinoa, S-oksotiomorfolinoa tai
S,S-dioksotiomorfolinoa, etenkin morfolinoa tai tiomor-

folinoa, erityisen edullisesti morfolinoa ja R, merkitsee

vetya.

Erityisen edullisia ovat ne kaavan Ib mukaiset yhdisteet,
joissa R, merkitsee vetyd, R, merkitsee alempialkoksikar-
bonyyli&d, etenkin sek- tai tert-alempialkyyli-oksikar-
bonyyli&d, kuten tert-butoksikarbonyylid tai isobutoksi-
karbonyylid, R; merkitsee morfolinoa ja R, merkitsee ve-

ty4d.

Ensisijaisesti keksintd koskee esimerkeissd mainittuja
yhdisteitd tai ndiden yhdisteiden farmaseuttisesti kdyt-
tokelpoisia suoloja, mikdli esiintyy suolan muodostavia

ryhmid.

Kaavan I mukaiset yhdisteet ja t&dllaisten vdhint&d&n yhden
suolan muodostavan ryhmdn sis&dltdvien yhdisteiden suolat
valmistetaan sindnséd tunnettujen menetelmien mukaisesti

esim. siten, ettd

a) kaavan I mukaisten yhdisteiden valmistamiseksi, joissa
vdhintddn toinen tdhteistd R, tai R, merkitsee alempial-
kyylid ja toinen merkitsee vetyd tai R, ja R, merkitsevdt
molemmat alempialkyylid ja muilla tdhteilld on kaavan I
mukaisille yhdisteille mainitut merkitykset, kaavan II

R,

(I)
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mukainen aminoyhdiste (joka vastaa kaavan I mukaista yh-
distettd, jossa R; ja R, merkitsevdt vetyd), jossa téah-
teilld R; ja R, on kaavan I mukaisille yhdisteille maini-
tut merkitykset ja jossa vapaat funktionaaliset ryhmét
lukuun ottamatta reaktioon osallistuvia ryhmid voivat
esiintyd tarvittaessa suojatussa muodossa, saatetaan rea-
goimaan alkylointireagenssin kanssa tdhteen alempialkyyli
R,, tdhteen alempialkyyli R, tai molempien t&hteiden alem-
pialkyyli R, ja alempialkyyli R, liitt&dmiseksi ja lohkais-

taan esiintyvdt suojaryhmdt, tai

b) kaavan I mukaisen yhdisteen valmistamiseksi, jossa R,
merkitsee alempialkoksikarbonyylid, fenyyli- tai naftyy-
li-alempialkoksikarbonyylid, heterosyklyylikarbonyylid,
jossa heterosyklyyli sisdltdd 5 tai 6 rengasatomia, on
tyydyttynyt ja sitoutunut rengastyppiatomin kautta kar-
bonyyliryhmddn ja sisdltdi rengasjdsenend sitovan typ-
piatomin lisdksi substituoimattoman tai C,~-C,~alkyylitdh-
teelld substituoidun ryhmdn NH, O, S, S=0 tai SO,, alem-
pialkanoyylid, fenyyli- tai naftyylialempialkanoyylid tai
alempialkaanisulfonyylid ja muilla t&hteilld on esitetyt
merkitykset, ja jolloin vapaat funktionaaliset ryhmét
lukuunottamatta reaktioon osallistuvia ryhmid voivat

esiintyd tarvittaessa suojatussa muodossa, kaavan 1V

R,

(V)
HN 3

mukainen aminoyhdiste, jossa tadhteilld R,, R; ja R, on kaa-
van I mukaisille yhdisteille esitetyt merkitykset ja jos-
sa vapaat funktionaaliset ryhmdt lukuunottamatta reak-
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tioon osallistuvia ryhmid voivat esiintyd tarvittaessa
suojatussa muodossa, tai sen reaktiokykyinen aminojohdan-

nainen kondensoidaan kaavan V
R,-OH (V)

mukaisella hapolla, jossa R, merkitsee alempialkoksikar-
bonyylid, fenyyli- tai naftyyli-alempialkoksikarbonyylid,
heterosyklyylikarbonyylid, jossa heterosyklyyli sisdltdd
5 tai 6 rengasatomia, on tyydyttynyt ja sitoutunut ren-
gastyppiatomin kautta karbonyyliryhmddn ja sisdltdd ren-
gasjédsenend sitovan typpiatomin lis&ksi substituoimatto-
man tai C;-C,~alkyylitdhteelld substituoidun ryhm&n NH, O,
S, S=0 tai SO,, alempialkanoyylid, fenyyli- tai naftyy-
lialempialkanoyylid tai alempialkaanisulfonyylid ja jossa
vapaat funktionaaliset ryhmdt lukuunottamatta reaktioon
osallistuvia ryhmid voivat esiintyd tarvittaessa suoja-
tussa muodossa, tai tdmdn reaktiokykyiselld happojohdan-
naisella ja lohkaistaan esiintyvdt suojaryhmidt, tai

c) kaavan VI

VI
HN N R, (VD

mukainen aminoyhdiste, jossa t&hteille R, ja R, on kaavan
I mukaisille yhdisteille esitetyt merkitykset ja jossa
vapaat funktionaaliset ryhmdt lukuunottamatta reaktioon
osallistuvia ryhmid voivat esiintyd tarvittaessa suoja-
tussa muodossa, tai sen reaktiokykyinen aminojohdannainen

kondensoidaan kaavan VII
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(VID)

mukaisella karboksyylihapolla, jossa tdhteilld R, ja R, on
kaavan I mukaisille yhdisteille esitetyt merkitykset ja
jossa vapaat funktionaaliset ryhmdt lukuunottamatta reak-
tioon osallistuvia ryhmid voivat esiintyd tarvittaessa
suojatussa muodossa, tai sen reaktiokykyiselld happojoh-

dannaisella ja lohkaistaan esiintyvdt suojaryhmdt, tai

d) kaavan VIII
R4

(VII)
H,N A

o)
mukainen aminoyhdiste, jossa t&hteilld R, ja R, on kaavan

I mukaisille yhdisteille esitetyt merkitykset ja jossa
vapaat funktionaaliset ryhm&t lukuunottamatta reaktioon
osallistuvia ryhmid voivat esiintyd tarvittaessa suoja-
tussa muodossa, tai sen reaktiokykyinen aminojohdannainen

kondensoidaan kaavan IX

OH (EK)

mukaisella karboksyylihapolla, jossa tdhteilld R, ja R, on
kaavan I mukaisille yhdisteille esitetyt merkitykset ja
jossa vapaat funktionaaliset ryhmdt lukuunottamatta reak-

tioon osallistuvia ryhmid voivat esiintyd tarvittaessa
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suojatussa muodossa, tai sen reaktiokykyiselld happojoh-

dannaisella ja lohkaistaan esiintyvdt suojaryhmidt, tai

e) kaavan X
R;-H (X)

mukainen yhdiste, jossa tdhteelld R; on kaavan I mukaisil-
le yhdisteille esitetyt merkitykset ja jossa vapaat funk-
tionaaliset ryhmdt lukuunottamatta reaktioon osallistuvia
ryhmid voivat esiintyd tarvittaessa suojatussa muodossa,
tai sen reaktiokykyinen johdannainen kondensoidaan kaavan
XTI

OH (XI)
HN

mukaisella karboksyylihapolla, jossa tdhteilld R,, R, ja R,
on kaavan I mukaisille yhdisteille esitetyt merkitykset
ja jossa vapaat funktionaaliset ryhmdt lukuunottamatta
reaktioon osallistuvia ryhmid voivat esiintyd tarvittaes-
sa suojatussa muodossa, tai sen reaktiokykyiselld happo-

johdannaisella ja lohkaistaan esiintyvat suojaryhmit,

ja haluttaessa muunnetaan jonkin edelld esitetyn menetel-
mdn a) - e) mukaisesti saatu kaavan I mukainen, vdhintdén
yhden suolan muodostavan ryhmdn sisdltdvad yhdiste sen
suolaksi tai saatava suola vapaaksi yhdisteeksi tai jok-
sikin toiseksi suolaksi ja/tai erotetaan mahdollisesti
saatavat kaavan I mukaisten yhdisteiden isomeeriseokset
ja/tai muunnetaan keksinndn mukainen kaavan I vhdiste
joksikin toiseksi keksinndn mukaiseksi kaavan I yhdis-

teeksi.
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Menetelmd a) (nukleofiilinen substituutio)

Kaavan II mukaisissa l&htbaineissa funktionaaliset ryhmdt
lukuunottamatta ryhmid, joiden tulee osallistua reaktioon
tai jotka eivdt reagoi reaktio-olosuhteissa, on suojattu

toisistaan riippumatta suojaryhmilla.

Alkylointireagenssina tdhteen alempialkyyli R,, t&hteen
alempialkyyli R, tai molempien t&dhteiden alempialkyyli R,
ja alempialkyyli R, liittdmiseksi ovat etenkin seuraavat

reagenssit:

Saksalaisessa hakemusjulkaisussa 2 331 133 on esitetty
alkylointiaineita, jotka voidaan saattaa reagoimaan jul-
kaisussa mainituissa olosuhteissa kaavan I mukaisen yh-

disteen kanssa.
Muita alkylointiaineita ovat vastaavat kaavan III
R-Y (I1I)

mukaiset alempialkyyliyhdisteet, jossa kaavassa R merkit-
see tdhdettd R, ja/tai R, vastaavaa alempialkyylit&hdettd
ja Y merkitsee poistuvaa ryhmdd. Poistuva ryhmd on eten-
kin nukleofuginen poistuva ryhmd, Jjona on vahvalla ep&dor-
gaanisella tai orgaanisella hapolla esterdity hydroksi,
kuten mineraalihapolla, esim. halogeenivetyhapolla, kuten
kloorivety-, bromivety- tai jodivetyhapolla, tai vahvalla
orgaanisella sulfonihapolla, kuten mahdollisesti esim.
halogeenilla, kuten fluorilla substituoidulla alempial-~
kaanisulfonihapolla tai aromaattisella sulfonihapolla,
esim. mahdollisesti alempialkyylilld, kuten metyylilla,
halogeenilla, kuten bromilla ja/tai nitrolla substituoi-
dulla bentseenisulfonihapolla, esim. metaanisulfoni-,
trimetaanisulfoni- tai p-tolueenisulfonihapolla esterdity

hydroksi tai typpivetyhapolla esterdity hydroksi.
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Reaktio voi tapahtua ensimmdisen tai toisen kertaluvun
nukleofiilisen substituution olosuhteissa.

Esimerkiksi kaavan III mukainen yhdiste saatetaan reagoi-
maan polaarisessa aproottisessa liuottimessa, esim. ase-
tonissa, asetonitriilissd, nitrometaanissa, dimetyylisul-
foksidissa, heksametyylifosforihappotriamidissa tai dime-
tyyliformamidissa, kaavan II mukaisen aminoyhdisteen
kanssa, tai reaktio suoritetaan proottisessa liuvottimes-
sa, esim. alkoholeissa, kuten metanolissa, etanolissa,
etyleeniglykolissa tai isopropanolissa, tai vedessd, jo-
hon on sekoitettu mahdollisesti liukoiseksi tekevidksi
aineeksi orgaanisia liuottimia, esim. etanolia, tetrahyd-
rofuraania tai asetonia. Reaktio suoritetaan katalysaat-
toreiden, kuten Lewis-happojen, esim. SnCl;:n, BF;:n,
AlCl,:n, FeCly:n, ZnCl,:n tai SbCls:n ldsndollessa tai
puuttuessa, jolloin mainittuja Lewis-happoja kdytetdé&n
etenkin silloin, kun Y on halogeeniatomi. Substituu-
tioreaktio suoritetaan mahdollisesti alennetussa tai ko-
rotetussa lampdtilassa, esim. n. -40° - n. 120°C:n, eten-
kin n. -10° - n. 100°C:n lampdtila-alueella ja mahdolli-
sesti inertin kaasun, esim. typen tai argonin atmosfdd-

rissa.

Reaktio voidaan suorittaa myds siten, ettd kdytetddn pe-
ridkkdin kahta erilaista kaavan III mukaista yhdistettd,
niin etti valmistetaan kaavan I mukaisia yhdisteitd,
joissa R, ja R, merkitsevdt erilaisia alempialkyylitd@htei-
td. Tdmd saadaan aikaan esimerkiksi kdytt&mdlld sopivia
stokiometrisiid mdiriid lihtdyhdisteitd, esim. liitettdessd
ensimmdinen alempialkyylitdhde kdyttdmdlld molaarista
mddrdd ensimmdistd kaavan III mukaista yhdistettd, joka
on vidhemmdn kuin kaavan II mukaisen yhdisteen molaarinen
mddrd, tai kdyttdmdlld sopivia aminosuojaryhmid, jotka
lohkaistaan ensimmdisen alkyloinnin jélkeen, ja alkyloi-

malla tdmdn jdlkeen toisella kaavan III mukaisella yhdis-
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teelld, jossa on toinen alempialkyylitidhde kuin ensimmidi-

sessd yhdisteessi.

Ldhtbdaineissa esiintyvien funktionaalisten ryhmien, joi-
den reaktiota tulee v&dlttdd, etenkin karboksi-, amino-,
imino- tai hydroksiryhmien suojaryhmii ovat etenkin ne
suojaryhmdt (conventional protecting groups), joita kidy-
tetddn tavanomaisesti peptidiyhdisteiden, mutta myds ke-
falosporiinien ja penisilliinien sekd nukleiinihappojoh-
dannaisten ja sokereiden synteesissd. Ndmd suojaryhmit
voivat esiintyd jo esiasteissa ja niiden tulee suojata
kyseessd olevat funktionaaliset ryhmdt ei-toivotuilta
sivureaktioilta, kuten asyloinneilta, eetterdinneiltsd,
esterdinneiltd, hapetuksilta, solvolyysiltd jne. Tietyis-
sd tapauksissa suojaryhmidt voivat tdmdn lisdksi saada
aikaan reaktioiden selektiivisen, esimerkiksi stere-
oselektiivisen kulun. Luonteenomaista suojaryhmille on
se, ettd ne ovat.lohkaistavissa helposti, s.o. ilman ei-
toivottuja sivureaktioita, esimerkiksi solvolyyttisesti,
pelkistyksen avulla, fotolyyttisesti tai myds entsymaat-
tisesti, esim. fysiologisissa olosuhteissa ja ettd ne
eivdt esiinny lopputuotteissa. Kaavan I mukaisilla, suo-
jattuja funktionaalisia ryhmid sisdltdvilld yhdisteilla
voi olla suurempi metabolinen stabiilius tai muulla ta-
voin parantuneet farmakodynaamiset ominaisuudet kuin vas-
taavilla vapaita funktionaalisia ryhmid sis&dltdvilla yh-

disteillsd.

Funktionaalisten ryhmien suojaamista t&dllaisilla suoja-
ryhmilld, itse suojaryhmid sekd niiden lohkaisureaktioita
on esitetty esimerkiksi vakioteoksissa, kuten J. F. W.
McOmie, "Protective Groups in Organic Chemistry", Plenum
Press, Lontoo ja New York 1973, Th. W. Greene, "Protecti-
ve Groups in Organic Synthesis", Wiley, New York 1989,
"The Peptides", osa 3 (E. Gross ja J. Meienhofer, julk.),
Academic Press, Lontoo ja New York 1981, "Methoden der

organischen Chemie", Houben-Weyl, 4. painos, osa 15/I,
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Georg Thieme Verlag, Stuttgart 1974, H.-D. Jakubke ja H.
Jescheit, "Aminosduren, Peptide, Proteine", Verlag Che-
mie, Weinheim, Deerfield Beach ja Basel 1982 ja Jochen
Lehmann, "Chemie der Kohlenhydrate: Monosaccharide und

Derivate", Georg Thieme Verlag, Stuttgart 1974.

Karboksiryhmd8 on suojattu esim. esteriryhmd@n&d, joka on
lohkaistavissa selektiivisesti miedoissa olosuhteissa.
Esterdidyssd muodossa suojattu karboksiryhmd on esterdity
ensisijaisesti alempialkyyliryhm&dlld, joka on edullisesti
haarautunut alempialkyyliryhmdn l-asemassa tai substitu-
oitu alempialkyyliryhmdn 1- tai 2-asemassa sopivilla sub-
stituenteilla.

Suojattu karboksiryhmd, joka on esterdity alempialkyyli-
ryhmd114, on esimerkiksi metoksikarbonyyli tai etoksikar-

bonyyli.

Suojattu karboksiryhmd, joka on esterdity alempialkyyli-
ryhmdlld, joka on haarautunut alempialkyyliryhmdn l-ase-
massa, on esimerkiksi tert-alempialkoksikarbonyyli, esim.
tert-butoksikarbonyyli, tai sek-alempialkoksikarbonyyli,

esim. isobutoksikarbonyyli.

Suojattu karboksiryhmd, joka on esterdity alempialkyyli-
ryhmdlld, joka on substituoitu alempialkyyliryhmd&n 1- tai
2-asemassa sopivilla substituenteilla, on esimerkiksi
yhden tai kaksi aryylitdhdettd sisdltdvd aryylimetoksi-
karbonyyli, jossa aryyli merkitsee substituoimatonta tai
esim. alempialkyylilld, esim. tert-alempialkyylilld, ku-
ten tert-butyylilld, alempialkoksilla, esim. metoksilla,
hydroksilla, halogeenilla, esim. kloorilla ja/tai nitrol-
la mono-, di- tai trisubstituoitua fenyylid, esim. bent-
syylioksikarbonyyli, mainituilla substituenteilla substi-
tuoitu bentsyylioksikarbonyyli, esim. 4-nitrobentsyyliok-
sikarbonyyli tai 4-metoksibentsyylioksikarbonyyli, di-
fenyylimetoksikarbonyyli tai mainituilla substituenteilla
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substituoitu difenyylimetoksikarbonyyli, esim. di~-(4-me-
toksifenyyli)-metoksikarbonyyli, fluorenyylimetoksikar-
bonyyli, edelleen alempialkyyliryhmdlld esterdity karbok-
si, jolloin alempialkyyliryhmd on substituoitu 1- tai 2-
asemassa sopivilla substituenteilla, kuten l-alempialkok-
sialempialkoksikarbonyyli, esim. metoksimetoksikarbonyy-
1i, l-metoksietoksikarbonyyli tai 1l-etoksietoksikarbonyy-
1i, 1-alempialkyylitiocalempialkoksikarbonyyli, esim. 1-
metyylitiometoksikarbonyyli tai l-etyylitioetoksikar-
bonyyli, aroyylimetoksikarbonyyli, jossa aroyyliryhmi
merkitsee mahdollisesti esimerkiksi halogeenilla, kuten
bromilla substituoitua bentsoyyli&d, esim. fenasyylioksi-
karbonyyli, 2-halogeenialempialkoksikarbonyyli, esim.
2,2,2-trikloorietoksikarbonyyli, 2-bromietoksikarbonyyli
tai 2-jodietoksikarbonyyli, sekd 2-(trisubstituoitu si-
lyyli)-alempialkoksikarbonyyli, jossa substituentit mer-
kitsevdt toisistaan riippumatta kulloinkin mahdollisesti,
esim. alempialkyylilld, alempialkoksilla, aryylilld, ha-
logeenilla ja/tai nitrolla substituoitua alifaattista,
aralifaattista, sykloalifaattista tai aromaattista hiili-
vetytdhdettd, esimerkiksi mahdollisesti yll&d esitetylléd
tavalla substituoitu alempialkyyli, fenyylialempialkyyli,
sykloalkyyli tai fenyyli, esim. 2-trialempialkyylisilyy-
lialempialkoksikarbonyyli, kuten 2-trialempialkyylisilyy-
lietoksikarbonyyli, esim. 2-trimetyylisilyylietoksikar-
bonyyli tai 2-(di-n-butyyli-metyyli-silyyli)-etoksikar-
bonyyli, tai 2-triaryylisilyylietoksikarbonyyli, kuten
trifenyylisilyylietoksikarbonyyli.

Karboksiryhmd suojataan myds orgaanisena silyylioksikar-
bonyyliryhmdand. Orgaaninen silyylioksikarbonyyliryhmd on
esimerkiksi trialempialkyylisilyylioksikarbonyyliryhmd,
esim. trimetyylisilyylioksikarbonyyli tai etenkin tert-
butyyli-dimetyylisilyylioksikarbonyyli. Silyylioksikar-
bonyyliryhmdn piiatomi voi olla substituoitu my&s kahdel-
la alempialkyyli~, esim. metyyliryhmdlld ja suojattavan
vyhdisteen toisen molekyylin amino- tai karboksiryhm&113§.
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Tdllaisia suojaryhmid sisdltdvidt yhdisteet voidaan val-
mistaa kdyttdmdlld silylointiaineena esim. dimetyylikloo-

risilaania.

Karboksiryhmd suojataan my8s sisdisen esterin muodossa,
jossa on sopivalla etdisyydelld, esim. y-asemassa karbok-
siryhm&n suhteen molekyylissd esiintyvd hydroksiryhmd,

s.o. laktonin, etenkin <q-laktonin muodossa.

Suojattu karboksiryhmd8 on edullisesti tert-alempialkoksi-
karbonyyli, esim. tert-butoksikarbonyyli, bentsyylioksi-
karbonyyli, 4-nitrobentsyylioksikarbonyyli, 9-fluorenyy-
limetoksikarbonyyli tai difenyylimetoksikarbonyyli, tri-
alempialkyylisilyylioksikarbonyyli, esim. tert-butyylidi-
metyylisilyylioksikarbonyyli tai laktonin, etenkin y-lak-

tonin muodossa suojattu karboksiryhmd.

Suojattu aminoryhmd8 on suojattu aminosuojaryhmdlld, esim.
asyyliamino-, aryylimetyyliamino-, eetterdidyn merkapto-
amino-, 2-asyyli-alempialk-l-enyyliamino- tai silyy-

liaminoryhmdn muodossa tai atsidoryhméni.

Asyyliaminoryhmdssd asyyli on esimerkiksi orgaanisen,
esim. korkeintaan 18 hiiliatomia sisdltdvdn karboksyyli-
hapon, etenkin mahdollisesti, esim. halogeenilla tai
aryylilld substituoidun alempialkaanikarboksyylihapon tai
mahdollisesti, esim. halogeenilla, alempialkoksilla tai
nitrolla substituoidun bentsoehapon, tai edullisesti hii-
lihappopuoliesterin asyylitdhde. Tdllaisia asyyliryhmid
ovat etenkin alempialkanoyyli, kuten formyyli, asetyyli,
propionyyli tai pivaloyyli, halogeenialempialkanoyyli,
esim. 2-halogeeniasetyyli, kuten 2-kloori-, 2-bromi-, 2-
jodi-, 2,2,2-trifluori- tai 2,2,2-triklooriasetyyli, mah-
dollisesti esim. halogeenilla, alempialkoksilla tai nit-
rolla substituoitu bentsoyyli, kuten bentsoyyli, 4-kloo-
ribentsoyyli, 4-metoksibentsoyyli tai 4-nitrobentsoyyli,
alempialkoksikarbonyyli, etenkin alempialkyylitdhteen 1-
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asemassa haarautunut tai 1- tai 2-asemassa sopivasti sub-
stituoitu alempialkoksikarbonyyli, esim. tert-alempial-
koksikarbonyyli, kuten tert-butoksikarbonyyli, aryy-
lialempialkoksikarbonyyli, esim. aryylimetoksikarbonyyli,
jossa on yksi, kaksi tai kolme aryylit&hdettd, jotka mer-
kitsevdt mahdollisesti esim. alempialkyylilld, etenkin
tert-alempialkyylilld, kuten tert-butyylillid, alempial-
koksilla, kuten metoksilla, hydroksilla, halogeenilla,
kuten kloorilla ja/tai nitrolla mono- tai polysubstituoi-
tua fenyylid, esim. bentsyylioksikarbonyyli, 4-nitrobent-
syylioksikarbonyyli, difenyylimetoksikarbonyyli, 9-fluo-
renyylimetoksikarbonyyli tai di-(4-metoksifenyyli)metok-
sikarbonyyli, aroyylimetoksikarbonyyli, jossa aroyyliryh-
mid merkitsee etenkin mahdollisesti, esim. halogeenilla,
kuten bromilla substituoitua bentsoyylid, esim. fenasyy-
lioksikarbonyyli, 2-halogeeni-alempialkoksikarbonyyli,
esim. 2,2,2-trikloorietoksikarbonyyli, 2-bromietoksikar-
bonyyli tai 2-jodietoksikarbonyyli, 2-(trisubstituoitu
silyyli)-alempialkoksikarbonyyli, esim. 2-trialempialkyy-
lisilyylialempialkoksikarbonyyli, kuten 2-trimetyy-
lisilyylietoksikarbonyyli tai 2-(di-n-butyyli-metyyli-
silyyli)-etoksikarbonyyli, tai triaryylisilyylialempial-
koksikarbonyyli, esim. 2-trifenyylisilyylietoksikarbonyy-

1i.

Aryylimetyyliaminoryhmdssd, esim. mono-, di- tai etenkin
triaryylimetyyliaminoryhmdssd aryylitdhteet ovat etenkin
mahdollisesti substituoituja fenyylitdhteitd. T&dllaisia

ryhmid ovat esim. bentsyyli-, difenyylimetyyli- tai eten-

kin trityyliamino.

Eetterdidyssd merkaptoaminoryhmdssd merkaptoryhmd esiin-
tyy ensisijaisesti substituoituna aryylitiona tai aryy-
lialempialkyylitiona, jossa aryyli merkitsee esimerkiksi
mahdollisesti esim. alempialkyylilld, kuten metyylillé

tai tert-butyylilld, alempialkoksilla, kuten metoksilla,
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halogeenilla, kuten kloorilla ja/tai nitrolla substituoi-

tua fenyylid, esim. 4-nitrofenyylitiona.

Aminosuojaryhmé&nd kdyttdkelpoisessa 2-asyyli-alempialk-1-
enyylitihteessi asyyli on esim. alempialkaanikarboksyyli-
hapon, mahdollisesti esim. alempialkyylilld, kuten metyy-
1i11d tai tert-butyylillsd, alempialkoksilla, kuten metok-
silla, halogeenilla, kuten kloorilla ja/tai nitrolla sub-
stituoidun bentsoehapon, tai etenkin hiilihappopuolieste-
rin, kuten hiilihappo-alempialkyylipuoliesterin vastaava
tdhde. Vastaavia suojaryhmid ovat ensisijaisesti l-alem-
pialkanoyyli-alempialk-1l-en-2-yyli, esim. l-alempialkano-
yyli-prop-l-en-2-yyli, kuten l-asetyyli-prop-l-en-2-yyli,
tai alempialkoksikarbonyyli-alempialk-l-en-2-yyli, esim.
alempialkoksikarbonyyli~prop-l-en-2-yyli, kuten l-etoksi~
karbonyyli-prop-1-en-2-yyli.

Silyyliaminoryhmd on esimerkiksi trialempialkyylisilyy-
liaminoryhmd, esim. trimetyylisilyyliamino tai tert-bu-
tyyli~dimetyylisilyyliamino. Silyyliaminoryhmdn piiatomi
voi olla mySs substituoitu ainoastaan kahdella alempial-
kyyliryhmdlld, esim. metyyliryhm&lld ja kaavan I toisen
molekyylin aminoryhmdlld tai karboksyyliryhmdlld. Tdllai-
sia suojaryhmid sisdltdvdt yhdisteet voidaan valmistaa
kdyttdmdlld silylointiaineena esim. vastaavia kloo-

risilaaneja, kuten dimetyylikloorisilaania.

Aminoryhmd voidaan suojata myd6s muuntamalla protonoituun
muotoon; protonidonaattoreina tulevat kysymykseen ensisi-
jaisesti vahvat epdorgaaniset hapot, kuten rikkihappo,
fosforihappo tai halogeenivetyhapot, esim. kloori- tai
bromivetyhappo, tai orgaaniset sulfonihapot, kuten p-to-

lueenisulfonihappo.

Edullisia aminosuojaryhmid ovat alempialkoksikarbonyyli,
fenyylialempialkoksikarbonyyli, 9-fluorenyylialempialkok-
sikarbonyyli, 2-alempialkanoyyli-alempialk-l~-en-2-yyli
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tai alempialkoksikarbonyyli-alempialk-l1-en-2-yyli, eten-
kin edullisesti tert-butoksikarbonyyli tai bentsyylioksi-
karbonyyli.

Iminosuojaryhmien suojaamiseksi voidaan k&dyttdd kaikkia
mainittuja yksiarvoisia aminosuojaryhmid ja, mikdli ke-
miallisesti mahdollista, myds kaksiarvoisia aminosuoja-

ryhmid.

Hydroksiryhmd voi olla suojattu esimerkiksi asyyliryhm&l-
14, esim. halogeenilla, kuten kloorilla, substituoidulla
alempialkanoyylilld, kuten 2,2-diklooriasetyylilld, tai
etenkin hiilihappopuoliesterin suojattujen aminoryhmien
vhteydessd mainitulla asyylitdhteelld. Erds edullinen
hydroksisuojaryhmd on esimerkiksi 2,2,2-trikloorietoksi-
karbonyyli, 4-nitrobentsyylioksikarbonyyli, difenyylime-
toksikarbonyyli tai trityyli. Hydroksiryhmd voi olla suo-
jattu myds trialempialkyylisilyylilld, esim. trimetyy-
lisilyylilld, tri-isopropyylisilyylilld tai etenkin tert-
butyyli-dimetyylisilyylillad, helposti lohkaistavalla eet-
terdivdlld ryhmdlld, esim. alkyyliryhmdlld, kuten tert-
alempialkyylilld, esim. tert-butyylillsd, oksa- tai tia-
alifaattisella tai -sykloalifaattisella, etenkin 2-oksa-
tai 2-tia-alifaattisella tai -sykloalifaattisella hiili-
vetytdhteelld, esimerkiksi l-alempialkoksialempialkyylil-
14 tai 1-alempialkyylitiocalempialkyylilld, kuten metoksi-
metyylilld, l1l-metoksietyylilld, l-etoksietyylilld, metyy-
litiometyylillid, l-metyylitioetyylilld tai 1l-etyylitio-
etyylilli, tai 2-oksa- tai 2-tiasykloalkyylilld, jossa on
5 - 7 rengasatomia, kuten 2-tetrahydrofuryylilld tai 2-
tetrahydropyranyylillsd, tai vastaavalla tia-analogilla,
sekid 1-fenyylialempialkyylilld, kuten bentsyylilld, di-
fenyylimetyylillid tai trityylilld, jolloin fenyylitdhteet
voivat olla substituoituja esimerkiksi halogeenilla,
esim. kloorilla, alempialkoksilla, esim. metoksilla ja/-

tal nitrolla.
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Kaksi molekyylissd esiintyvdd, etenkin vierekkdistd hyd-
roksiryhmdid tai vierekkdiset hydroksi- ja aminoryhmd voi
olla suojattu esimerkiksi kaksiarvoisilla suojaryhmilld,
kuten etenkin, esimerkiksi yhdelld tai kahdella alempial-
5 kyylitidhteelld tai oksolla substituoidulla metyleeniryh-
milld, esim. substituoimattomalla tai substituoidulla
alkylideenilld, esim. alempialkylideenilli, kuten isopro-
pylideenilld, sykloalkylideenilld, kuten sykloheksyli-
deenilld, karbonyyliryhmdlld tai bentsylideenilli.
10
Karboksiryhm8n vieressd oleva hydroksiryhmd voi olla suo-

jattu muodostamalla sisdinen esteri (laktoni), etenkin 9-

laktoni.

15 Edullisesti suojattu hydroksiryhmd on suojattu trialem-
pialkyylisilyylilld tai laktonina, etenkin tert-butyyli-
dimetyylisilyylilld tai v-laktonina.

Suojaryhmédnd, esimerkiksi karboksisuojaryhmdnd tarkoite-
20 taan tdmdn hakemuksen merkityksessd nimenomaan myds hel-
posti lohkaistavalla tavalla suojattavaan funktionaali-
seen ryhmddn, esimerkiksi karboksiryhm&dn yhdistettyd
”’f polymeeristd kantoainetta, kuten sellaista, joka sopii
{“f esim. Merrifield-synteesiin. Tdllainen sopiva polymeeri-
s2s nen kantoaine on etenkin kopolymeroimalla divinyylibent-
' seenilld heikosti silloitettu polystyreenihartsi, joka
sisdltdd reversiibeliin sidokseen sopivia siltajdsenid.

Suojaryhmien, jotka eivdt ole halutun kaavan I mukaisen
.t 30 lopputuotteen osana, esim. karboksi-, amino-, imino- ja/-
e tai hydroksisuojaryhmien lohkaisu tapahtuu sindnsd tunne-
K tulla tavalla, esim. solvolyysin, etenkin hydrolyysin,
. alkoholyysin tai asidolyysin avulla tai pelkistyksen
. avulla, etenkin hydraamalla tai muiden pelkistysaineiden
.3 35 avulla, sekd fotolyysin avulla mahdollisesti asteittain
: tai samanaikaisesti, jolloin voidaan kdyttdd myds entsy-

maattisia menetelmid. Suojaryhmien lohkaisua selitetdé&n
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esimerkiksi edelld kappaleessa "Suojaryhmidt" mainituissa

vakioteoksissa.

Siten esimerkiksi suojattu karboksi, esim. tert-alempial-
koksikarbonyyli, 2-asemassa trisubstituoidulla silyyli-
ryhmdll3d tai l-asemassa alempialkoksilla tai alempialkyy-
litiolla substituoitu alempialkoksikarbonyyli tai mahdol-
lisesti substituoitu difenyylimetoksikarbonyyli voidaan
muuntaa vapaaksi karboksiksi k&dsittelemdlld sopivalla
hapolla, kuten muurahaishapolla, kloorivedylld tai tri-
fluorietikkahapolla, mahdollisesti lisd&mi#lld nukleofii-
listd yhdistettd, kuten fenolia tai anisolia. Mahdolli-
sesti substituoitu bentsyylioksikarbonyyli voidaan va-
pauttaa esim. hydraamalla, s.o. kdsittelemdlld vedylla
metallisen hydrauskatalysaattorin, kuten palladiumkata-
lysaattorin ldsndollessa. Edelleen sopivasti substituoitu
bentsyylioksikarbonyyli, kuten 4-nitrobentsyylioksikar-
bonyyli voidaan muuntaa vapaaksi karboksiksi myds pelkis-
tyksen avulla, esim. k&dsittelemdlld alkalimetalli-di-
tioniitilld, kuten natrium-ditioniitilld, tai pelkistd-
vdlld metallilla, esim. sinkilld, tai pelkistdvdlld me-
tallisuolalla, kuten kromi-II-suolalla, esim. kromi~II-
kloridilla, tavanomaisesti wvetyd luovuttavan aineen léds-
ndollessa, joka yhdessd metallin kanssa voi muodostaa
syntyvdd vetyd, kuten hapon, ensisijaisesti sopivan kar-
boksyylihapon, kuten mahdollisesti esim. hydroksilla sub-
stituoidun alempialkaanikarboksyylihapon, esim. etikkaha-
pon, muurahaishapon, glykolihapon, difenyyliglykolihapon,
maitohapon, mantelihapon, 4-kloorimantelihapon tai vii-
nihapon, tai alkoholin tai tiolin l&sn&ollessa, jolloin
lisdtddn edullisesti vettd. Kdsittelemdlld pelkistédvdlla
metallilla tai metallisuolalla, kuten ylld on esitetty,
myds 2-halogeenialempialkoksikarbonyyli (mahdollisesti
muuntamalla 2-bromialempialkoksikarbonyyliryhmd vastaa-
vaksi 2-jodialempialkoksikarbonyyliryhmédksi) tai aroyyli-
metoksikarbonyyli voidaan muuntaa vapaaksi karboksiksi.
Aroyylimetoksikarbonyyli voidaan lohkaista samoin kdsit-
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telemdlld nukleofiiliselld, etenkin suolan muodostavalla
reagenssilla, kuten natriumtiofenolaatilla tai natriumjo-
didilla. 2-(trisubstituoitu silyyli)-alempialkoksikar-
bonyyli, kuten 2-trialempialkyylisilyylialempialkoksikar-
bonyyli voidaan muuntaa vapaaksi karboksiksi myo6s kdsit-
telemd@l18 fluorivetyhapon fluoridianionin tuottavalla
suolalla, kuten alkalimetallifluoridilla, esim. natrium-
tai kaliumfluoridilla, mahdollisesti makrosyklisen poly-
eetterin ("kruunueetterin") l&dsndollessa, tal orgaanisen
kvaternaarisen emdksen fluoridilla, kuten tetra-alempial-
kyyliammoniumfluoridilla tai trialempialkyyliaryylialem-
pialkyyliammoniumfluoridilla, esim. tetraetyyliammonium-
fluoridilla tai tetrabutyyliammoniumfluoridilla aprootti-
sen polaarisen liuottimen, kuten dimetyylisulfoksidin tai
N,N-dimetyyliasetamidin ldsndollessa. Orgaanisena silyy-
lioksikarbonyylind, kuten trialempialkyylisilyylioksikar-
bonyylind, esim. trimetyylisilyylioksikarbonyylind suo-
jattu karboksi voidaan vapauttaa tavanomaisella tavalla
solvolyyttisesti, esim. kdsittelemdlld vedelld, alkoho-
lilla tai hapolla, tai lisdksi fluoridilla, kuten yll&d on
esitetty. Esterdity karboksi voidaan vapauttaa myds ent-
symaattisesti, esimerkiksi esteraaseilla tai sopivilla
peptidaaseilla, esim. esterdidylld arginiinilla tai 1ly-
siinilld, kuten lysiinimetyyliesterilld trypsiinin avul-
la. Sisdisend esterind, kuten y-laktonina suojattu kar-
boksi voidaan vapauttaa hydrolysoimalla hydroksidi-pitoi-
sen emdksen, kuten maa-alkalimetallihydroksidin tai eten-
kin alkalimetallihydroksidin, esim. NaOH:n, KOH:n tai
LiOH:n, etenkin LiOH:n ldsndollessa, jolloin samanaikai-

sesti vapautetaan vastaavasti suojattu hydroksiryhmi.

Suojattu aminoryhmd vapautetaan sindnsd tunnetulla ja
suojaryhmien tyypistd riippuen erilaisella tavalla, eten-
kin solvolyysin tai pelkistyksen avulla. Alempialkoksi-
karbonyyliamino, kuten tert-butoksikarbonyyliamino voi-
daan lohkaista happojen, esimerkiksi mineraalihappojen,

esim. halogeenivedyn, kuten kloorivedyn tai bromivedyn,
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etenkin bromivedyn, tai rikki- tai fosforihapon, erityi-
sesti kloorivedyn ldsndollessa polaarisissa liuvottimissa,
kuten vedessi tai karboksyylihapossa, kuten etikkahapos-
sa, tai eettereissd, edullisesti syklisissd eettereissd,
kuten dioksaanissa, 2-halogeenialempialkoksikarbonyy-
liamino (mahdollisesti 2-bromialempialkoksikarbonyy-
liaminoryhmdn muuntamisen jdlkeen 2-jodialempialkoksikar-
bonyyliamino-ryhmidksi), aroyylimetoksikarbonyyliamino tai
4-nitrobentsyylioksikarbonyyliamino voidaan lohkaista
esim. kdsittelemdlld sopivalla pelkistysaineella, kuten
sinkilld sopivan karboksyylihapon, kuten vesipitoisen
etikkahapon l&sndollessa. Aroyylimetoksikarbonyyliamino
voidaan lohkaista myds kdsittelemdlld nukleofiiliselld,
etenkin suolan muodostavalla reagenssilla, kuten natrium-
tiofenclaatilla, ja 4-nitrobentsyylioksikarbonyyliamino
myds kdsittelemdlld alkalimetalli-, esim. natrium-di-
tioniitilld. Mahdollisesti substituoitu difenyylimetoksi-
karbonyyliamino, tert-alempialkoksikarbonyyliamino tai 2-
(trisubstituoitu silyyli)-alempialkoksikarbonyyliamino,
kuten 2-trialempialkyylisilyylialempialkoksikarbonyy-
liamino voidaan vapauttaa kdsittelemd@lld sopivalla hapol-
la, esim. muurahais- tai trifluorietikkahapolla, mahdol-
lisesti substituoitu bentsyylioksikarbonyyliamino esim.
hydraamalla, s.o. kdsittelemd@lld vedylld sopivan hydraus-
katalysaattorin, kuten palladiumkatalysaattorin l&sndol-
lessa, edullisesti polaarisissa liuottimissa, kuten dia-
lempialkyylialempialkanoyyliamideissa, esim. dimetyyli-
formamidissa, kuten syklisissi eettereissd, esim. diok-
saanissa, tai alkoholeissa, kuten metanolissa, etanolissa
tai propanolissa, jolloin metanoli on etenkin edullinen,
mahdollisesti substituoitu triaryylimetyyliamino tai for-
myyliamino esim. kdsittelemdlld hapolla, kuten mineraali-
hapolla, esim. kloorivetyhapolla, tai orgaanisella hapol-
la, esim. muurahais-, etikka- tai trifluorietikkahapolla,
mahdollisesti veden l&sn&dollessa, Jja silyyliaminona suo-
jattu aminoryhmd esim. hydrolyysin tai alkoholyysin avul-
la. 2-halogeeniasetyylilld, esim. 2-klooriasetyylilld
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suojattu aminoryhmd voidaan vapauttaa kédsittelem#lld tio-
virtsa-aineella emdksen l&dsniollessa, tai tiovirtsa-ai-
neen tiolaattisuolalla, kuten alkalimetallitiolaatilla,
ja suorittamalla t&m&n jdlkeen muodostuneen substituu-
tiotuotteen solvolyysi, kuten alkoholyysi tai hydrolyysi.
2-(trisubstituoitu silyyli)-alempialkoksikarbonyylilli,
kuten 2-trialempialkyylisilyylialempialkoksikarbonyylilld
suojattu aminoryhmd voidaan muuntaa vapaaksi aminoryhmdk-
si myds kdsittelemdlld fluorivetyhapon fluoridianioneja
tuottavalla suolalla, kuten yllad vastaavasti suojatun
karboksiryhmdn vapauttamisen yhteydessd on esitetty. Sa-

malla tavalla voidaan lohkaista suoraan heteroatomiin,

kuten typpeen sitoutunut silyyli, kuten trimetyylisilyyli
fluoridi-ionien l&dsndollessa.

Iminoryhmien vapauttaminen tapahtuu lohkaisemalla kysees-
sd olevat suojaryhmdt vastaavalla tavalla, kuten on esi-
tetty aminoyhdisteiden yhteydessa.

Atsidoryhmdn muodossa suojattu amino muunnetaan vapaaksi
aminoksi esim. pelkistdmdlld, esimerkiksi hydraamalla
katalyyttisesti vedylld hydrauskatalysaattorin, kuten
platinaoksidin, palladiumin, palladium-aktiivihiilen tai
Raney-nikkelin ldsndollessa, pelkistdmdlld merkaptoyhdis-
teiden, kuten ditiotreitolin tai merkaptoetanolin avulla,
tai myds kdsittelemdlld sinkilld hapon, kuten etikkahapon
ldsndollessa. Katalyyttinen hydraus suoritetaan edulli-
sesti inertissd liuottimessa, kuten halogenoidussa hiili-
vedyssd, esim. metyleenikloridissa, tai myds vedessd tai
veden ja orgaanisen liuottimen, kuten alkoholin, etenkin
metanolin tai etanolin, tai dioksaanin seoksessa n. 20° -
25°C:ssa tai mySs jdahdyttden tai ldmmittden n. 0 -
50°C:n alueella normaalipaineen - 5 atm:n, etenkin n. 1

atm:n vetypaineissa.

Sopivalla asyyliryhm&dlld, trialempialkyylisilyyliryhmidlla
tai mahdollisesti substituoidulla 1-fenyylialempialkyy-
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1i113 suojattu hydroksiryhm3d vapautetaan vastaavasti suo-
jatun aminoryhmdn mukaisesti. 2,2-diklooriasetyylilla
suojattu hydroksiryhm& vapautetaan esim. emdksisen hydro-
lyysin avulla, tert-alempialkyylilld tai 2-oksa- tai 2-
tia—-alifaattisella tai -sykloalifaattisella hiilivetyt&h-
teelld suojattu hydroksiryhmd asidolyysin avulla, esim.
kidsittelemdlld mineraalihapolla tai vahvalla karboksyyli-
hapolla, esim. trifluorietikkahapolla. Kaksi hydroksiryh-
md3d tai vierekkdiset amino- ja hydroksiryhm&, jotka on
suojattu yhdess&d kaksiarvoisella suojaryhm&lld, etenkin
esim. alempialkyylilld yhden tai kaksi kertaa substituoi-
dulla metyleeniryhm&lld, kuten alempialkylideenilld,
esim. isopropylideenilld, sykloalkylideenilld, esim. syk-
loheksylideenilld, tai bentsylideenilld, voidaan vapaut-
taa happaman solvolyysin avulla, etenkin mineraalihapon
tai vahvan orgaanisen hapon l&sndollessa. Trialempialkyy-
lisilyyliryhmd lohkaistaan samoin asidolyysin avulla,
esim. mineraalihapolla, etenkin fluorivetyhapolla, tai
orgaanisen kvaternaarisen emdksen fluoridilla, kuten tet-
ra-alempialkyyliammoniumfluoridilla tai trialempialkyy-
liaryylialempialkyyliammoniumfluoridilla, esim. tetra-
etyyliammoniumfluoridilla tai tetrabutyyliammoniumfluori-
dilla aproottisen polaarisen liuottimen, kuten dimetyy-
lisulfoksidin tai N,N-dimetyyliasetamidin, tai vahvan
karboksyylihapon ldsndollessa. 2-halogeenialempialkoksi-
karbonyyli poistetaan ylla mainituilla pelkistysaineilla,
esim. pelkistdvdlld metallilla, kuten sinkilld, pelkistéa-
villd metallisuoloilla, kuten kromi-II-suoloilla, tai
rikkiyhdisteilld, esimerkiksi natriumditioniitilld tai

etenkin natriumsulfidilla ja rikkihiilelld.

Limpdtilat suojattujen funktionaalisten ryhmkien vapaut-
tamiseksi ovat edullisesti -80 - 100°C, etenkin edulli-
sesti -20 -~ 50°C, esimerkiksi 10 - 35°C, kuten huoneen

ldmpotilan alueella.
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Useampien suojattujen funktionaalisten ryhmien esiintyes-
s3d suojaryhmdt voidaan haluttaessa valita siten, ettd
samanaikaisesti voidaan lohkaista useampi kuin yksi t&l-
ldinen ryhmd, esimerkiksi asidolyyttisesti, kuten kdsit-
telemdlld trifluorietikkahapolla, tai vedylld ja hydraus-
katalysaattorilla, kuten palladium-hiili-katalysaattoril-
la. Toisaalta ryhmdt voidaan valita my®s siten, etta nii-
td ei voida lohkaista kaikkia samanaikaisesti, vaan halu-
tussa jdrjestyksessd, jolloin saadaan vastaavia vdlituot-

teita.

Menetelmd b) (kondensaatio amidisidoksen muodostamisessa)

Kaavojen IV ja V mukaisissa ldhtSaineissa funktionaaliset
ryhmd&t lukuunottamatta niitd ryhmis, joiden tulee osalli-
tua reaktioon tai jotka eivdt reagoi reaktio-olosuhteissa
tai reagoivat ainoastaan vdhdisessd mddrin, on suojattu

toisistaan riippumatta suojaryhmilld.

Kondensaatio amidisidoksen muodostamiseksi voidaan suo-
rittaa sindnsd tunnetulla tavalla, esimerkiksi vakioteok-
sissa, kuten Houben-Weyl, "Methoden der organischen Che-
mie", 4. painos, osa 15/I1 (1974), osa IX (1955), osa E
11 (1985), Georg Thieme Verlag, Stuttgart, "The Peptides"
(E. Gross ja J. Meienhofer, julk.), osa 1 ja 2, Acadenic
Press, Lontoo ja New York, 1979/1980, tai M. Bodansky,
"Principles of Peptide Synthesis", Springer-Verlag, Ber-
liini 1984, tai H.-D. Jakubke ja H. Jescheit, "Aminos&u-
ren, Peptide, Proteine", Verlag Chemie, Weinheim, Deer-

field Beach ja Basel, 1982, esitetylld tavalla.

Kaavan V mukaiset karboksyylihapot esiintyvdt joko vapaan
karboksiryhmén kanssa tai t&mdn reaktiokykyisend johdan-

naisena, esimerkiksi vapaasta karboksiyhdisteestd muodos-
tettuna aktivoituna esterind, reaktiokykyisend anhydridi-

nd tai edelleen reaktiokykyisend syklisend amidina. Reak-
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tiokykyiset johdannaiset voidaan muodostaa myds in situ

ja ne voivat esiintyd mahdollisesti ainoastaan siini.

Kaavan V mukaisten, karboksiryhmidn sisdltdvien yhdistei-
den aktivoituja estereitd ovat etenkin esterdividn tidhteen
liitdntdhiiliatomissa tyydyttymdttomidt esterit, esim.
vinyyliesterityyppiset, kuten vinyyliesteri (saatavissa
esim. esterdimdlla uudelleen vastaava esteri vinyyliase-
taatilla; aktivoidun vinyyliesterin menetelmid), karbamo-
yyliesterit (saatavissa esim. kdsittelemdllid vastaava
happo isoksatsoliumreagenssilla; 1,2-oksatsolium- tai
Woodward-menetelmd) tai l-alempialkoksivinyyliesterit
(saatavissa esim. kédsittelemdlld vastaava happo alempial-
koksiasetyleenilld; etoksiasetyleenimenetelmid) tai ami-
dinotyyppiset esterit, kuten N,N!'-disubstituoidut ami-
dinoesterit (saatavissa esim. kdsittelemdlld vastaava
happo sopivalla N,N'-disubstituoidulla karbodi-imidilli,
esim. N,N'-disykloheksyylikarbodi-imidilld; karbodi-imi-
di-menetelmd) tai N,N-disubstituoidut amidinoesterit
(saatavissa esim. kdsittelemdlld vastaava happo N,N-di-
substituoidulla syaaniamidilla; syaaniamidimenetelmi),
sopivat aryyliesterit, etenkin elektroneja puoleensa ve-
tdvilld substituenteilla substituoidut fenyyliesterit
(saatavissa esim. kdsittelemdlld vastaava happo sopivasti
substituoidulla fenolilla, esim. 4-nitrofenolilla, 4-me-
tyylisulfonyylifenolilla, 2,4,5-trikloorifenolilla,
2,3,4,5,6-pentakloorifenolilla tai 4-fenyylidiatso-
fenolilla kondensaatioaineen, kuten N,N'-disykloheksyyli-
karbodi-imidin l&dsnédollessa; aktivoitujen aryyliesterei-
den menetelmd), syaanimetyyliesterit (saatavissa esim.
kdsittelemdlld vastaava happo klooriasetonitriililléd
emdKksen ldsndollessa; syaanimetyyliesterimenetelmd), tio-
esterit, etenkin mahdollisesti esim. nitrolla substi-
toidut fenyylitioesterit (saatavissa esim. kdsittelem&dlld
vastaava happo mahdollisesti esim. nitrolla substituoi-
duilla tiofenoleilla, mm. anhydridi- tai karbodi-imidi-
menetelmdn avulla; aktivoitujen tioliestereiden menetel-
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md), tai etenkin amino- tai amidoesterit (saatavissa
esim. kdsittelemdlld vastaava happo N-hydroksiamino- tai
vast. N-hydroksiamidoyhdisteelld, esim. N-hydroksisuk-
kinimidilld, N-hydroksipiperidiinill&d, N-hydroksiftaali-
imidilld, N-hydroksi-5-norborneeni-2,3-dikarboksyylihap-
poimidilld, 1-hydroksibentstriatsolilla tai 3-hydroksi-
3,4-dihydro-1,2,3-bentstriatsin-4-onilla, esim. anhydri-
di- tai karbodi-imidi-menetelmd@n mukaisesti; aktivoitujen
N-hydroksiestereiden menetelmd). Voidaan kadyttdd myds

sisdisid estereitd, esim. y-laktoneita.

Happojen anhydridejd voivat olla ndiden happojen symmet-
riset tai etenkin seka-anhydridit, esim. epdorgaanisten
happojen kanssa muodostetut anhydridit, kuten happohalo-
genidit, etenkin happokloridit (saatavissa esim. kdsitte-
lemdl118 vastaava happo tionyylikloridilla, fosforipenta-
kloridilla tai oksalyylikloridilla; happokloridimenetel-
md), atsidit (saatavissa esim. vastaavasta happoesteristd
vastaavan hydratsidin kautta ja kédsittelemdlld se typpi-
hapokkeella; atsidimenetelmd), hiilihappopuoliestereiden,
esim. hiilihappoalempialkyylipuoliestereiden kanssa muo-
dostetut anhydridit (saatavissa esim. k&dsittelemdllid vas-
taava happo kloorimuurahaishappoalempialkyyliestereilld
tai l-alempialkoksikarbonyyli-2-alempialkoksi-1,2-dihy-
drokinoliinilla; O-alkyylihiilihappo-seka—-anhydridien
menetelmd), tai dihalogenoidun, etenkin diklooratun fos-
forihapon kanssa muodostetut anhydridit (saatavissa esim.
kdsittelemdlld vastaava happo fosforioksikloridilla; fos-
forioksikloridimenetelm3), muiden fosforihappojohdannais-
ten kanssa muodostetut anhydridit (esim. sellaisten kans-
sa, jotka voidaan saada fenyyli-N-fenyylifosforiamidoklo-
ridaatin kanssa tai saattamalla N-alkyylifosforihappoami-
dit reagoimaan sulfonihappoanhydridien ja/tai rasemisoi-
tumista alentavien lisdaineiden, kuten N-hydroksibents-
triatsolin l&dsndollessa, tai syaanifosfonihappodietyy-
liesterin ldsndollessa) tai fosforihapokejohdannaisten

kanssa muodostetut anhydridit, tai orgaanisten happojen
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kanssa muodostetut anhydridit, kuten orgaanisten karbok-
syylihappojen kanssa muodostetut seka-anhydridit (saata-
vissa esim. kdsittelem&lld vastaava happo mahdollisesti
substituoidulla alempialkaani- tai fenyylialempial-
kaanikarboksyylihappohalogenidilla, esim. fenyylietikka-
happo-, pivaliinihappo- tai trifluorietikkahappokloridil-
la; karboksyylihappo-seka-anhydridien menetelmd) tai or-
gaanisten sulfonihappojen kanssa muodostetut anhydridit
(saatavissa esim. kédsittelemdlld vastaavan hapon suola,
kuten alkalimetallisuola sopivalla orgaanisella sul-
fonihappohalogenidilla, kuten alempialkaani- tai aryyli-,
esim. metaani- tai p-tolueenisulfonihappokloridilla; sul-
fonihappo-seka-anhydridien menetelmd) sekd symmetriset
anhydridit (saatavissa esim. kondensoimalla vastaava hap-
po karbodi-imidin tai 1-dietyyliaminopropiinin l&sndol-
lessa; symmetristen anhydridien menetelnd).

Sopivia syklisid amideja ovat etenkin viisij&senisten,
aromaattisten diatsasyklien kanssa muodostetut amidit,
esimerkiksi amidit, jotka voidaan valmistaa sopivien kar-
bonyyliyhdisteiden kanssa, esim. amidit, jotka on muodos-
tettu imidatsolien, esim. imidatsolin (saatavissa esin.
kdsittelemdlld vastaava happo N,N'-karbonyylidi-imidatso-
lilla; imidatsolimenetelmd) tai pyratsolien, esim. 3,5-
dimetyylipyratsolin kanssa (saatavissa esim. happohydrat-
sidin kautta kdsittelemdlld asetyyliasetonilla; pyratso-

lidimenetelmid).

Kuten mainittiin, karboksyylihappojen johdannaiset, joita
kdytetddn asylointiaineina, voidaan muodostaa myds in
situ, usein jopa yksinomaan. Tdmd menetelmd on erityisen
edullinen. Ndin esim. N,N'-disubstituoidut amidinoesterit
voidaan muodostaa in situ siten, ettd kaavan IV mukaisen
ldhtbaineen ja kaavan V mukaisen, asylointiaineena kdy-
tettdvdn hapon seos saatetaan reagoimaan sopivan N,N'-di-
substituoidun karbodi-imidin, esim. N,N'-sykloheksyyli-

karbodi-imidin ldsndollessa, esimerkiksi sopivan emidksen,
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kuten trietyyliamiinin l&sndollessa. Edelleen asylointi-
aineena kdytettdvdn hapon amino- tai amidoesterit voidaan
muodostaa kaavan V mukaisen asyloitavan ldht&aineen lds-
ndollessa siten, ettd vastaavien happo- ja amino-ldhtéai-
neiden seos saatetaan reagoimaan N,N'-disubstituoidun
karbodi-imidin, esim. N,N'-disykloheksyylikarbodi-imidin
ja N-hydroksiamiinin tai N-hydroksi-amidin, esim. N-hyd-
roksisukkinimidin ldsndollessa, mahdollisesti sopivan
emdksen, esim. 4-dimetyyliamino-pyridiinin l&sndollessa.
Edelleen aktivointi voidaan saada aikaan in situ saatta-
malla reagoimaan N,N,N', N'-tetra-alkyyliuroniumyhdistei-
den, kuten O-bentsotriatsol-1-yyli-N,N,N', N'-tetra-metyy-
li-uronium-heksafluorifosfaatin kanssa. Lopuksi kaavan V
mukaisten karboksyylihappojen fosforihappoanhydrideja
voidaan muodostaa in situ siten, ettd alkyylifosforihap-
poamidi, kuten heksametyylifosforihappotriamidi saatetaan
reagoimaan sulfonihappoanhydridin, kuten 4-tolueenisul-
fonihappoanhydridin ldsndollessa heksametyylifosforihap-
potriamidin suolan, kuten tetrafluoriboraatin, esim. nat-
riumtetrafluoriboraatin tai sen jonkin muun johdannaisen,
kuten bentsotriatsol-~1-yyli-oksi-tris-(dimetyyliamino) -
fosfonium-heksafluoridin kanssa, edullisesti rasemisoitu-
mista alentavan lisdaineen, kuten N-hydroksibentstriatso-

lin ldsndollessa.

Kaavan IV mukaisten yhdisteiden aminoryhmédssd, joka osal-
listuu reaktioon, on edullisesti vdhint&d&@n yksi reak-
tiokykyinen vetyatomi, etenkin silloin, kun sen Kanssa
reagoiva karboksiryhmd esiintyy reaktiokykyisessd muodos-
sa; se voi olla kuitenkin myds itse johdettu, esim. reak-
tiolla fosfiitin, kuten dietyylikloorifosfiitin, 1,2-fe-
nyleenikloorifosfiitin, etyylidikloorifosfiitin, ety-
leenikloorifosfiitin tai tetraetyylipyrofosfiitin kanssa.
Tdllaisen, aminoryhmén sis&ltdvdn yhdisteen johdannainen
on esim. myds karbamiinihappohalogenidi, jolloin reak-
tioon osallistuva aminoryhmd@ on substituoitu halogeeni-

karbonyylilla, esim. kloorikarbonyylilli.



:::::

-----

“
. wee

10

15

20

25

30

35

40

Vapaan karboksyylihapon kondensaatio vastaavalla amiinil-
la voidaan suorittaa erityisen edullisella tavalla seu-
raavien kondensaatioaineiden l&dsndollessa: N,N'-disubsti-
tuoidut karbodi-imidit, esimerkiksi dietyyli-, dipropyy-
li-, N-etyyli-N'-(3-dimetyyliaminopropyyli)-karbodi-imidi
tai etenkin disykloheksyylikarbodi-~-imidi, edelleen sopi-
vat karbonyyliyhdisteet, esimerkiksi N,N'-karbonyyli-imi-
datsoli, 1,2-oksatsoliumyhdisteet, esim. 2-etyyli-S-fe-
nyyli-1,2-oksatsolium-3'-sulfonaatti ja 2-tert-butyyli-5-
metyyli-isoksatsoliumperkloraatti, tai sopiva asyy-
liaminoyhdiste, esim. 2-etoksi-l-etoksikarbonyyli-1,2-
dihydrokinoliini, N,N,N',N'-tetra-alkyyliuroniumyhdis-
teet, kuten O-bentstriatsol-l-yyli~N,N,N',N'-tetra-metyy-
li-uronium-heksafluorifosfaatti, edelleen aktivoidut fos-
forihappojohdannaiset, esim. difenyylifosforyyliatsidi,
dietyylifosforyylisyanidi, fenyyli-N-fenyylifosforoamido-
kloridaatti, bis-(2-okso-3-oksatsolidinyyli)fosfiinihap-
pokloridi tai l-bentstriatsolyylioksi-tris-(dimetyyliami-
no) -fosfonium-heksafluorifosfaatti, jolloin lis&t&d&n mah-
dollisesti rasemisoitumista estdvid aineita, kuten 1-hyd-

roksibentstriatsolia.

Aktivoitujen estereiden, reaktiokykyisten anhydridien tai
reaktiokykyisten syklisten amidien kondensaatio vastaa-
villa amiineilla, my®s silloin, kun ndmd muodostetaan ai-
noastaan in situ, suoritetaan tavanomaisella tavalla or-
gaanisen emdksen, kuten yksinkertaisten trialempialkyy-
liamiinien, esim. trietyyliamiinin tai tributyyliamiinin,
tai tilavia tdhteitd sis&dltdvén trialempialkyyliamiinin,
esim. etyylidi-isopropyyliamiinin, ja/tai heterosyklisen
amiinin, esim. pyridiinin, 4-dimetyyliaminopyridiinin tai
etenkin n-metyylimorfoliinin ldsndollessa. Haluttaessa
kdytetddn lisdksi vield kondensaatioainetta, kuten on
esitetty vapaiden karboksyylihappojen yhteydessA.

Happoanhydridien kondensaatio amiineilla voi tapahtua

esim. epdorgaanisten karbonaattien, esim. ammonium- tai
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alkalimetallikarbonaattien tai -vetykarbonaattien, kuten
natrium- tai kaliumkarbonaatin tai -vetykarbonaatin léds-

ndollessa (tavanomaisesti yhdessd sulfaatin kanssa).

Karboksyylihappokloridit, esimerkiksi kaavan V mukaisesta
haposta muodostetut kloorihiilihappojohdannaiset konden-
soidaan vastaavilla amiineilla edullisesti orgaanisen
amiinin, esim. edelld mainittujen trialempialkyyliamii-
nien tai heterosyklisten eméisten l&sndollessa, mahdolli-
sesti vetysulfaatin l&dsndollessa.

Vastaavalla tavalla voidaan suorittaa useita yllad kaavan
V mukaisten karboksyylihappojen yhteydessd esitettyjé
reaktiotyyppejd myds pddteasemassa olevan sulfonyyliryh-
mdn sisdltdvien kaavan V mukaisten yhdisteiden kohdalla
(alempialkaanisulfonihappoja) kondensoitaessa kaavan V

mukaisilla yhdisteilld sulfonamideiksi.

Ndin voidaan kdyttdd esimerkiksi aktivoituja sulfonihap-
poestereitd, esim. vastaavia, etenkin nitroryhmilld subs-
tituoituja aryyliestereitd, kuten fenyyliestereitd, jol-
loin kaavan IV mukainen amiinikomponentti voidaan kdyttdid
myds alkalimetalliamidina, esim. alkalimetalliaryyliami-
dina, kuten natriumaniliiniamidina, tai typpipitoisten
heterosyklien alkalimetallisuolana, esim. kalium-pyrroli-

dina.

Edelleen voidaan kdyttdid reaktiokykyisid anhydridejd,
kuten esim. vastaavia symmetrisid (valmistettavissa esim.
saattamalla alkaanisulfonihappoiset hopeasuolat reagoi-
maan alkaanisulfonyylikloridien kanssa) tai etenkin asym-
metrisiid happoanhydridejd, esim. epdorgaanisten happojen
kanssa muodostettuja anhydridejd, kuten sulfonyylihalo-
genideja, etenkin sulfonyyliklorideja (saatavissa esim.
saattamalla vastaavat sulfonihapot reagoimaan epior-
gaanisten happokloridien, esim. tionyylikloridin, fosfo-

ripentakloridin kanssa), orgaanisten karboksyylihappojen
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kanssa muodostettuja anhydridejid (saatavissa esim. k&sit-
telemdl1ld sulfonihappohalogenidi karboksyylihapon suolal-
la, kuten alkalimetallisuolalla ylld mainitun sulfonihap-
po-seka-anhydridien menetelmd@n mukaisesti), tai atsideja
(saatavissa esim. vastaavasta sulfonihappokloridista ja
natriumatsidista tai vastaavan hydratsidin kautta ja ké&-
sittelemdl1d se typpihapokkeella ylld mainitun atsidi-

menetelmdn mukaisesti).

Kondensaatio suoritetaan edullisesti inertissd, aprootti-
sessa, etenkin vedetttmdssd liuottimessa tai liuotinseok-
sessa, esimerkiksi karboksyylihappoamidissa, esim. forma-
midissa tai dimetyyliformamidissa, halogenoidussa hiili-
vedyssd, esim. metyleenikloridissa, hiilitetrakloridissa
tai klooribentseenissd, ketonissa, esim. asetonissa, syk-
lisessd eetterissd, esim. tetrahydrofuraanissa, esteris-
sd, esim. etikkahappoetyyliesterissd, tai nitriilissd,
esim. asetonitriilissd tai ndiden seoksessa, mahdollises-
ti alennetussa tai korotetussa ldmpdtilassa, esim. n. -
40° - n. +100°C:n, etenkin edullisesti n. =-10° - n.
+50°C:n ldmpdtila-alueella ja ilman inerttid kaasua tai

inertin kaasun, esim. typen tai argonin atmosféddrissa.

Myds vesipitoiset, esimerkiksi alkoholiset, esim. etanoli
tai aromaattiset liuottimet, esim. bentseeni tai tolueeni
ovat mahdollisia. Alkalihydroksidien ldsndollessa emidksi-

nd voidaan lisdtd mahdollisesti my&s asetonia.

Kondensaatio voi tapahtua my6s kiintofaasisynteesind tun-
netun tekniikan mukaisesti, joka on perdisin R. Merri-
fieldiltd ja jota on selitetty esimerkiksi julkaisuissa
Angew. Chem. 97, 801 - 812 (1985), Naturwissenschaften
71, 252 ~ 258 (1984) tai R. A. Houghten, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 82, 5131 - 5135 (1985).

Suojaryhmilld suojattujen funktionaalisten ryhmien va-

pauttaminen saaduissa kaavan I mukaisissa, suojattuja
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funktioita sisdltdvissid yhdisteissid tapahtuu yhden tai
useamman menetelmdn a) yhteydessd esitetyn menetelmdn

mukaisesti.
Menetelmd c) (kondensaatio amidisidoksen muodostamisessa)

Kaavojen VI ja VII mukaisissa 1&htdaineissa funktionaali-
set ryhmdt lukuunottamatta ryhmid, joiden tulee osallis-
tua reaktioon tai jotka eivdt reagoi reaktio-olosuhteissa
tai reagoivat ainoastaan vdhdisessd mddrin, on suojattu

toisistaan riippumatta suojaryhmilli.

Kondensaatio amidisidoksen muodostamiseksi, jolloin saa-
daan kaavan I mukainen yhdiste, jossa yksittdiset tai
useammat funktionaaliset ryhmédt esiintyvdt mahdollisesti
suojattuina, tapahtuu vastaavalla tavalla, kuten on esi-
tetty menetelmdssd b). Samoin vastaavat reaktiokykyiset
happojohdannaiset ja reaktiokykyiset aminojohdannaiset

vastaavat menetelm@n b) yhteydessd esitettyja.

Suojaryhmilld suojattujen funktionaalisten ryhmien va-
pauttaminen saaduissa kaavan I mukaisissa, suojattuja
funktioita sis&dltédvissd yhdisteissd tapahtuu yhden tai
useamman menetelmdn a) yhteydessd mainitun menetelmé&n

mukaisesti.

Menetelmd d) (kondensaatio amidisidoksen muodostamisessa)

Kaavojen VIII ja IX mukaisissa l&dhtBaineissa funktionaa-
liset ryhmdt lukuunottamatta ryhmi&, joiden tulee osal-
listua reaktioon tai jotka eivdt reagoi reaktio-olosuh-
teissa tai reagoivat ainoastaan vdhdisessd mddrin, on
suojattu toisistaan riippumatta suojaryhmilli.

Kondensaatio amidisidoksen muodostamiseksi, jolloin saa-
daan kaavan I mukainen yhdiste, jossa yksittdiset tai

useammat funktionaaliset ryhmdt esiintyvdt mahdollisesti
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suojattuina, tapahtuu vastaavalla tavalla, kuten on esi-
tetty menetelmdssd b). Samoin vastaavat reaktiokykyiset
happojohdannaiset ja reaktiokykyiset aminojohdannaiset
vastaavat menetelmdn b) yhteydessd esitettyji.

Suojaryhmilld suojattujen funktionaalisten ryhmien va-
pauttaminen saaduissa kaavan I mukaisissa, suojattuja
funktioita sisdltdvissd yhdisteissd tapahtuu yhden tai
useamman menetelmdn a) yhteydessd esitetyn menetelman

mukaisesti.

Menetelmd e) (kondensaatio amidisidoksen muodostamisessa)

Kaavojen X ja IX mukaisissa l&dhtdaineissa funktionaaliset
ryhmdt lukuunottamatta ryhmid, joiden tulee osallistua

reaktioon tai jotka eivdt reagoi reaktio-olosuhteissa tai
reagoivat ainoastaan vdh&disessi middrin, on suojattu toi-

sistaan riippumatta suojaryhmilli.

Kondensaatio amidisidoksen muodostamiseksi, jolloin saa-
daan kaavan I mukainen yhdiste, jossa yksittidiset tai
useammat funktionaaliset ryhmdt esiintyvidt mahdollisesti
suojattuina, tapahtuu vastaavalla tavalla, kuten on esi-
tetty menetelmdssa b). Samoin vastaavat reaktiokykyiset
happojohdannaiset vastaavat menetelmdn b) yhteydessi
esitettyjd, kaavan IX mukaiset reaktiokykyiset iminojoh-
dannaiset vastaavat reaktiokykyisid menetelmin b) yh-
teydessd esitettyjd aminojohdannaisia, mik&dli tdmid on

kemiallisesti mahdollista.

Suojaryhmilld suojattujen funktionaalisten ryhmien va-
pauttaminen saaduissa kaavan I mukaisissa, suojattuja
funktioita sis&dltdvissd yhdisteissi tapahtuu yhden tai
useamman menetelmdn a) yhteydessid esitetyn menetelmin

mukaisesti.
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Ylimddrdisid menetelmétoimenpiteitd

Ylimd&rdisissd menetelmdtoimenpiteissd, jotka suoritetaan
haluttaessa, ldhtoyhdisteiden funktionaaliset ryhmat,
joiden ei tule osallistua reaktioon, esiintyvdt suojaa-
mattomina tai tarvittaessa suojatussa muodossa, esimer-
kiksi yhdelld tai useammalla ylld menetelmdn a) yhteydes-—
sd mainitulla suojaryhm&lld suojattuina. Suojaryhmdt loh-
kaistaan kerralla tai asteittain yhden tai useamman mene-
telmdn a) yhteydessd mainitun menetelmdn mukaisesti. T&dl-
16in viitattakoon nimenomaan siihen, ettd aminoryhmd voi
esiintyd atsidoryhm&nid suojattuna ja ettd aminoryhmén
vapauttamista atsidoryhmistd voidaan pit&& td@mdn tekstin

puitteissa myds suojaryhmdn lohkaisuna.

Kaavan I mukaisten, vdhintdan yhden suolan muodostavan
ryhmdn sis&dltdvien yhdisteiden suolat valmistetaan sindn-
sd tunnetulla tavalla. Ndin voidaan muodostaa kaavan I
mukaisten, happamia ryhmid sisdltdvien yhdisteiden suolo-
ja esim. kdsittelemdlli metalliyhdisteilld, kuten sopi-
vien orgaanisten karboksyylihappojen alkalimetallisuo-
loilla, esim. 2-etyyli-heksaanihapon natriumsuolalla, or-
gaanisilla alkali- tai maa-alkalimetalliyhdisteilld, ku-
ten vastaavilla hydroksideilla, karbonaateilla tai vety-
karbonaateilla, kuten natrium- tai kaliumhydroksidilla, -
karbonaatilla tai -vetykarbonaatilla, vastaavilla kal-
siumyhdisteilld tai ammoniakilla tai sopivalla or-
gaanisella amiinilla, jolloin kdytetddn edullisesti sté-
kiometrisid mddrid tai ainoastaan vdhdistd ylimd&drdid suo-
lan muodostavaa ainetta. Kaavan I mukaisten yhdisteiden
happoadditiosuoloja saadaan tavanomaisella tavalla, esim.
kdsittelemdlld hapolla tai sopivalla anioninvaihdin-
reagenssilla. Kaavan I mukaisten, happamia ja emdksisiéd
suolan muodostavia ryhmid, esim. vapaan karboksiryhmidn ja
vapaan aminoryhmdn sis&lt8vien yhdisteiden sisdisii suo-

loja voidaan muodostaa esim. neutraloimalla suola, kuten
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happoadditiosuolat isoelektriseen pisteeseen, esim. hei-

koilla emdksilli tai kdsittelemiilld ioninvaihtimilla.

Suolat voidaan muuntaa tavanomaisella tavalla vapaiksi
yhdisteiksi, metalli- ja ammoniumsuolat esimerkiksi k&-
sittelemdl13 sopivilla hapoilla tai happamilla ioninvaih-
timilla, ja happoadditiosuolat esimerkiksi kisittelemilli
sopivilla emdksisilld aineilla tai em3ksisilld ioninvaih-

timilla.

Kaavan I mukaisen yhdisteen suolan muunto joksikin toi-
seksi voi tapahtua vapaan yhdisteen kautta tai vaihtamal-
la suoraan suolan muodostava ioni, esimerkiksi ioninvaih-

tokromatografialla.

Stereoisomeeriseokset, siis diastereomeerien ja/tai enan-
tiomeerien seokset, kuten esimerkiksi raseemiset seokset
voidaan erottaa sindns&d tunnetulla tavalla vastaaviksi
isomeereiksi sopivien erotusmenetelmien avulla. Siten
voidaan diastereomeeriseokset erottaa yksittdisiksi dia-
stereomeereiksi jakokiteytyksen, kromatografian, liuotin-
jaon jne. avulla. Rasemaatit voidaan erottaa toisistaan
muuntamalla optiset antipodit diastereomeereiksi, saatta-
malla tdmdn jdlkeen reagoimaan esimerkiksi optisesti ak-
tiivisten yhdisteiden, esim. optisesti aktiivisten happo-
jen tali emdsten kanssa, kromatografoimalla optisesti ak-
tiivisilla yhdisteilld t&dytetyissd pylvdsmateriaaleissa
tai entsymaattisilla menetelmilld, esim. saattamalla se-
lektiivisesti reagoimaan ainoastaan toinen molemmista
enantiomeereistd. Tdmd erotus voi tapahtua sekd jonkin
ldhtotuotteen vaiheessa ettd itse kaavan I mukaisten yh-

disteiden yhteydessi.

Saatavassa kaavan I mukaisessa yhdisteessd amino- tai
karboksamidiryhmd@ voidaan substituoida, vapaassa tai
reaktiokykyisessd muodossa esiintyvd karboksiryhmd voi-

daan esterdidd tai amidoida tai vast. esterdity tai ami-
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doitu karboksiryhmd voidaan muuntaa vapaaksi karboksiryh-

miksi.

Aminoryhmdn substituointi alkyloimalla liittdm&ll3d samal-
la alempialkyyli R, kaavan I mukaisten yhdisteiden valmis-
tamiseksi, joissa R, merkitsee jotakin ylld mainituista
tdhteistd lukuunottamatta vetyd tai alempialkyylid, ja/-
tai kaavan I mukaisten yhdisteiden alkyloimiseksi, joissa
R, merkitsee piperatsinokarbonyylid, vastaavien N-C,-C,-
alkyyli-piperatsinoyhdisteiden valmistamiseksi tapahtuu

esim. alkyloimalla.

Sopivia aineita kaavan I mukaisen yhdisteen alkyloimisek-
si ovat esimerkiksi diatsoyhdisteet, esim. diatsometaani.
Diatsometaani voidaan hajottaa inertissd liuottimessa,
jolloin muodostunut vapaa metyleeni reagoi karboksamidi-
ryhmdn kanssa kaavan I mukaisessa yhdisteessd. Diatsome-
taanin hajotus tapahtuu edullisesti katalyyttisesti,
esim. hienojakoisessa muodossa esiintyvdn jalometallin,
esim. kuparin, tai jalometallisuolan, esim. kupari(I)-

kloridin tai kupari(II)-sulfaatin ldsndollessa.

Saksalaisessa hakemusjulkaisussa 2 331 133 on mainittu
myds alkylointiaineita, jotka voidaan saattaa julkaisussa
esitetyissd reaktio-olosuhteissa reagoimaan kaavan I mu-

kaisen, karboksamidiryhmdn sis&dltdvédn yhdisteen kanssa.

Muita alkylointiaineita ovat vastaavat alempialkyyliyh-
disteet, joissa on substituentti X, jolloin X merkitsee
poistuvaa ryhmdd. Poistuva ryhmd on etenkin nukleofuginen
poistuva ryhmd, jona on vahvalla epdorgaanisella tai or-
gaanisella hapolla esteréity hydroksi, kuten mineraaliha-
polla, esim. halogeenivetyhapolla, kuten kloorivety-,
bromivety- tai jodivetyhapolla, tai vahvalla orgaanisella
sulfonihapolla, kuten mahdollisesti, esim. halogeenilla,
kuten fluorilla substituoidulla alempialkaanisulfoniha-
polla tai aromaattisella sulfonihapolla, esim. mahdolli-
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sesti alempialkyylilld, kuten metyylilld, halogeenilla,
kuten bromilla ja/tai nitrolla substituoidulla bent-
seenisulfonihapolla, esim. metaanisulfoni-, trime-
taanisulfoni~- tai p-tolueenisulfonihapolla esterdity hyd-

roksi tai typpivetyhapolla esterdity hydroksi.

Reaktio voi tapahtua ensimmdisen tai toisen kertaluvun
nukleofiilisen substituution olosuhteissa, esimerkiksi,

kuten on esitetty menetelmdn a) yhteydessa.

Saatavassa kaavan I mukaisessa yhdisteessd, jossa substi-
tuenteilla R,, R, ja R; on esitetyt merkitykset, R, merkit-
see vapaata hydroksiryhmdd ja muut funktionaaliset ryhm&t
esiintyvdt suojatussa muodossa, vapaa hydroksiryhmd voi-
daan eetter$idd C,-C,~alkyylitdhteelld.

Eetterdinti voi tapahtua ylld mainituista alkylointiai-
neista valituilla, C,-C,~alkyylitdhteiden liittdmiseen
sopivilla reagensseilla ja ylld esitetyissd reaktio-olo-
suhteissa, esim. diatsometaanilla, C,-C,~alkyylihalo-
genideilla, sulfonihappoestereilld, Meerwein-suoloilla,
l-substituoiduilla 3-aryylitriatseeneilli jne.

Saatavassa kaavan I mukaisessa yhdisteessd tioryhmd,
esim. tiomorfolinokarbonyylissd R, ja/tai tiomorfolinossa
R,, voidaan hapettaa sulfinyyli- tai sulfonyyliryhmadksi
tai sulfinyyliryhmd, kuten S-okso-tiomorfolinokarbonyy-
lissd R, ja/tai S-okso-tiomorfolinossa R,, voidaan hapet-

taa sulfonyyliryhmdksi.

Hapetus sulfonyyliryhm&ksi voidaan suorittaa useimmilla
tavanomaisista hapetusaineista. Etenkin kdytetddn sellai-
sia hapetusaineita, jotka hapettavat tioryhmdn tai sul-
finyyliryhmdn selektiivisesti kaavan I mukaisen yhdisteen
muiden funktionaalisten ryhmien, esim. amidifunktion tai
hydroksiryhmdn lasndollessa, esimerkiksi aromaattisia tai

alifaattisia peroksikarboksyylihappoja, esim. perbent-
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soehappoa, monoperftaalihappoa, m-klooriperbentsoehappoa,
peretikkahappoa, permuurahaishappoa tai trifluoriperetik-
kahappoa. Hapetus peroksikarboksyylihapoilla tapahtuu
tavanomaisissa, tdhdn tarkoitukseen sopivissa liuottimis-
sa, esimerkiksi kloorihiilivedyissd, esim. metyleeniklo-
ridissa tai kloroformissa, eettereissd, kuten dietyyli-
eetterissd tai dioksaanissa, estereissd, kuten etikkahap-
poetyyliesterissd tai vastaavissa -78°C:n ja huoneen lam-
pétilan vdlisissd lidmpbdtiloissa, esim. -20° - +10°C:ssa,
etenkin edullisesti n. 0°C:ssa. Peroksikarboksyylihappo
voidaan muodostaa myds in situ, esim. vetyperoksidilla
etikkahapossa tai muurahaishapossa, joka sisdltdd mahdol-
lisesti etikkahappoanhydridid, esim. 30 - 90%:isella ve-
typeroksidilla etikkahappo/etikkahappoanhydridissid. Sa-
moin sopivia ovat myds muut peroksoyhdisteet, esimerkiksi
kaliumperoksomonosulfaatti alempialkanoli/vesi-seoksissa,
esim. metanoli-vedessd tai etanoli-vedessid, tai vesipi-
toisessa etikkahapossa -70°C:n ja +30°C:n, esim. -20°C:n
ja huoneen ldmpétilan vdlisissd ladmpotiloissa, edelleen
natriummetaperjodaatti metanolissa tai metanoli-vesi-
seoksissa 0°C ja 50°C:n vdlisissd lampdtiloissa, esim.

suunnilleen huoneen ladmpdtilassa.

Tioryhmdn hapettamiseksi sulfinyyliryhmdksi kdytetddn
selektiivisid hapetusaineita ekvimolaarisina md&drind tai
ainoastaan vdh&disend ylim3&rdnd valvotuissa reaktio-olo-
suhteissa, jotta vdltetddn ylihapettuminen sulfonyyliryh-
mdksi. Sopivia ovat esimerkiksi natriummetaperjodaatti
metanolissa tai metanoli-vesi-seoksissa -15°C:n ja huo-
neen l&mpétilan vdlisissd lampotiloissa, esim. n.
0°C:ssa, m-klooriperbentsoehappo metyleenikloridissa,
kloroformissa tai etikkaesterissd -78°C:n ja 10°C:n vdli-
sissd lampotiloissa, etenkin edullisesti -30° - 0°C:ssa,
edelleen tert-butyylihypokloriitti alempialkanoleissa,
esim. metanolissa, tai vetyperoksidi asetonissa tai etik-
kahapossa n. 0°C:n ldmpdtiloissa, tai ylld mainittu ka-

liumperoksomonosulfaatti alhaisissa ladmpodtiloissa.
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Saatavassa kaavan I mukaisessa, sulfinyyliryhmdn sisdltad-
vdssd yhdisteessd td@md ryhmd voidaan pelkistdd tioryhmdk-
si. Etenkin edullisia ovat selektiiviset pelkistysaineet,
jotka j&dttdvdt muut kaavan I mukaisen yhdisteen funktio-
naaliset ryhmdt, esim. amidifunktion muuttumattomiksi.
Esimerkkeind t&dllaisista selektiivisistid pelkistysaineis-
ta mainittakoon diklooriboraani, jota k&dytetdsn etenkin
tetrahydrofuraanissa tai dimetoksietaanissa -30° -
+10°C:n l&mpoétiloissa, trifenyylifosfiini kiehuvassa hii-
litetrakloridissa, trikloorisilaani tai heksakloori-
disilaani, rautapentakarbonyyli, edelleen natriumvetysul-
fiitti vesi-alkoholipitoisissa liuottimissa, esim. vesi-
metanolissa, vesi-etanolissa tai myds vesi-tetrahydrofu-
raanissa -10° - +50°C:n ldmpdtiloissa, edelleen natrium-
boorihydridi koboltti(II)kloridin l&sniollessa tai myds
vety palladiumin, esim. palladium/hiilen katalyyttisten

mddrien ldsndollessa kiehuvassa etanolissa.

Haluttaessa saatavassa kaavan I mukaisessa yhdisteessia
sulfonyyliryhmd voidaan pelkistdid tioryhmdksi, esimerkik-
si di-isobutyylialuminiumhydridillsd eetterissd tai tetra-

hydrofuraanissa.

Keksintd koskee myds niitd menetelm@n suoritusmuotoja,
joissa ldhdet&d&n jossakin vaiheessa vdlituotteena saata-
vasta yhdisteestd ja suoritetaan puuttuvat vaiheet tai
menetelmd katkaistaan jossakin vaiheessa tai l&htdaine
muodostetaan reaktio-olosuhteissa tai k&dytetdidn reak-
tiokykyisen johdannaisen tai suolan muodossa tai menetel-
mdn mukaisesti saatava yhdiste tuotetaan menetelmdn olo-
suhteissa ja kdsitelldsn edelleen in situ. T&d116in 1l&hde-
tddn etenkin sellaisista l1l&htdaineista, jotka johtavat
niihin yhdisteisiin, jotka on ylld esitetty eritt&in

edullisiksi.
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Liahtbyhdisteitd

Uudet ldhtdaineet ja/tai vadlituotteet sekd menetelmét
niiden valmistamiseksi ovat samoin tdmdn keksinndén koh-
teena. Edullisesti kdytetddn sellaisia l&htbaineita ja
reaktio-olosuhteet valitaan siten, ettd saadaan edulli-

siksl esitettyjd yhdisteits.

Valmistettaessa kaikkia ldhtdaineita vapaat funktionaali-
set ryhmdt, joiden ei tule osallistua kulloinkin kyseessd
olevaan reaktioon, voivat esiintyd suojaamattomina tai
suojatussa muodossa, etenkin suojattuina, erityisesti
y1lld menetelmdn a) yhteydessd mainituilla suojaryhmill&.
Ndmd suojaryhmdt voidaan vapauttaa sopivina ajankohtina
menetelmdn a) yhteydessi esitetyilld reaktioilla. Suolan
muodostavia ryhmid sisdltdvid yhdisteitd voidaan kdyttda
kulloinkin my8s suoloina, mikdli reaktiot td@mdn sallivat,
ja suola voidaan muodostaa jokaisessa vaiheessa tai muun-

taa jdlleen vapaiksi yhdisteiksi.

Kaavoissa, mikdli asymmetristen hiiliatomien stereokemiaa
ei mddritelld valitsemalla vastaavat sidossymbolit, asym-
metriset hiiliatomit voivat esiintyd (S)-, (R)- tai

(R, S)~konfiguraatiossa.

Kaavan II mukaiset aminoyhdisteet voidaan valmistaa si-

ndnsd tunnettujen menetelmien mukaisesti.

Ne voidaan valmistaa esimerkiksi kaavan I mukaisista yh-
disteistd, joissa R, merkitsee vetyd, R, merkitsee mene-
telmdn a) yhteydessd mainittujen suojaryhmien 1loh-
kaisumenetelmien olosuhteissa lohkaistavaa ryhmdd, esim.
alempialkoksikarbonyylid, fenyyli- tai naftyylialempial-
koksikarbonyylid ja muilla t&hteilld on esitetyt merki-
tykset, siten, ettd lohkaistaan vastaavat t&hteet R,. Vas-
taavat kaavan I mukaiset yhdisteet voidaan valmistaa esi-

merkiksi jonkin menetelmien c), d) tai e) yhteydessi mai-
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nitun menetelmdn mukaisesti, niiden 1&htéyhdisteet voi-

daan valmistaa alla esitetylld tavalla.

Kaavan III mukaiset yhdisteet ovat tunnettuja tai ne voi-
daan valmistaa sindnsd tunnettujen menetelmien mukaisesti

tai ne ovat kaupallisesti saatavia.

Kaavan IV mukaiset aminoyhdisteet voidaan valmistaa si-

ndnsd tunnettujen menetelmien mukaisesti.

Esimerkiksi ne voidaan valmistaa kaavan I mukaisista yh-
disteistd, joissa R, merkitsee menetelmin a) yhteydessi
esitettyjen suojaryhmien lohkaisumenetelmien olosuhteissa
lohkaistavaa ryhmdi, esim. alempialkoksikarbonyyliid, fe-
nyyli- tai naftyylialempialkoksikarbonyylid ja muilla
tdhteilld on esitetyt merkitykset, siten, ettid lohkais-
taan vastaavat tdhteet R,. T&hdn tarvittavat kaavan I mu-
kaiset yhdisteet voidaan valmistaa esimerkiksi jonkin
menetelmien a), c), d) tai e) yhteydessid esitetyn mene-
telmdn mukaisesti, jolloin menetelmdn a) ollessa kyseessd
mainittuja lohkaistavia tdhteitd R, vastaava suojaryhmd
esiintyy kaavan II mukaisessa suojatussa ldhtdyhdisteessa

ja muissa menetelmissid t&hteelld R, on samoin vastaava

merkitys.

Kaavan V mukaiset hapot ovat tunnettuja tai ne voidaan
valmistaa sindnsd tunnettujen menetelmien mukaisesti tai

ne ovat kaupallisesti saatavia.

Kaavan VI mukaiset aminoyhdisteet ova tunnettuja tai ne
voidaan valmistaa sindnsd tunnettujen menetelmien mukai-
sesti, esimerkiksi peptidisynteesin avulla (D)-, (L)- tai
(D,L)-valiinista, (D)-, (L)- tai (D,L)-(R,~fenyyli)ala-
niinista ja kaavan X mukaisesta yhdisteestd tai vastaa-
vasti suojatuista johdannaisista kondensaatio-olosuhteis-
sa menetelmdn b) yhteydessd esitettyjen olosuhteiden mu-

kaisesti.
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Edullisesti ne valmistetaan seuraavasti:

Kaavan XII

(XID

OH
NProt

o)

mukainen yhdiste, jossa NProt merkitsee suojattua amino-
ryhmdd, etenkin aryylialempialkoksikarbonyyliaminoa, ku-
ten menetelmdn a) yhteydessd on esitetty, esim. fenyy-
lialempialkoksikarbonyyliaminoa, kuten bentsyylioksikar-
bonyyliaminoa ja t&hteelld R, on kaavan I mukaisille yh-
disteille esitetyt merkitykset, etenkin vastaava yhdiste,
jonka asymmetrisessi C-atomissa on (L)-konfiguraatio, tai
sen vastaava happojochdannainen, esim. menetelm@n b) yh-
teydessid esitettyjd happojohdannaisia vastaava kondensoi-
daan reaktio-olosuhteissa, jotka vastaavat menetelmdn b)
yhteydess3d mainittuja, kaavan X mukaisella yhdisteelld,
edullisesti inertissd liuottimessa, kuten klooratussa
hiilivedyssd, esim. metyleenikloridissa -80 - 50°C:n,
etenkin -10 - 30°C:n ldmpdtiloissa kondensaatioaineen,
esim. sopivan N,N'-disubstituoidun karbodi-imidin, esim.
N,N'-disykloheksyylikarbodi-imidin l&sn&dollessa (karbodi-

inidi-menetelmd) .

Saadaan kaavan XIII

(XTII),

1 NProt
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mukainen yhdiste, jossa tdhteelld R; on kaavan I mukaisil-
le yhdisteille esitetty merkitys ja muilla tdhteilld on
esitetyt merkitykset. Suojaryhmdn vapauttaminen suojatus-
sa aminoryhmdssd NProt tapahtuu menetelm3n a) yhteydessa
mainituissa olosuhteissa, etenkin lohkaistaessa aryy-
lialempialkoksikarbonyyli hydraamalla katalyyttisesti,
etenkin jalometallikatalysaattoreiden, kuten platinan,
rodiumin tai palladiumin l&sndollessa, mahdollisesti kan-
toaineiden, kuten silikaattien, aktiivihiilen tai alu-
miniumoksidien l&dsndollessa, esim. palladium-aktiivihii-
lelld polaarisissa liuottimissa, esim. alkoholeissa, ku-
ten metanolissa tai etanolissa -80 - 50°C:n, etenkin -10

- 30°C:n ldmpdtiloissa. Saadaan kaavan VIII

Ry

(VII)

HoN
o

mukainen yhdiste, jossa t&hteilld on esitetyt merkityk-
set. Tdhteen (L)-, (D)- tai (D,L)-valiini liittdmiseksi
kaavan VIII mukainen aminoyhdiste kondensoidaan kaavan
XIV

OH (XIV)
NProt'

o)

mukaisella karboksyylihapolla tai sen reaktiokykyisella
happojohdannaisella, jossa kaavassa NProt' merkitsee suo-
jattua aminoryhm&&d, kuten ylld on esitetty tdhteen NProt
vyhteydessd, menetelm&@n b) yhteydessd esitettyjd olosuh-
teita vastaavissa olosuhteissa, etenkin kaavan XIII mu-
kaisen yhdisteen valmistamiseksi esitetyissd olosuhteis-
sa, ja suojaryhmd lohkaistaan menetelmidssi a) esitetylld
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tavalla, edullisesti olosuhteissa, jotka on esitetty ylla
suojaryhmien vapauttamiseksi kaavan XIII mukaisista yh-
disteistd. Saadaan kaavan VI mukainen yhdiste, jossa t&h-

teilld on esitetyt merkitykset.

Kaavan VII mukaiset yhdisteet voidaan valmistaa sindnsd

tunnettujen menetelmien mukaisesti.

Edullisesti ldhdetdin kaavan XV

XV)

mukaisesta laktonista, joka valmistetaan julkaisussa J.
Org. Chem. 54, 1178 - 1186 (1989) esitetyn menetelmndn
mukaisesti. Tdmi yhdiste hydrolysoidaan lohkaisemalla
td116in laktoni, edullisesti alkalisten yhdisteiden,
etenkin hydroksidien, esim. alkalimetallihydroksidien,
kuten natriumhydroksidin tai kaliumhydroksidin l&sndol-
lessa vesipitoisissa liuottimissa, esim. alkoholi/vesi-
seoksissa, kuten metanoli/vedessd tai etanoli/vedessid -80
- 50°C:n, etenkin -10 - 30°C:n ldmpdtiloissa, jolloin
saadaan vastaava vapaa karboksyylihappo (5(S)-atsido-

4 (S) -hydroksi-6~-sykloheksyyli-2 (S)-isopropyyliheksaani-
happo) tai vastaava suola, esim. alkalimetallisuola,
kuten natriumsuola. Tdstd valmistetaan nyt kaavan VII

mukaiset yhdisteet seuraavasti:

Ensin suojataan vapaa tai suolana esiintyvad karboksiryhmd
ja vapaa hydroksiryhmd 1liittdm&l1l3 jokin menetelmidn a)
yhteydessd esitetyistd suojaryhmistd. Edullisesti molem-
piin ryhmiin liitetd&dn trialempialkyylisilyyliryhm&, ku-
ten tert-butyyli-dimetyylisilyyli, etenkin saattamalla
5(S)~-atsido-4(S)~-hydroksi-6-sykloheksyyli-2(S)-isopropyy-
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liheksaanihappo tai vastaava suola, esim. alkalimetal-
lisuola, kuten natriumsuola reagoimaan vastaavan trialem-
pialkyylihalogeenisilaanin, esim. trialempialkyylikloo-
risilaanin, kuten tert-butyyli-dimetyylikloorisilaanin
kanssa edullisesti emdsten, kuten syklisten tai asyklis-
ten typpiemdsten, esim. imidatsolin ldsndollessa tai
puuttuessa aproottisessa liuottimessa, etenkin karboksyy-
lihappoamidissa, kuten dimetyyliformamidissa -80 -
50°C:n, etenkin -10 - 30°C:n ldmpdtiloissa ja suojakaasun
puuttuessa tai etenkin suojakaasun, kuten typen tai argo-

nin ldsndollessa.

Kaavan VII mukaiset yhdisteet, jossa R, ja/tai R, merkit-
see alempialkyylid tai vetyd, jolloin ainakaan toinen
tdhteistd ei merkitse vetyd, voidaan valmistaa tédstd si-

ten, ettd ndin saatu kaavan XVI

OProt

OProt’ (XVI)

N
’ o)

mukainen vyhdiste, jossa OProt ja OProt' merkitsevdt eri-

laisia tai edullisesti samanlaisia niistd esitetyista
suojaryhmistd, joita ei lohkaista hydraamalla, etenkin
jotakin mainittua trialempialkyylisilyylit&hdettd, hydra-
taan pelkistdmdlld atsiditdhde, edullisesti katalysaat-
torin, esim. jalometallikatalysaattorin, kuten platinan,
rodiumin tai palladiumin l&dsndollessa, joka esiintyy va-
paana tai kantoaineeseen sitoutuneena, esim. piihappogee-
liin, aluminiumoksidiin tai aktiivihiileen sitoutuneena,
esim. palladium-aktiivihiilen l&sndollessa polaarisessa
liuottimessa, kuten alkoholissa, esim. metanolissa tai
etanolissa -80 - 50°C:n, etenkin -10 - 30°C:n l&mpdti-
loissa normaalipaineessa tai korkeintaan 5 atm:n vetypai-

neessa.
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Tdll6in saadaan kaavan XVII

OProt’ (XVID)

mukainen yhdiste, jossa t&hteilld on viimeksi mainitut
merkitykset. Tdstd voidaan vapauttaa suoraan kaavan VII
mukainen yhdiste lohkaisemalla suojaryhmdt OProt ja OP-
rot'!, kuten menetelmdissd a) on esitetty, jolloin or-
gaanisena silyylioksikarbonyylind, kuten trialempialkyy-
lisilyylioksikarbonyylind, esim. trimetyylisilyylioksi-
karbonyylind suojattu karboksi vapautetaan tavanomaisella
tavalla solvolyyttisesti, esim. kdsittelemdlli vedelld,
alkoholilla, emdkselld, etenkin karbonaatilla, esim. al-
kalimetallikarbonaatilla, kuten kaliumkarbonaatilla, tai
hapolla, tai lisdksi fluoridilla, kuten menetelmdssi a)
on esitetty, edullisesti alkalikarbonaatilla vesi-alkoho-
lipitoisessa liuoksessa, esim. metanolissa tai etanolissa
vedessd -80 - 50°C:n, etenkin -10 - 30°C:n ldmpdtilassa
suojakaasun, kuten argonin tai typen atmosfddrissd, kun
taas orgaanisena silyylioksina suojattu hydroksi voidaan
vapauttaa hydrolysoimalla hydroksidipitoisen emiksen,
kuten maa-alkalimetallihydroksidin tai etenkin alkalime-
tallihydroksidin, esim. NaOH:n, KOH:n tai LiOH:n l&sndol-
lessa, tai asidolyysin avulla, esim. mineraalihapolla,
etenkin fluorivetyhapolla, tai vahvalla karboksyylihapol-
la, tail etenkin amiinin fluorisuolalla, erityisesti tert-
butyyliammoniumfluoridilla aproottisessa polaarisessa
liuvottimessa, esim. happoamidissa, kuten dimetyyliforma-
midissa -80 - 50°C:n, etenkin =10 - 30°C:n l&mpdtiloissa.
T&1l1l8in saadaan kaavan VII mukainen yhdiste, jossa R, ja
R, merkitsevdt vetyd. Vaihtoehtoisesti t&hteet R, ja/tai R,

vetyd lukuunottamatta voidaan 1iittdd alkyloimalla kaavan
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III mukaisella yhdisteelld, kuten menetelmdssd a) on esi-
tetty, ja/tai asyloimalla kaavan V mukaisella hapolla,
kuten menetelmdssd b) on esitetty, ja lohkaista vasta
tdmdn jdlkeen suojaryhmdt, jolloin saadaan kaavan VII
mukaisia yhdisteitd, joissa maksimaalisesti toinen t&h-

teistd R; tai R, voi merkitd vetyd.

Kaavan VIII mukaiset yhdisteet voidaan valmistaa esimer-
kiksi kaavan XIII mukaisista yhdisteistd ylld esitetylld

tavalla.

Kaavan IX mukaiset yhdisteet voidaan saada kaavan VII
mukaisista karboksyylihapoista tai niiden reaktiokykyi-
sistd johdannaisista, joissa sellaiset funktionaaliset
ryhmdt, joiden ei tule osallistua reaktioon, on suojattu
menetelmdssd a) esitetylld tavalla, kondensoimalla (D)-,
(L)- tai (D,L)-valiinilla, jossa karboksiryhmd on suojat-
tu menetelmdssid a) esitetylld tavalla, muodostamalla ami-
disidos menetelmdn b) yhteydessd esitetyissd reaktio-olo-
suhteissa, edullisesti vastaavissa reaktio-olosuhteissa,
jotka on esitetty saatettaessa kaavan VIII mukaiset yh-
disteet reagoimaan kaavan XIV mukaisiksi yhdisteiksi.
Tarvittaessa esiintyvdt suojaryhmdt lohkaistaan menetel-

mdssd a) esitetylld tavalla.

Kaavan X mukaiset yhdisteet ovat tunnettuja tai ne voi-
daan valmistaa tunnettujen menetelmien mukaisesti tai ne

ovat kaupallisesti saatavia.

Lopuksi kaavan XI mukaiset yhdisteet voidaan valmistaa
kaavan IX mukaisista karboksyylihapoista tai niiden reak-
tiokykyisistd johdannaisista menetelmdssid b) esitettyja
reaktio-olosuhteita vastaavissa olosuhteissa, etenkin
kaavan XI mukaisten yhdisteiden valmistamiseksi kaavan
VII mukaisista yhdisteistd esitetyissd olosuhteissa, jol-
loin vapaat funktionaaliset ryhmdt lukuunottamatta reak-

tioon osallistuvia ryhmid esiintyvdt mahdollisesti suoja-
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tussa muodossa, ja tarvittaessa lohkaistaan esiintyviat

suojaryhmdt menetelmidssd a) esitetylld tavalla.

Erds edullinen muunnelma kaavan I mukaisten yhdisteiden
valmistamiseksi ldhtee ylld esitetylld tavalla kaavan
XITII ja XIV mukaisista yhdisteistd valmistetuista kaavan
VI mukaisista yhdisteistd ja ylld esitetylld tavalla val-
mistetuista kaavan XVI mukaisista yhdisteistid, joissa
vapaat funktionaaliset ryhmidt lukuunottamatta reaktioon
osallistuvia ryhmid esiintyvdt mahdollisesti suojatussa
muodossa, kuten menetelmdssd a) on esitetty. T&l116in kar-
boksisuojaryhmd OProt' lohkaistaan selektiivisesti kaavan
XVI mukaisesta yhdisteestd, edullisesti hydrolyysin avul-
la emdksen, kuten hiilihapon suolan, esim. alkalimetalli-
karbonaatin, kuten natriumkarbonaatin li3sndollessa vesi-
alkoholisessa liuoksessa, esim. metanoli- tai etanoli-
vesi-seoksessa -80 - 50°C:n, etenkin =10 - 30°C:n l&mpd-
tiloissa ilman suojakaasua tai etenkin suojakaasun, kuten

typen tai argonin atmosfddrissid. Saadaan kaavan XVIII

OProt

OH Xvin)

N3
O

mukainen yhdiste, jossa tdhteilld on kaavan XVI mukaisil-
le yhdisteille esitetyt merkitykset. T&md kondensoidaan
sitten kaavan VI mukaisella yhdisteelld amidisidoksen
valmistamiseksi sopivissa olosuhteissa, kuten menetelmds-
sd b) on esitetty, etenkin in situ-reaktion avulla kon-
densaatioaineen, kuten bentsotriatsol-l1-yyli-oksi-tris-
(di-metyyliamino)-fosfonium-heksafluori-fosfaatin, stee-
risesti estyneen amiinin, kuten N-metyylimorfoliinin ja
rasemisoitumista estdvdn yhdisteen, kuten 1-hydroksi-
bents-triatsolin ldsndollessa polaarisessa liuottimessa,

edullisesti happoamidissa, esim. dialempialkyyliamino-
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alempialkanoyyliamidissa, kuten dimetyyliformamidissa -50
- 80°C:n, etenkin 0 - 30°C:n ldmpdtiloissa. Saadusta yh-
disteestd lohkaistaan suojaryhm&@ OProt, kuten on esitetty
hydroksisuojaryhmien lohkaisemiseksi menetelmdssid a),
etenkin hydrolyysin avulla hydroksidipitoisen emdksen,
kuten maa-alkalihydroksidin tai etenkin alkalimetallihyd-
roksidin, esim. NaOH:n, KOH:n tai LiOH:n l&dsndollessa tai
asidolyysin avulla, esim. mineraalihapoilla, edullisesti
fluorivetyhapolla, tai vahvalla karboksyylihapolla, tai
etenkin amiinin fluorisuolalla, erityisen edullisesti
tert-butyyliammoniumfluoridilla aproottisessa polaarises-
sa liuottimessa, esim. happoamidissa, kuten dimetyylifor-
mamidissa -80 - 50°C:n, etenkin -10 - 30°C:n ldmpdétilois-

sa. Saadaan kaavan XIX

, Ry - (XIX)
NH

O

mukainen yhdiste, jossa tdhteilld on kaavan I mukaisille
vyhdisteille esitetyt merkitykset. Tdstd saadaan kaavan I
mukainen yhdiste, jossa R, ja R, merkitsevidt vetyd, siten,
ettd pelkistetddn atsidiryhmd, edullisesti hydrataan,
etenkin katalysaattorin, esim. jalometallikatalysaatto-
rin, kuten platinan, rodiumin tai palladiumin l&sndolles-
sa, joka esiintyy vapaana tai kantoaineeseen sidottuna,
esim. piihappogeeliin, aluminiumoksidiin tai aktiivihii-
leen sitoutuneena, esim. palladium-aktiivihiilen ldsndol-
lessa polaarisessa liuottimessa, kuten alkoholissa, esim.
metanolissa tai etanolissa -80 - 50°C:n, etenkin -10 -
30°C:n ldmpdtiloissa normaalipaineessa tai korkeintaan 5

atm:n vetypaineessa.
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Mainitusta kaavan I mukaisesta yhdisteestd, jossa R, ja R,
merkitsevdt vetyd, valmistetaan sitten ylld esitetyn me-
netelmd@n a) tai b), etenkin menetelmdn b) mukaisesti kul-

loinkin saatavat kaavan I mukaiset yhdisteet.

Yleisid huomautuksia menetelmien suhteen

Kaikki y113d mainitut menetelmdvaiheet suoritetaan sindnsi
tunnetuissa, etenkin erityisesti mainituissa reaktio-olo-
suhteissa liuottimien tai laimentimien puuttuessa tai
tavanomaisesti niiden ldsndollessa, etenkin sellaisten
ldsndollessa, jotka ovat kdytettyjen reagenssien suhteen
inerttejd ja liuottavat n&md, katalysaattoreiden, konden-
saatioaineiden tai neutraloivien aineiden, esim. ionin-
vaihtimien, kuten kationinvaihtimien, esim. OH- tai H*-
muodossa, puuttuessa tai ldsndollessa reaktion ja/tai
reaktioon osallistuvien aineiden tyypistd riippuen alen-
netussa, normaalissa tai korotetussa ladmpdtilassa, esim.
n. -100°C - n. 120°C:n, edullisesti n. -80°C - n. 50°C:n
l&mpdtila-alueella, etenkin -20 - 40°C:ssa, esim. 0 -
25°C:ssa atmosféddrisessd paineessa tai suljetussa astias-
sa, mahdollisesti paineessa ja/tai inertissi atmosf&d&ris-

sd, esim. argonin tai typen atmosfdarissai.

Kaikissa reaktiovaiheissa esiintyvdt isomeeriseokset voi-
daan erottaa yksittdisiksi isomeereiksi, esim. diastereo-
meereiksi tai enantiomeereiksi tai isomeerien mielival-
taisiksi seoksiksi, esim. rasemaateiksi tai diastereomee-
riseoksiksi, esimerkiksi menetelmien mukaisesti, joita on
selitetty otsikolla "Ylimd&rdisid menetelmdtoimenpitei-

ta".

Liuvottimiin, joista kulloinkin kyseessd olevaan reaktioon
sopivat liuottimet voidaan valita, kuuluvat esimerkiksi
vesi, esterit, kuten alempialkyylialempialkanocaatit,
esim. etikkahappoetyyliesteri, eetterit, kuten alifaatti-
set eetterit, esim. dietyylieetteri, tai sykliset eette-
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rit, esim. tetrahydrofuraani, nestemdiset aromaattiset
hiilivedyt, kuten bentseeni tai tolueeni, alkoholit, ku-
ten metanoli, etanoli tai 1- tai 2-propanoli, nitriilit,
kuten asetonitriili, halogeenihiilivedyt, kuten mety-
leenikloridi, kloroformi tai tetrakloorimetaani, happo-
amidit, kuten dimetyyliformamidi, emdkset, kuten hetero-
sykliset typpiemdkset, esim. pyridiini, karboksyylihappo-
anhydridit, kuten alempialkaanihappoanhydridit, esim.
asetanhydridi, sykliset, lineaariset tai haarautuneet
hiilivedyt, kuten sykloheksaani, heksaani tai isopentaa-
ni, tai ndiden liuottimien seokset, esim. vesiliuokset,
mik&1li menetelmien selityksessd ei ole toisin mainittu.
Tdllaisia liuottimia ja liuotinseoksia voidaan kdyttéaa
myds suoritettaessa loppuvaiheita, esimerkiksi kromato-
grafialla tai jaolla. Etusijalla ovat mainituille reak-
tioille kulloinkin spesifiset reaktio-olosuhteet.

Farmaseuttiset valmisteet

Keksintd koskee myds farmaseuttisia valmisteita, jotka
sisdltdvidt vaikuttavana aineena kaavan I mukaista yhdis-
tetta.

Tdmidn Keksinndn mukaisia farmakologisesti kdyttokelpoisia
yhdisteitd voidaan kdyttd3d esim. farmaseuttisten valmis-
teiden valmistamiseksi, jotka sisdltdvdt vaikuttavan mda-
ridn vaikuttavaa ainetta yhdessi tai sekoitettuna merkit-
sevdidn middrdidn epdorgaanisia tai orgaanisia, kiinteitd

tai nestemidisid, farmaseuttisesti kiyttdkelpoisia kanto-

aineita.

Keksinndn mukaiset farmaseuttiset valmisteet on tarkoi-
tettu enteraaliseen, kuten nasaaliseen, bukkaaliseen,
rektaaliseen tai oraaliseen, tai parenteraaliseen, kuten
intramuskulaariseen tai intravenoosiseen kdytt&dn ladmmin-
verisille (ihmisille ja eldimille) ja ne sisdltavat vai-

kuttavan annoksen farmakologista vaikuttavaa ainetta yk-
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sinddn tai yhdessd merkitsevin mddr&n kanssa farmaseutti-
sesti kdyttokelpoista kantoainetta. Vaikuttavan aineen
annostus riippuu l&mminverisen lajista, painosta, idstd
ja yksilbllisestd tilasta, yksiléllisistd farmakokineet-
tisistd olosuhteista, kdsiteltdvdstid sairaudesta sekd

antotavasta.

Etenkin edullinen on farmaseuttinen valmiste, joka sopii
annettavaksi ldmminveriselle, etenkin ihmiselle retrovi-
raalisen aspartaattiproteaasin, kuten HIV-1- tai HIV-2~
proteaasin estoaineisiin reagoivan sairauden, kuten
AIDS:in hoitoon tai profylaksiaan ja joka sisdlt3i vai-
kuttavan, retroviraalista aspartaattiproteaasia, kuten
HIV-1- tai HIV-2-proteaasia estidvidn miir&n kaavan I mu-
kaista yhdistettd tai sen suolaa ja yhtd tai useampaa

kantoainetta.

Keksintd koskee myds menetelmdd retrovirusten aiheutta-
mien sairauksien, esim. AIDS:in hoitamiséksi, etenkin
silloin, kun HIV-1 aiheuttaa sairauden, tunnettu siiti,
ettd annetaan terapeuttisesti nditd sairauksia vastaan
vaikuttava md&drd keksinndn mukaisia kaavan I yhdisteiti,
etenkin ldmmminveriselle, etupdidssd ihmiselle, joka tar-
vitsee tdllaista hoitoa jonkin mainitun sairauden, eten-
kin AIDS:in johdosta. N. 70 kg painavalle ldmminverisel-
le, etenkin ihmiselle annettavat annosmiidrdt ovat edulli-
sesti n. 3 mg - n. 10 g, etenkin n. 40 mg - n. 4 g, esim.
suunnilleen 300 mg - 1,5 g/henkild ja pdivd jaettuna
edullisesti 1 - 3 yksittdisannokseen, jotka voivat olla
esim. yhtd suuria. Tavanomaisesti lapsille annetaan puo-
let aikuisen annoksesta.

Q.

Farmaseuttiset valmisteet sisdltidviat n. 1 % - n. 95

oo

[4

etenkin n. 20 ¥ - n. 90 % vaikuttavaa ainetta. Keksinnén
mukaiset farmaseuttiset valmisteet voivat esiinty&d esim.
annosyksikkémuodoissa, kuten ampulleina, pienpulloina,

suppositorioina, rakeina, tabletteina tai kapseleina.
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Tdmdn keksinndn mukaiset farmaseuttiset valmisteet val-
mistetaan sindnsd tunnetulla tavalla, esim. tavanomaisten
liuotus-, lyofilisointi-, sekoitus-, granulointi- tai

rakeistusmenetelmien avulla.

Edullisesti kdytetddn vaikuttavan aineen liuoksia, t&dmdn
lisdksi myds suspensioita, nimittdin etenkin isotonisia
vesiliuoksia tai ~-suspensioita, jolloin n&md esim. lyofi-
lisoitujen valmisteiden ollessa kyseessd, jotka sisdlta-
vdt vaikuttavan aineen yksinddn tai yhdessd kantoaineen,
esim. manniitin kanssa, voidaan valmistaa ennen kdyttdd.
Farmaseuttiset valmisteet voivat olla steriloituja ja/tai
sisdltdd apuaineita, esim. sdilontd-, stabilointi-, kos-
tutus- ja/tai emulgointiaineita, liukoiseksi tekevid ai-
neita, suoloja osmoottisen paineen sdidtdmiseksi ja/tai
puskureita ja ne valmistetaan sindnsid tunnetulla tavalla,
esim. tavanomaisten liuotus- tai lyofilisointimenetelmien
avulla. Mainitut liuokset tai suspensiot voivat sis&dltda
viskositeettid parantavia aineita, kuten natriumkarboksi-
metyyliselluloosaa, karboksimetyyliselluloosaa, dekstraa-

nia, polyvinyylipyrrolidonia tai gelatiinia.

Oljyssid olevat suspensiot sisdltdviat Sljyisend komponent-
tina injektioissa tavanomaisesti kdytettyja kasvi-, syn-
teettisid tai puolisynteettisid 6ljyja. Tdllaisina mai-
nittakoon etenkin nestemdiset rasvahappoesterit, jotka
sisdltdvidt happokomponenttina pitkdketjuista, 8 - 22,
etenkin 12 - 22 hiiliatomia sis&@ltdvdd rasvahappoa, kuten
esim. lauriinihappoa, tridekyylihappoa, myristiinihappoa,
pentadekyylihappoa, palmitiinihappoa, margariinihappoa,
steariinihappoa, arakidiinihappoa, behenhappoa tai vas-
taavia tyydyttymdttémid happoja, kuten esim. &ljyhappoa,
elaidiinihappoa, erukahappoa, brasidiinihappoa tai lino-
lihappoa, mahdollisesti lisiddmdlld samalla antioksidant-
teja, kuten esim. E-vitamiinia, f@-karotiinia tai 3,5-di-
tert-butyyli-4~hydroksitolueenia. Ndiden rasvahappoeste-

reiden alkoholikomponentissa on korkeintaan 6 hiiliatomia
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ja se on yksi- tai moniarvoinen, esim. yksi-, kaksi- tai
kolmearvoinen alkoholi, esim. metanoli, etanoli, pro-
panoli, butanoli tai pentanoli tai niiden isomeereji,
ennen kaikkea kuitenkin glykoli tai glyseroli. Rasvahap-
poestereind mainittakoon tdstd syystd esimerkiksi: etyy-
lioleaatti, isopropyylimyristaatti, isopropyylipalmitaat-
ti, "Labrafil M 2375" (polyoksietyleeniglyserolitri-
oleaatti, valmistaja Gattefossé, Pariisi), "Miglyol 812"
(ketjupituudeltaan C; - C,, olevien tyydyttyneiden rasva-
happojen triglyseridi, valmistaja Hiils AG, Saksa), eten-
kin kuitenkin kasvidljyt, kuten puuvillansiemendljy, man-
telidljy, o0liividljy, risiinidljy, seesamidljy, soijadliy

ja ennen kaikkea maapdahkindosljy.

Injektiovalmisteiden valmistus tapahtuu tavanomaisella
tavalla steriileissd olosuhteissa, samoin tdyttdminen
ampulleihin tai pienpulloihin sekd s&ilioiden sulkemi-

nen.

Oraaliseen kdyttddn tarkoitettuja valmisteita voidaan
saada siten, ettd vaikuttava aine yhdistet&&n kiinteiden
kantoaineiden kanssa, saatu seos granuloidaan mahdolli-
sesti ja haluttaessa tai tarvittaessa sopivien apuainei-
den lisddmisen jdlkeen kdsitellddn tableteiksi, raeyti-
miksi tai kapseleiksi. T&4116in vaikuttavat aineet voidaan
sisdllyttdd mySs muovikantoaineisiin, jotka luovuttavat
ne tai antavat niiden diffundoitua annostellusti.

Sopivia kantoaineita ovat etenkin tédyteaineet, kuten so-
kerit, esim. laktoosi, sakkaroosi, manniitti tai sorbiit-
ti, selluloosavalmisteet ja/tai kalsiumfosfaatit, esim.
trikalsiumfosfaatti tai kalsiumvetyfosfaatti, edelleen
sideaineet, kuten tdrkkelysliisterit, jolloin kdytetdin
esim. maissi-, vehnd-, riisi- tai perunatidrkkelystd, ge-
latiini, tragantti, metyyliselluloosa, hydroksipropyyli-
metyyliselluloosa, natriumkarboksimetyyliselluloosa ja/-

tai polyvinyylipyrrolidoni, ja/tai haluttaessa hajotusai-
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neet, kuten yll3d mainitut tarkkelykset, edelleen karbok-
simetyylitédrkkelys, ristisilloitettu polyvinyylipyrroli-
doni, agar, algiinihappo tai sen suola, kuten natriumal-
ginaatti. Apuaineita ovat ensisijaisesti juoksevuudensda-
t6- ja voiteluaineet, esim. piihappo, talkki, steariini-
happo tai sen suolat, kuten magnesium- tai kalsiumstea-
raatti ja/tai polyetyleeniglykoli. Raeytimet voidaan va-
rustaa sopivilla, mahdollisesti mahanestettd kestdvilléd
pddllysteilld, jolloin kdytetddn mm. konsentroituja soke-
riliuoksia, jotka sisdltdvdt mahdollisesti arabikumia,
talkkia, polyvinyylipyrrolidonia, polyetyleeniglykolia
ja/tai titaanioksidia, sopivissa orgaanisissa liuottimis-
sa olevia lakkaliuoksia tai mahanestettd kestdvien pdal-
lysteiden valmistamiseksi sopivien selluloosavalmistei-
den, kuten etyyliselluloosaftalaatin tai hydroksipropyy-
limetyyliselluloosaftalaatin liuoksia. Kapselit ovat pis-
tokapseleita, jotka on valmistettu gelatiinista, sekd
pehmeitd, suljettuja kapseleita, jotka on valmistettu ge-
latiinista ja pehmentimestd, kuten glyserolista tai sor-
biitista. Pistokapselit voivat sis&dltdd vaikuttavan ai-
neen granulaatin muodossa, esim. t&dyteaineiden, kuten
laktoosin, sideaineiden, kuten tdrkkelysten ja/tai liuku-
aineiden, kuten talkin tai magnesiumstearaatin ja mahdol-
lisesti stabilisaattoreiden kanssa. Pehmeissd kapseleissa
vaikuttava aine liuotetaan tai suspendoidaan edullisesti
sopiviin 6l1jyisiin apuaineisiin, kuten rasvaisiin 61jyi-
hin, parafiinidljyyn tai nestemdisiin polyetyleeniglyko-
leihin, jolloin voi olla lis3tty samoin stabilisaattorei-
ta ja/tai antibakteerisia aineita. Tabletteihin tai rae-
pddllysteisiin ja kapselin vaippoihin voidaan lis&téa
vdriaineita tai pigmenttejd, esim. erilaisten vaikuttavan

aineen annosten tunnistamiseksi tai merkitsemiseksi.

Seuraavat esimerkit havainnollistavat keksintdd, mutta ne

eivdt kuitenkaan rajoita sen laajuutta mill&d tavoin.
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Lampotilat esitetddn celsiuasteina (°C). Rarvot, jotka

esittdvdt kulloinkin kyseessd olevan aineen ajovdlin suh-
detta ajoainerintaman ajovdliin, selvitetddn piihappogee-
liohutkerroslevyilld ohutkerroskromatografialla (DC) seu-

raavissa liuvotinjdrjestelmissa:
DC-ajoainejdrjestelmét:

A: kloroformi/metanoli/vesi/etikkahappo (75:27:5:0,5)
B: heksaani/etikkahappoetyyliesteri (1:1)

C: etikkahappoetyyliesteri

D: metyleenikloridi/metanoli (9:1)

Lyhenne "“R;(A)" merkitsee esimerkiksi, ettd Ri~arvo on
selvitetty liuotinjdrjestelmdssd A. Liuottimien mdidradsuh-
de toisiinsa on esitetty aina tilavuusosina (v/v). Myds
pylvdskromatografian ajoainejdrjestelmien mddritelméssd
kdytettyjen liuottimien madrdsuhteet esitetddn tilavuus-

osina (v/v).

HPLC-jdrjestelmdt:
Pylvds:
Nucleosil-C18® (Macherey & Nagel, Diiren), 5 u, 250 x 4,6

mm, ldpivirtausnopeus 1 ml/min., mittaus 215 nm:ssa.

Ajoaineet:

I: 20 % -> 100 % asetonitriilid/o,1 % trifluorietikkahap-
poa vedessi/0,1 % trifluorietikkahappoa 35 minuutin ajan.
II: 0 $ -> 40 % asetonitriili&d/o,1 % trifluorietikkahap-

poa vedessd/0,1 % trifluorietikkahappoa 30 minuutin ajan.
Muilla kdytetyilld lyhenteilld on seuraavat merkitykset:
atm - fysikaalisia atmosfddrejd (paineyksikkd) - 1 atm

vastaa 1,013 baaria,
Boc - tert-butyylioksikarbonyyli,
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BOP - bentsotriatsol-l-yyli-oksi-tris-(di-metyyliamino)-
fosfonium-heksafluorifosfaatti,

Cha - sykloheksyylialaniini,

DC - ohutkerroskromatografia,

DCC - disykloheksyylikarbodi-imidi,

DMF - dimetyyliformamidi,

etikkaesteri - etikkahappoetyyliesteri,

eetteri - dietyylieetteri,

FAB-MS - fast-atom-bombardment-massaspektroskopia,
HOBt - 1-hydroksi-bentstriatsoli,

Pd/C - palladium-aktiivihiili (katalysaattori),
suolavesi - kylldstetty keittosuolaliuos,

TBAF - tetrabutyyliammoniumfluoridi (trihydraatti),
tpa — retentioaika,

Z - bentsyylioksikarbonyyli.

Massaspektroskopiset mittausarvot saadaan "fast-atom-bom-
bardment"~ (FAB-MS)-~-menetelmdn mukaisesti. Massa-arvot

koskevat protonoitua molekyyli-ionia (M+H)®*.

Luonnollisten a-aminohappojen kaksiarvoisten ryhmien ni-
mittdmiseksi k&dytetdidn peptidikemiassa tavanomaisia ly-

henteitd. ao-hiiliatomin konfiguraatio esitetddn laitta-

malla eteen (L)- tai (D)-.

5(S)-amino-6-sykloheksyyli-4 (S) ~hydroksi-2 (S)-isopropyy-
li-heksaanihapon kaksiarvoisen ryhm&n kaava on
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Esimerkki 1
5(S)-Boc-amino-6-sykloheksyyli-4(S)-hydroksi-2(S)-isopro-
pyyli-heksanoyyli-(L)-valyyli-(L)-fenyylialanyyli-morfo-
lin-4-yyliamidi

100 mg (0,17 mmoolia) 5(S)-amino-6-sykloheksyyli-4(S)-
hydroksi-2(S)-isopropyyli-heksanoyyli-(L)-valyyli-(L)-
fenyylialanyyli-morfolin-4-yyliamidia liuotetaan 5 ml:aan
THF/vettd (1:1) ja sitten lis&dtddn huoneen l&mpdtilassa
62 mg (0,28 mmoolia) di-tert-butyyli-dikarbonaattia. 2
tunnin kuluttua liuotin haihdutetaan pois, jddnnds liuo-
tetaan etikkaesteriin ja pestddn perdkkdin kyllidstetylld
natriumbikarbonaattiliuoksella, vedelld ja suolavedelli.
Orgaaniset uutteet pestdin vedelli ja suolavedelld, kui-
vatetaan natriumsulfaatin pddlld ja haihdutetaan. Raaka-
tuote kromatografoidaan piihappogeelilld heksaani/etikka-
esterilld (1:1), jolloin saadaan otsikkoyhdiste amorfise-

na kiintokappaleena.

FAB-MS: (M+H)* = 687, ty, (I) = 24,7 min., DC R,(A) = 0,78.

Lihtdéaine valmistetaan seuraavasti:

la) 5(S)-amino-6-sykloheksyyli-4(S)-hydroksi-2(S)-isopro-
pyyliheksanoyyli-(I)-valyyli-(L)-fenyvlialanyyli-(morfo—-

lin-4~yyli)-amidi

Liuosta, jossa on 387 mg (0,63 mmoolia) 5(S)-atsido-6-
sykloheksyyli-4 (S)-hydroksi-2 (S)-isopropyyli-heksanoyyli-
(L)-valyyli-(L)-Phe-morfolin-4-yyliamidia 40 ml:ssa me-
tanolia, hydrataan kdyttdm&lld ldsnd 100 mg 10%:ista
Pd/C:td huoneen ladmpdtilassa ja 1 atm:n vetypaineessa 3,5
tunnin ajan. Suodatetaan pois katalysaattorista, suodos
haihdutetaan ja puhdistetaan kromatografisesti piihappo-
geelissd metyleenikloridin, metanolin ja vikevdn ammonia-
kin seoksella (90:10:0,1), jolloin saadaan otsikkoyhdiste
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amorfisena kiintokappaleena. FAM-MS: (M+H)' = 587, tg, (I)
= 14,6 min., DC R((A) = 0,54.

1b) 5(S)-atsido-6-sykloheksyyli-4(S)-hydroksi-2(S)-iso-
propyyli-heksanoyyli-(L)-Val-(L)~-Phe-morfolin-4-yyliamidi

Liuokseen, jossa on 570 mg (0,78 mmoolia) 5(S)-atsido-
4(S)~-(tert-butyylidimetyylisilyylioksi)-6-sykloheksyyli~
2(S)~-isopropyyli-heksanoyyli-(L)-Val-(L)-Phe-morfolin-4-
yyliamidia 7 ml:ssa DMF:d4, lisdtdidn 459 mg (1,57 mmoo-
lia) TBAF:d3d ja sekoitetaan 16 tunnin ajan huoneen 1l&mp&-
tilassa. Reaktioseos laimennetaan vedelld ja uutetaan 3x
etikkaesterilld. Orgaaniset uutteet pest&din 3x vedelld, 2
x kyll&dstetylld natriumbikarbonaattiliuoksella ja 1x suo-
lavedelld, kuivatetaan natriumsulfaatin p&dlla ja haihdu-
tetaan. Raakatuotetta digeroidaan heksaanilla ja se tuot-
taa otsikkoyhdisteen. FAB-MS: (M+H)* = 613, tg, (I) = 24,7
min., DC R(B) = 0,15.

1c) 5(S)-atsido-4(S)—-(tert-butyylidimetyylisilyylioksi)-
6-sykloheksyyli-2(S)~-isopropyyli-heksanoyyli—-(L)~-Val-(L) -

Phe-morfolin-4-vyliamidi

Liuokseen, jossa on 412 mg (1 mmoolia) 5(S)-atsido-4(S)-
(tert-butyylidimetyylisilyylioksi)-6~-sykloheksyyli-2(S)-
isopropyyli-heksaanihappoa 4 ml:ssa DMF:434 (esimerkki
1h), lisdtddn 487 mg (1,2 mmoolia) BOP:td, 149 mg (1,1
mmoolia) HOBt:td ja 330 pl (3 mmoolia) N-metyylimorfolii-
nia ja sekoitetaan 30 minuutin ajan huoneen ldmpétilassa.
Tdmdn jdlkeen lisdtddn liuos, jossa on 400 mg (1,2 mmoo-
lia) H-(L)-Val-(L)~Phe-morfolin-4-yyliamidia (esimerkki
1g) 3 ml:ssa DMF:dd. 2,5 tunnin kuluttua reaktioseos lai-
mennetaan vedelld ja uutetaan 3x etikkaesterilld. Or-
gaaniset uutteet pestddn kylldstetylld natriumbikar-
bonaattiliuoksella, vedelld ja kylldstetylld natriumklo-
ridiliuoksella, kuivatetaan natriumsulfaatin pdilli ja
haihdutetaan. Puhdistetaan kromatografisesti piihappogee-
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1i11d heksaani/etikkaesterin gradientilla (3:1 -> 1:1),

jolloin saadaan otsikkoyhdiste j&hmettyneend vaahtona.

FAB-MS: (M+H)* = 727, tg, (I) = 37,8 min., DC R((B) = 0,40.

1d) Z-(L)-Phe-morfolin-4-yyliamidi

Liuos, jossa on 4,49 g Z-(L)-Phe-OH:ta 190 ml:ssa mety-
leenikloridia, jddhdytetddn 0°C:seen ja siihen lis&dtdén
3,09 g DCC:td. Sekoitetaan 20 minuutin ajan 0°C:ssa ja
sitten lis&dtddn tipoittain 15 minuutin kuluessa 1liuos,
jossa on 1,31 ml morfoliinia 10 ml:ssa metyleenikloridia.
Reaktioseosta sekoitetaan edelleen 24 tunnin ajan huoneen
ldmpotilassa ja saostuneen disykloheksyylivirtsa-aineen
suodattamisen jdlkeen pestddn perdkkdin metyleeniklori-
dilla, natriumbikarbonaatin vesiliuoksella ja suolavedel-
l1d. Kuivatetaan natriumsulfaatin pddlld ja haihdutetaan,
jolloin saadaan raaka otsikkoyhdiste, joka kiteytyy eet-
teristd. DC R(C) = 0,55.

le) H-(L)-Phe-morfolin-4-yyliamidi

Liuvos, jossa on 5,5 g Z-(L)-Phe-morfolin-4-yyliamidia ja
1,5 g 10%:ista Pd/C:td 150 ml:ssa metanolia, muunnetaan
otsikkoyhdisteeksi huoneen ldmpdtilassa 1 tunnin kuluessa
hydraamalla vedyn lasketulla mddrdlld. Katalysaattorin
poissuodattamisen jdlkeen haihdutetaan, laimennetaan
etikkaesterilld ja sitten saatu liuos pestididn kylldste-
tylld natriumbikarbonaattiliuoksella, kuivatetaan nat-
riumsulfaatin pd&dl1l14 ja haihdutetaan alennetussa painees-
sa. Pylvidskromatografian jdlkeen (esimerkin 1 g mukaises-
ti) saadaan otsikkoyhdiste puhtaassa muodossa. DC R((D) =
0,3.
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1f) Z-(L)-Val-(L)-Phe-morfolin-4-yyliamidi

Liuokseen, jossa on 2,14 g Z-(L)-Val-OH:ta 80 ml:ssa ab-
soluuttista j&d11d jddhdytettyd metyleenikloridia, lis&-
tddn 1,75 g DCC:td ja sekoitetaan 20 minuutin ajan téssi
lampdtilassa ja sitten lisdtddn tipoittain 15 minuutin
kuluessa liuos, jossa on 2 g H-(L)-Phe-morfolin-4-yyli-
amidia. Reaktioseosta sekoitetaan edelleen 24 tunnin ajan
huoneen ldmpdtilassa, ja muodostunut virtsa-aine suodate-
taan pois. Suodos pestddn perdkkdin natriumbikarbonaatin
vesiliuoksella ja suolavedelld, kuivatetaan natriumsul-
faatin pd&l1d ja haihdutetaan. Sekoitetaan eetterin kans-
sa ja suodatetaan pois liukenematon jd&dnndés, jolloin saa-
daan haihduttamisen jdlkeen otsikkoyhdiste, joka kédsitel-
1d8n edelleen ilman lis#dpuhdistusta. DC R((C) = 0,7.

1g) H-(L)-Val-(L)-Phe-morfolin-4-yyliamidi

Esimerkin 1 e) mukaisesti 3,9 g Z-(L)-Val-(L)-Phe-morfo-
lin-4~-yyliamidia muunnetaan hydraamalla 10%:isen Pd/C:n
(0,5 g) pddlla 150 ml:ssa metanolia raa‘'aksi otsikkoyh-
disteeksi, joka puhdistetaan pylvdskromatografialla (SioO,,
metyleenikloridi -> metyleenikloridi/metanoli: 97,5:2,5

(v/v)). DC R(D) = 0,4.

1h) 5(S)-atsido-4(S)-(tert-butyylidimetyylisilyylioksi)=-
6-sykloheksyyli-2(S)-isopropyyli-heksaanihappo

Suspensioon, jossa on 11,5 g (35,8 mmoolia) 5(S)-atsido-
4 (S) -hydroksi-6-sykloheksyyli-2 (S)-isopropyyli-hek-

saanihappo-natriumsuolaa (esimerkki 1i)) 45 ml:ssa

DMF:34, lisdtddn perdkkdin 11,5 g (168,9 mmoolia) imidat-
solia ja 13,4 g (88,9 mmoolia) tert-butyylidimetyylikloo-
risilaania ja sekoitetaan 3,75 pdivdn ajan huoneen lampd-
tilassa typen atmosfddrissi. Reaktioseos kaadetaan jdive-

teen ja uutetaan 4x kulloinkin 250 ml:1la jiadkylmdid hek-
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saania. Heksaanifaasi pest#ddn kulloinkin 2x vedelld ja
suolavedelld, kuivatetaan natriumsulfaatin pddllid ja
haihdutetaan. Kuivatetaan suurtyhjdssd vakiopainoon, jol-
loin saadaan raaka 5(S)-atsido-4(S)-(tert-butyylidimetyy-
lisilyylioksi)-6-sykloheksyyli-2(S)-isopropyyli-heksaani-
happo-tert-butyylidimetyylisilyyliesteri vaaleankeltaise-
na 6l1ljynd. 10,1 g (17,9 mmoolia) tdtd raakatuotetta liuo-
tetaan 250 ml:aan metanolia ja siihen lis&dtddn 0°C:ssa
livos, jossa on 2,72 g (19,7 mmoolia) kaliumkarbonaattia
26 ml:ssa vettd, ja muodostunutta emulsiota sekoitetaan 2
tunnin ajan huoneen l&mpdtilassa argonin atmosfdidrissi.
Reaktioseos haihdutetaan alennetussa paineessa, laimen-
netaan etikkaesterilld ja jddkylmdlld suolavedelld, ja
vesifaasin pH-arvo sdddetdidn 0,5 M kaliumvetysulfaatti-
liuoksella arvoon 2. Erotettu vesifaasi uutetaan vield 3x
etikkaesterilld. Yhdistetyt orgaaniset uutteet pestdin
jadkylmdlld vedelld ja jddkylmdlld suolavedelld, kuivate-
taan natriumsulfaatin p&ddlld ja haihdutetaan. Raakatuote
koostuu seoksesta, jossa on 76,5 % otsikkoyhdistettd ja
23,5 % 2(R)-epimeerid. Diastereomeeripuhdas otsikkoyhdis-
te saadaan kromatografisen puhdistamisen jdlkeen piihap-
pogeelipylvdidlld gradientilla metyleenikloridi -> 10 %
metanolia metyleenikloridissa. tg, (I) = 37,1 min., DC
R;(B) = 0,27.

i) 5(S)-atsido-4(S)-hydroksi-6-sykloheksyyli-2(S)-isopro-

pyvliheksaanihappo-natriumsuola

Liuokseen, jossa on 1 g (3,6 mmoolia) (2S,4S,5S)-5-atsi-
do-6-sykloheksyyli-2-isopropyyli-4 (S)-hydroksi-heksaani-
happo-y-laktonia (= (2S,4S,5S)-5-atsido-6-sykloheksyyli-
2-isopropyyli-heksanolidi) (J. Org. Chem. 54, 1178
(1989)) 30 ml:ssa metanolia ja 10 ml:ssa vettd, lis&dtdan
0°C:ssa 3,6 ml (3,6 mmoolia) 1 N natriumhydroksidia ja
sekoitetaan 15 tunnin ajan huoneen l&mp&tilassa. Reak-
tioseos haihdutetaan kokonaan ja jd&dnnokseen lis&tddn

kulloinkin 2x metanolia, heksaania ja metyleenikloridia
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ja haihdutetaan puolestaan kokonaan. T&113d tavalla saa-
daan otsikkoyhdiste raakatuotteena, jota ei puhdisteta
edelleen. t;, (I) = 22,9 min., DC R(D) = 0,61.

Esimerkki 2: 5(S)-amino-6-sykloheksyyli-4(S)-hydroksi-
2(S)~-isopropyyliheksanoyyli-(L)-valyyli-(L)-fenyy-
lialanyyli~(tiomorfolin-4-yyli)-amidi

Lihdettdessd tiomorfoliinista morfoliinin sijasta valmis-
tetaan otsikkoyhidste vdlituotteiden kautta esimerkin 1i)
- la) mukaisesti esimerkissid 1 esitetyn menetelmidn mukai-

sesti.
Esimerkki 3: Gelatiiniliuos

Edelld olevassa esimerkiss3d 1 tai 2 mainitun kaavan I
mukaisen yhdisteen steriilisuodatettu vesiliuos, joka
sisdltdd lisdksi 20 % syklodekstriinid, ja steriili, fe-
nolilla sd8ilotty gelatiiniliuos sekoitetaan keskendén
lédmmittden aseptisissa olosuhteissa siten, ettd saadaan

1,0 ml liuosta, jonka koostumus on seuraava:

vaikuttavaa ainetta 3 mg

gelatiinia 150,0 mg
fenolia 4,7 mg
tisl. vettd, jossa 20 $ syklodekstriinii 1,0 ml

Esimerkki 4: Steriili kuiva-aine injektiota varten

5 mg edelld olevassa esimerkissd 1 tai 2 mainittua kaavan
I mukaista, vaikuttavana aineena toimivaa yhdistettd
liuotetaan 1 ml:aan vesiliuosta, jossa on 20 mg man-
niittia ja 20 % syklodekstriinid liukoiseksi tekevédni
aineena. Liuos steriilisuodatetaan ja tdytetddn asepti-
sissa olosuhteissa 2 ml:n ampulliin, syvdjdddytetddn ja
lyofilisoidaan. Ennen kdyttod lyofilisaatti liuotetaan 1

ml:aan tislattua vettd tai 1 ml:aan fysiologista keit-
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tosuolaliuosta. Liuos k8ytetddn intramuskulaarisesti tai
intravenoosisesti. Tdmd valmiste voidaan tdyttdd myos

kaksikammioruiskutusampulleihin.

Esimerkki 5: Nendsumute

Seokseen, jossa on 3,5 ml Myglyol 812®:ta ja 0,08 g bent-
syylialkoholia, suspendoidaan 500 mg edelld olevassa esi-
merkissd 1 tai 2 mainitun kaavan I mukaisen, vaikuttavan
aineena toimivan yhdisteen hienoksi jauhettua (< 5,0 um)
jauhetta. T&md suspensio tdytetddn annosteluventtiililléd
varustettuun s8i1ié8n. S#iliddn tdytetddn venttiilin
kautta paineessa 5,0 g Freon 812®:ta. Ravistelemalla
"Freon" liukenee Myglyol-bentsyylialkoholiseokseen. T&md
sumutesdilid sisdltdd n. 100 yksittdisannosta, jotka voi-

daan antaa yksitellen.
Esimerkki 6: Lakkatabletit

10.000 tabletin valmistamiseksi, jotka sis&dltavat kul-
loinkin 100 mg vaikuttavaa ainetta, kdsitellddn seuraavat

aineosat:

vaikuttavaa ainetta 1000 g
maissitdrkkelysta 680 g
kolloidista piihappoa 200 g
magnesiumstearaattia 20 g
steariinihappoa 50 g
natriumkarboksimetyylitdrkkelystd 250 g

vettd guantum satis

Seos, jossa on vaikuttavana aineena edelld olevassa esi-
merkissd 1 tai 2 mainittua kaavan I mukaista yhdistettsd,
50 g maissitdrkkelystd ja kolloidista piihappoa, kdsitel-
1d8n kosteaksi massaksi tdrkkelysliisterin kanssa, joka
on valmistettu 250 g:sta maissitédrkkelystd ja 2,2 kg:sta

demineralisoitua vettd. Tdmd massa puristetaan seulan
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ldpi, jonka silmdkoko on 3 mm, ja kuivatetaan 45°C:ssa 30
minuutin ajan leijukerroskuivurissa. Kuivatettu granu-
laatti puristetaan seulan 1ldpi, jonka silmdkoko on 1 mm,
sekoitetaan edelld seulotun (seula 1 mm) seoksen kanssa,
jossa on 330 g maissitdrkkelystd, magnesiumstearaatti,
steariinihappo ja natriumkarboksimetyylitdrkkelys, ja

puristetaan hieman kaareviksi tableteiksi.
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Patenttivaatimukset

1. Analogiamenetelmd kaavan I

@,

mukaisten yhdisteiden ja tdllaisten suolan muodostavia
ryhmid sisdltdvien yhdisteiden suolojen valmistamiseksi,
jossa kaavassa R, merkitsee vetyd tai alempialkyylid, R,
merkitsee vetyd, alempialkyylid, alempialkoksikarbonyy-
1id, fenyyli- tai naftyyli-alempialkoksikarbonyylid, he-
terosyklyylikarbonyylid, jossa heterosyklyyli sis&dltdd 5
tai 6 rengasatomia, on tyydyttynyt ja sitoutunut rengas-
typpiatomin kautta karbonyyliryhmddn ja sisdltdd rengas-
jdsenend sitovan typpiatomin lisdksi yhden tai useamman
heterocatomin, joita ovat substituoimaton tai ¢,-C,-alkyy-
litdhteelld substituoitu NH, O, S, S=0 tai SO,, alempial-
kanoyylid, fenyyli- tai naftyylialempialkanoyylid tai
alempialkaanisulfonyylid, R; merkitsee morfolinoa, tiomor-
folinoa, S-oksotiomorfolinoa tai S,S-dioksotiomorfolinoa,
jolloin t&hteelld heterosyklyyli heterosyklyylikarbonyy-
lissd R, on sama merkitys kuin t&hteelld R, tai tdhteestd
R; poikkeava merkitys, ja R, merkitsee vetyid, hydroksia,
C,-C,~alkoksia, syanoa, trifluorimetyylid tai fluoria,tun-

nettu siitd, ettd

a) kaavan I mukaisten yhdisteiden valmistamiseksi, joissa
vdhintddn toinen t&hteistd R, tai R, merkitsee alempial-
kyylid ja toinen merkitsee vetyd tai R, ja R, merkitsevit
molemmat alempialkyylid ja muilla tdhteilld on kaavan I
mukaisille yhdisteille mainitut merkitykset, kaavan II



10

15

20

25

30

© 35

78

an

HN

mukainen aminoyhdiste (joka vastaa kaavan I mukaista yh-
distettd, jossa R, ja R, merkitsevdt vetyd), jossa t&h-
teilld R; ja R, on kaavan I mukaisille yhdisteille maini-
tut merkitykset ja jossa vapaat funktionaaliset ryhmidt
lukuunottamatta reaktioon osallistuvia ryhmid voivat
esiintyd tarvittaessa suojatussa muodossa, saatetaan rea-
goimaan alkylointireagenssin kanssa tdhteen alempialkyyli
R,, tdhteen alempialkyyli R, tai molempien tdhteiden alem-
pialkyyli R; ja alempialkyyli R, liittdmiseksi ja lohkais-

taan esiintyvdt suojaryhmiat, tai

b) kaavan I mukaisen yhdisteen valmistamiseksi, jossa R,
merkitsee alempialkoksikarbonyyli&d, fenyyli- tai naftyy-
li-alempialkoksikarbonyylid, heterosyklyylikarbonyylii,
jossa heterosyklyyli sisdltdd 5 tai 6 rengasatomia, on
tyydyttynyt ja sitoutunut rengastyppiatomin kautta kar-
bonyyliryhmd&n ja sis&dltdd rengasjdsenend sitovan typ-
piatomin lis&ksi substituoimattoman tai C;,-C,~alkyylit&h-
teelld substituoidun ryhm&n NH, O, S, S=0 tai so,, alem-
pialkanoyylid, fenyyli- tai naftyylialempialkanoyyliid tai
alempialkaanisulfonyylid ja muilla tdhteilld on esitetyt
merkitykset, ja jolloin vapaat funktionaaliset ryhmit
lukuunottamatta reaktioon osallistuvia ryhmid voivat

esiintyd tarvittaessa suojatussa muodossa, kaavan IV
R4

(IV)
HN 3
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mukainen aminoyhdiste, jossa tdhteilld R;, R; ja R, on kaa-
van I mukaisille yhdisteille esitetyt merkitykset ja jos-
sa vapaat funktionaaliset ryhmdt lukuunottamatta reak-
tioon osallistuvia ryhmid voivat esiintyd tarvittaessa
suojatussa muodossa, tai sen reaktiokykyinen aminojohdan-

nainen kondensoidaan kaavan V
R,-OH (V)

mukaisella hapolla, jossa R, merkitsee alempialkoksikar-
bonyylid, fenyyli- tai naftyyli-alempialkoksikarbonyylid,
heterosyklyylikarbonyylid, jossa heterosyklyyli sisdltda
5 tai 6 rengasatomia, on tyydyttynyt ja sitoutunut ren-
gastyppiatomin kautta karbonyyliryhmddn ja sisdltdd ren-
gasjdsenend sitovan typpiatomin lisdksi substituoimatto-
man tai C,-C,~alkyylitdhteelld substituoidun ryhman NH, O,
S, S$=0 tai S80,, alempialkanoyylid, fenyyli- tai naftyy-
lialempialkanoyylid tai alempialkaanisulfonyylid ja Jjossa
vapaat funktionaaliset ryhmdt lukuunottamatta reaktioon
osallistuvia ryhmiid voivat esiinty&d tarvittaessa suoja-
tussa muodossa, tai tdmdn reaktiokykyiselld happojohdan-

naisella ja lohkaistaan esiintyvdt suojaryhmidt, tai

c) kaavan VI

(VD)

mukainen aminoyhdiste, jossa t&hteille R; ja R, on kaavan
I mukaisille yhdisteille esitetyt merkitykset ja jossa
vapaat funktionaaliset ryhmdt lukuunottamatta reaktioon

osallistuvia ryhmid voivat esiintyd tarvittaessa suoja-
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tussa muodossa, tai sen reaktiokykyinen aminojohdannainen

kondensoidaan kaavan VII

(VI

mukaisella karboksyylihapolla, jossa t#dhteilld R, ja R, on
kaavan I mukaisille yhdisteille esitetyt merkitykset ja
jossa vapaat funktionaaliset ryhmdt lukuunottamatta reak-
tioon osallistuvia ryhmid voivat esiintyd tarvittaessa
suojatussa muodossa, tai sen reaktiokykyiselld happojoh-

dannaisella ja lohkaistaan esiintyvédt suojaryhmidt, tai

d) kaavan VIII

3 (VIID)
HN

o

mukainen aminoyhdiste, jossa t&hteilld R; ja R, on kaavan
I mukaisille yhdisteille esitetyt merkitykset ja jossa
vapaat funktionaaliset ryhmdt lukuunottamatta reaktioon
osallistuvia ryhmid voivat esiintyd tarvittaessa suoja-
tussa muodossa, tai sen reaktiokykyinen aminojohdannainen

kondensoidaan kaavan IX

OH (IX)
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mukaisella karboksyylihapolla, jossa tdhteilld R, ja R, on
kaavan I mukaisille yhdisteille esitetyt merkitykset ja
jossa vapaat funktionaaliset ryhmidt lukuunottamatta reak-
tioon osallistuvia ryhmid voivat esiintyd tarvittaessa
suojatussa muodossa, tai sen reaktiokykyiselld happojoh-

dannaisella ja lohkaistaan esiintyvédt suojaryhmdt, tai

e) kaavan X
R3-'H (X)

mukainen yhdiste, jossa tdhteelld R; on kaavan I mukaisil-
le yhdisteille esitetyt merkitykset ja jossa vapaat funk-
tionaaliset ryhmd@t lukuunottamatta reaktioon osallistuvia
ryhmid voivat esiintyd tarvittaessa suojatussa muodossa,

tai sen reaktiokykyinen johdannainen kondensoidaan kaavan

XI

on (<D

HN

mukaisella karboksyylihapolla, jossa tdhteilld R,, R, ja R,
on kaavan I mukaisille yhdisteille esitetyt merkitykset
ja jossa vapaat funktionaaliset ryhmidt lukuunottamatta
reaktioon osallistuvia ryhmid voivat esiintyid tarvittaes-
sa suojatussa muodossa, tai sen reaktiokykyiselld happo-

johdannaisella ja lohkaistaan esiintyvdt suojaryhmit,

ja haluttaessa muunnetaan jonkin edelld esitetyn menetel-
mdn a) - e) mukaisesti saatu kaavan I mukainen, vidhint&in
yhden suolan muodostavan ryhmdn sisdltdvd yhdiste sen
suolaksi tai saatava suola vapaaksi yhdisteeksi tai jok-

sikin toiseksi suolaksi ja/tai erotetaan mahdollisesti
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saatavat kaavan I mukaisten yhdisteiden isomeeriseokset
ja/tai muunnetaan keksinndn mukainen kaavan I yhdiste
joksikin toiseksi keksinndn mukaiseksi kaavan I yhdis-

teeksi.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd kaavan I mu-
kaisen yhdisteen tai t&dllaisen, suolan muodostavia ryhmid
sisdltdvidn yhdisteen farmaseuttisesti kidyttékelpoisten
suolojen valmistamiseksi, jossa R, merkitsee vetyd, R,
merkitsee vetyd, alempialkoksikarbonyylid tai heterosyk-
lyylikarbonyylid, jossa heterosyklyyli sisdltdi 5 tai 6
rengasatomia, on tyydyttynyt ja sitoutunut rengastyp-
piatomin kautta karbonyyliryhm&in ja sis&ltd3d rengas-
jdsenend sitovan typpiatomin lis#ksi substituoimattoman
tai C,-C,~alkyylitdhteelld substituoidun ryhmdn NH, O, S,
S=0 tai SO,, R; merkitsee morfolinoa, tiomorfolinoa, S-
oksotiomorfolinoa tai S,S-dioksotiomorfolinoa ja R, mer-
kitsee vetyd, tunnettu siitd, ettd kdytetddn vastaavasti

substituoituja ldhtéyhdisteitd.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd kaavan I mu-
kaisen yhdisteen tai t&dllaisen, suolan muodostavia ryhmid
sisdltdvdn yhdisteen farmaseuttisesti kdyttokelpoisten
suolojen valmistamiseksi, jossa R, merkitsee vetyd, R,
merkitsee vetyd, sek- tai tert-alempialkyyli-oksikar-
bonyylid, piperatsinokarbonyylid, N-C,-C,-alkyyli-piperat-
sinokarbonyylid, morfolinokarbonyylid, tiomorfolinokar-
bonyylid, S-oksotiomorfolinokarbonyylid tai S,S-diokso-
tiomorfolinokarbonyylid, R, merkitsee morfolinoa, tiomor-
folinoa, S-~oksotiomorfolinoa tai S,S-dioksotiomorfolinoa
ja R, merkitsee vetyd, tunnettu siitd, ettd kidytetddn vas-

taavasti substituoituja ldhtdyhdisteiti.

4. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi kaavaan I

kuuluvan kaavan Ib
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OH
. (b
HN\\///H\HN R, )

mukaisen yhdisteen tai t&dllaisen, suolan muodostavia ryh-
mid sisdltdvan yhdisteen farmaseuttisesti k&dyttokelpois-
ten suolojen valmistamiseksi, jossa tdhteilld R,, R,, R; Jja
R, on kaavan I mukaisille yhdisteille esitetyt merkityk-
set, tunnettu siitd, ettd kdytetddn vastaavasti substi-

R,

tuoituja 1ldhtoyhdisteiti.

5. Jonkin patenttivaatimuksista 1 - 4 mukainen menetelmd
kaavan I mukaisen yhdisteen valmistamiseksi, jossa R, mer-
kitsee vetyd, R, merkitsee alempialkoksikarbonyylid, R,
merkitsee morfolinoa ja R, merkitsee vetyd, tunnettu sii-

td, ettd kdytetddn vastaavasti substituoituja 1dhtdyhdis-

teitsa.

6. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelmd kaavan Ib
mukaisen yhdisteen valmistamiseksi, jossa R, merkitsee
vetyd, R, merkitsee tert-butoksikarbonyylid, R, merkitsee
morfolinoa ja R, merkitsee vetyd, tunnettu siitd, ettd

kdytetddn vastaavasti substituoituja ldhtoyhdisteitsi.

7. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelmd@ kaavan Ib
mukaisen yhdisteen valmistamiseksi, jossa R, merkitsee
vetyd, R, merkitsee tert-butoksikarbonyylid, R, merkitsee
tiomorfolinoa ja R, merkitsee vetyd, tunnettu siitd, ettd

kdytetddn vastaavasti substituoituja ldhtéyhdisteiti.

8. Menetelmd farmaseuttisen valmisteen valmistamiseksi,
tunnettu siitd, ettd jonkin patenttivaatimuksissa 1 - 7
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mainitun menetelmdn mukaisesti valmistettu kaavan I mu-
kainen yhdiste tai sen farmaseuttisesti hyvidksyttdvid suo-
la, mik&dli esiintyy suolan muodostavia ryhmid, kdsitel-

1d38n vdhintddn yhden farmaseuttisesti hyvédksyttdvdn kan-
toaineen kanssa.
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