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Peptidyyliyhdisteet ja niiden terapeuttinen kayttd metal-

loproteaasien estidjina

Keksinndén ala

Tama keksintd koskee uutta peptidiyylijohdannaisten
luokkaa, menetelmia niiden valmistamiseksi ja niiden kayt-
tda ladketieteessai.

Keksinnén taustaa

Normaaleissa kudoksissa sellulaarista sidekudoksen
synteesia tasapainottaa ekstrasellulaarisen matriisin ha-
joaminen, Jjolloin nam& kaksi vastakkaista wvaikutusta
esiintyvAt dynaamisessa tasapainotilassa. Matriisin hajoa-
migsen saa aikaan paikalla olevista sidekudossoluista ja
hydkkaavista tulehdussoluista wvapautuvien proteinaasien
toiminta ja se johtuu osittain vahintadn kolmen metallo-
proteinaasien ryhman aktiivisuudesta. Namd ovat kollage-
naasit (interstitiaalinen kollagenaasi, MMP-1; PMN-kolla-
genaasi, MMP-8, kollagenaasi-3, MMP13), gelatinaasit (ge-
latinaasi A, MMP-2, 72 kDa:n gelatinaasi, tyypin IV kolla-
genaasi; gelatinaasi B, MMP-9, 92 kDa:n gelatinaasi, tyy-
pin IV kollagenaasi) ja stromelysiinit (proteoglykanaasi,
MMP-3, stromelysiini-1, transiini; stromelysiini-2, MMP:
10; stromelysiini-3, MMP:11). Normaalisti naitd kataboli-
sia entsyymeja s3anndstelladn tiukasti niiden synteesin ja
erittymisen tasolla ja myds niiden ekstrasellulaarisen
aktiivisuuden tasolla, jalkimmaistd spesifisten estajien,
kuten TIMP:n (metalloproteinaasin kudosestajia) wvaikutuk-
sesta TIMP:n muodostaessa inaktiivisia komplekseja metal-
loproteinaasien kanssa, ja yleisempien proteinaasiesta-
jien, kuten az—makroglobuliinien, vaikutuksesta.

Kiihtynyt, kontrolloimaton sidekudosten hajoaminen
metalloproteinaasin katalysoiman ekstrasellulaarisen mat-
riisin resorption johdosta on ominaista monille patologi-
sille tiloille, kuten nivelreumalle, nivelrikolle, septi-

selle niveltulehdukselle, sarveiskalvon haavaumalle, epi-
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dermin haavaumalle ja mahahaavalle; kasvaimen etépesakkeen
muodostumiselle tai invaasiolle; hampaan vieruskudoksen
taudille, valkuaisvirtsaisuudelle, ateroskleroottisen pla-
kin hajoamiseen liittyvalle sepelvaltimotukokselle ja luu-
sairaudelle. Tassé& vaaditut estajat voivat myds olla hyd-
dyllisid pysyvaan invaliditeettiin mahdollisesti johtavan
traumaattisen vamman jalkeen ilmenevien patologisten tus-
katilojen (squalae) estdmiseksi. Nailla yhdisteillad voi
olla myds kayttdd raskauden ehkdisykeinona, jolloin ne
estavat ovulaation tai implantaation. Voidaan odottaa,
ettd tallaisten tautien patogeneesid voidaan todennakdi-
sesti muuntaa hyddylliselld tavalla antamalla potilaalle
metalloproteinaasin estdjiad ja lukuisia yhdisteita on eh-
dotettu tdhé&n tarkoitukseen [yleisté& katsausta varten kat-
so julkaisu R. C. Wahl et al., Ann. Rep. Med. Chem., 25:
175 - 184, Academic Press Inc., San Diego (1990].

On kuvattu joukko pienten peptidien kaltaisia yh-
disteita, jotka estadvat metalloproteinaaseja. Ehka merkit-
tavimmat niistd ovat yhdisteita, jotka liittyvat angioten-
siinikonvertaasiin (ACE), jolloin tdllaiset aineet salpaa-
vat dekapeptidiangiotensiini I:n muuttumisen angiotensiini
ITI:ksi, tehokkaaksi painetta kohottavaksi aineeksi. Taman
tyyppiset yhdisteet on kuvattu EP-hakemusjulkaisussa
0 012 401. Myds asiaan laheisesti liittyvat merkaptoamidi-
peptidyylijohdannaiset ovat osoittaneet ACE-estajaaktii-
visuutta in vitro ja in wvivo [H. N. Weller et al., Bioc-
hem. Biophys. Res. Comm., 125 (1):82 - 89 (1984)].

TNFo on sytokiini, joka tuotetaan alunperin soluun
liittyneen&d 28 kD:n prekursorina. Se vapautuu aktiivisena
17 kD:n muotona [D.-M. Jue et al., Biochemistry, 29:8371 -
8377 (1990)], joka voi valittaa suuren madran haitallisia
vaikutuksia in vivo. Kun sitd annetaan eldimille tai ihmi-
selle, se aiheuttaa tulehdusta, kuumetta, kardiovaskulaa-
risia wvaikutuksia, verenvuotoa, koagulaatiota ja akuutin

vaiheen vasteita, jotka ovat samanlaisia kuin mita on ha-
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vaittu akuuttien infektioiden ja shokkitilojen aikana.
Krooninen kayttd voi aiheuttaa kakeksiaa ja anoreksiaa.
Liiallisen TNFo:n kerdantyminen voi olla tappavaa. Elain-
mallikokeista on saatu merkittdvia todisteita siitd, etta
TNFa:n vaikutusten salpaaminen spesifisilli vasta-aineilla
voi olla hyddyllistd akuuteissa infektioissa, shokkiti-
loissa, siirranndisen ja isannan valisissa reaktioissa ja
autoimmuunitaudissa. TNFo on myds joidenkin myeloomien ja
lymfoomien autokriininen kasvutekija ja se voi toimia nor-
maalin hematopoieesin estamiseksi naditad kasvaimia sairas-
tavilla potilailla.

Sen vuoksi TNFa:n tuotannon tai toiminnan estamisen
ennustetaan olevan tehokas hoidollinen menettely monien
tulehdustautien, infektiotautien, immunologisten tai pa-
hanlaatuisten tautien hoitamiseksi. NAihin tauteihin si-
saltyvat, rajoittumatta kuitenkaan niihin, septinen shok-
ki, hemodynaaminen shokki ja sepsisoireyhtym& [Mathison et
al., J. Clin. Invest., 81:1925 - 1937 (1988); Miethke et
al., J. Exp. Med., 175:91 - 98 (1992)], iskemian jalkeinen
reperfuusiovamma, malaria [Grau et al., Immunol. Rev.,
112:49 - 70, (1989)]; mykobakteeri-infektio [Barnes et
al., Infect. Imm., 60:1441 - 1446 (1992)], aivokalvontu-
lehdus, proriasis, kongestiivinen sydamen vajaatoiminta,
fibroottinen tauti, kakeksia, siirrdnndisen hyljinta, syod-
pa, autoimmuunitauti, nivelreuma, multippelisklerocosi,
sadteilyvamma, toksisuus immuunivastetta heikentavien mono-
klonaalisten vasta-aineiden, kuten OKT3:n tai CAMPATH-1:n,
kaytdén jalkeen ja hyperoksinen (hyperoxic) keuhkorakkula-
vamma.

Tamanhetkiset kliiniset anti-TNFo-hoidot kasittavat
kortikosteroidien, kuten deksametasonin, kaytdén ja syto-
kiinigeenin transkription ei-spesifisten estadjien, syk-
losporiini-A:n tai FK506:n kdytdén. Fosfodiesteraasiestaji-
en, kuten pentoksifilliinin, on osoitettu olevan TNFa-gee-

nin transkription spesifisempia estajid [Endres, S
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Immunol., 72:56 - 60 (1991); Schandene et al., Immunol.,
76:30 - 34 (1992); Alegre ML. et al., Transplantation 52:
674 - 679 (1991); Bianco et al., Blood, 78:1205 - 1221
(1991)]. Talidomidin on myds osoitettu estdvan leukosyyt-
tien TNFa-tuotantoa [Sampajo et al., J. Exp. Med., 173:
699 - 703 (1991)]. Kokeellisissa puitteissa monoklonaalis-
ten anti-TNFo-vasta-aineiden, liukoisten TNF-reseptoreiden
ja liukoisten TNF-reseptori/immunoadhesiinien on osoitettu
estdvan spesifisesti TNFa:n toiminnan vaikutuksia [Bagby
et al., J. Infect. Dis., 163:83 - 88 (1991); Charpentier
et al., Presse-med., 20:2009 - 2011 (1991); Silva et al

-1

J. Infect. Dis., 162:421 - 427 (1990); Franks et al.,
Infect. Immun., 59:2609 - 2614 (1991); Tracey et al.,
Nature 330:662 - 664 (1987); Fischer .et al., PNAS USA,
painossa (1992); Lesslauer et al., Eur. J. Immunol., 21:

2883 - 2886 (1991); Ashkenazi et al., PNAS USA 88:10535 -
10539 (1991)].

Askettain on osoitettu, ettd kaksi peptidi&, TNFa
ja TNFR, valittdd TNF:n vaikutuksia. Vaikka nailla pepti-
deilld on vain 30 %:n homologia toistensa kanssa, ne akti-
voivat samat reseptorit ja ne ovat valittdmasti vierek-
k&isten geenien koodaamia. N&in ollen tassa kaytettyna
termi tuumorinekroositekijd eli TNF tarkoittaa tuumorinek-
roositekija-a:aa ja peptideja, joilla on suuri sekvenssi-
homologian aste TNFwa:n kanssa tai oleellisesti samanlaiset
fysiologiset vaikutukset sen kanssa, esimerkkind TNFR.
Yksi taman keksinndn kohteista on sellaisten yhdisteiden
tuottaminen, jotka estavat oleellisesti TNF:n vapautumisen
soluista ja né&in ollen mainittuja yhdisteitad voidaan kayt-
td4d TNF:n valittadmien sairauksien hoidossa. Tallaisiin
kayttdkohteisiin sisdltyy, rajoittumatta kuitenkaan sii-
hen, tulehduksen, kuumeen, kardiovaskulaaristen vaikutus-
ten, verenvuodon, koagulaation ja akuutin vaiheen vasteen,

kakeksian ja anoreksian, akuuttien infektioiden, shokki-
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tilojen, siirrannaisen ja isannan valisten reaktioiden ja
autoimmuunitaudin hoito.

On osoitettu, ettd yhdisteet, joilla on ominaisuus
estdd sidekudoksen hajoamisessa osallisina olevien metal-
loproteinaasien, kuten kollagenaasin, stromelysiinin ja
gelatinaasin, toiminta, estavat TNF:n vapautumisen sekd in
vitro ettd in vivo [AJH Gearing et al., Nature, 370:555 -
557 (1994); GM McGeehan et al., Nature, 370:558 - 6561
(1994); MJ Crimmin et al., W093/20047]. Kaikki n&m& rapor-
toidut estéjat siséitévét hydroksamidihapon sinkkid sito-
van ryhman. '

Nain ollen taman keksinndédn muu kohde on sellaisten
vhdisteiden tuottaminen, jotka TNF:n vapautumisen estami-
sen lisaksi estdvat myds MMP-entsyymien toimintaa ja siten
mainittuja yhdisteitd voidaan k&ytt&a TNF:n ja/MMP-entsyy-
mien valittami& sairauksia sairastavien potilaiden hoidos-
sa.

Kuten alan ammattimiehet ymmartavat, merkittéava
homologiaosuus ihmisen fibroblastikollagenaasin, stromely-
siinin ja gelatinaasin valilld johtaa mahdollisuuteen,
ettd yhdiste, joka estaad yhtd entsyymia, voi estda jossa-
kin maadrin niita kaikkia.

Kollagenaasia estaviin yhdisteisiin, joilla on ra-
kenteellisia osuuksia, jotka ovat samanlaisia kuin taman
keksinndén yhdisteilla, sisaltyvat yhdisteet, jotka sisal-
tyvat US-patenttijulkaisu 4 511 504, julkaistu 16. huhti-
kuuta, 1985; US-patenttijulkaisu 4 568 666, julkaistu 4.
helmikuuta, 1986.

Rakenteeltaan laheiset yhdisteet, joiden véitetaan
estavan stromelysiinid (proteoglykanaasi), sisaltyvat US-
patenttijulkaisuun 4 771 037, Jjulkaistu 13. syyskuuta,
1988.

Patentin hakijat uskovat, ett& stromelysiini- ja
kollagenaasiestajilld on kayttda septiseen niveltulehduk-

sen liittyvan nivelen rustovaurion hoidossa. Nivelten bak-
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teeri-infektiot voivat herattdad tulehduksellisen vasteen,
joka voi sitten s&ilyd kauemmin kuin mitd on tarpeen in-
fektiivisen aineen poistamiseksi johtaen rakenteellisten
aineosien pysyvaan vaurioon. Bakteeriaineita on kaytetty
eldinmalleissa niveltulehdusvasteen herattamiseksi, jolla
on proteolyyttisten toimintojen ilmenemistapa. Katso jul-
kaisut J. P. Case et al., J. Clin. Invest., 84:1731 - 1740
(1989); R. J. Williams et al., Arth. Rheum., 33:533 - 541
(1990) . |

Patentin hakijat uskovat myds, ettd stromelysiinin,
kollagenaasin ja gelatinaasin estdjat ovat kayttdkelpoisia
kasvaimen etapesakkeiden muodostumisen hillitsemisessa
mahdollisesti yhdistelmdssa nykyisen kemoterapian ja/tai
sd@dehoidon kanssa. Katso julkaisut L. M. Matrisian et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci., USA, é3:94l3 - 9417 (1986); S. M.
Wilhelm et al., Ibid., 84:6725 - 6729 (1987); Z. Werb et
al., J. Cell Biol., 109:872 - 889 (1989); L. A. Liotta et
al., Lab. Invest., 49:636 - 649 (1983); R. Reich et al.,
tecksessa Metastasis; Ciba Foundation Symposium, Wiley,
Chicester, sivut 193 - 210, 1988.

Erittyneilld proteinaaseilla, kuten stromelysiinil-
l1a, kollagenaasilla ja gelatinaasilla on tarkea osuus pro-
sesseissa, jotka koskevat solujen liikkumista metastaatti-
sen kasvaimen invaasion aikana. On myds todisteita siita,
ettd matriisin metalloproteinaasit yli-ilmentyvat tietyis-
s& metastaattisissa kasvainsolulinjoissa. Tassad yhteydessa
entsyymi toimii tunkeutuakseen alla oleviin tyvikalvoihin
ja sallii kasvainsolun karkaamisen primaarisen kasvaimen
muodostuspaikasta ja padsyn verenkiertoon. Tartuttuaan
verisuonen seindmiin kasvainsolut kayttavat nditd samoja
metalloproteinaaseja tunkeutuakseen allaolevien tyvikalvo-
jen lapi ja muihin kudoksiin johtaen ndin kasvaimen etéa-
pesakkeen muodostumiseen. Tamadn prosessin estaminen estai-
si etapesdkkeen muodostumisen ja parantaisi nykyisten ke-

moterapialddkkeiden ja/tai sateilyhoitojen tehokkuutta.
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Nama estdjat olisivat myds hyddyllisid hampaan vierusku-
dokseen liittyvien tautien, kuten ientulehduksen, hillit-
semiseksi. Sekd kollagenaasin ettd stromelysiinin toimin-
toja on eristetty fibroblasteista, jotka ovat peradisin
tulehtuneista ikenistd [V. J. Uitto et al., J. Periodontal
Res., 16:417 - 424 (1981)]. Entsyymipitoisuudet ovat kor-

reloineet ientaudin ankaruuden kanssa; C. M. Overall et

al., J. Periodontal Res., 22:81 - 88 (1987).

Proteolyyttisid prosesseja on havaittu myds emdksen
aiheuttamien palovammojen jalkeen sarveiskalvon haavaumas-
sa [S8. I. Brown et al., Arch. Opthalmol., 81:370 - 373
(1969) . Merkaptoa sisadltavat peptidit estavat todellakin
kollagenaasia, joka on eristetty kaniinin emdksen poltta-
masta sarveiskalvosta [F. R. Burns et al., Invest. Opthal-
mol, 30:1569 - 1575 (1989). Emdksen polttamien silmien
hoito tai infektion aiheuttaman sarveiskalvon haavauman
omaavien silmien hoito nadiden metalloendoproteinaasien
estajillad yhdistelmdssd natriumsitraatin tai natriumaskor-
baatin ja/tai antimikrobisten aineiden kanssa voi olla
tehokasta sarveiskalvon etenevan hajoamisen estamiseksi.

Stromelysiini on osallisena munuaisen munuaiskera-
sen tyvikalvon (GBM) rakenneosien hajoamisessa, jolloin
munuaiskerasen tyvikalvon tdrkein tehtava on plasman pro-
teiinin paasyn rajoittaminen virtsaan [W. H. Baricos et
al., Biochem. J., 254:609 - 612 (1989). Vvalkuaisvirtsai-
suus, munuaiskerasen taudin tulos, tarkoittaa liian suurta
madrad proteiinia virtsassa, minka on aiheuttanut munuais-
kerasen tyvikalvon (GBM) lisdantynyt plasman proteiinien
lapaisyvyys. GBM:n 1lapaisyvyyden lisdantymisen pohjalla
olevat syyt ovat tuntemattomia, mutta proteinaaseilla, mu-
kaan luettuna stromelysiinilld, voi olla tarked osuus mu-
nuaiskerdsen taudeissa. Taman entsyymin esta@minen voi lie-
vittaa munuaisen toimintahiiriésén liittyvaa valkuaisvirt-

saisuutta.
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On ehdotettu, ettd stromelysiinin aktiivisuuden
estaminen voi estad sepelvaltimotukokseen johtavaa ateros-
kleroottisten plakkien rikkoutumista. Ateroskleroottisten
plakkien repeytyminen tai rikkoutuminen on yleisin tapah-
tuma, joka aloittaa sepelvaltimotukoksen. Plakin halkeile-
misen syyksi on ehdotettu n&it& plakkeja ympardivan side-
kudosmatriisin epavakautta ja hajoamista tihkuvien tuleh-
dussolujen vapauttamien proteolyyttisten entsyymien tai
sytokiinien vaikutuksesta. Naiden plakkien repeaminen voi
aiheuttaa akuutin trombolyyttisen tapahtuman veren virra-
tessa nopeasti ulos verisuonesta. On havaittu, etta suuria
maarid stromelysiini-RNA-lahettid on sijoittunut yksittai-
siin soluihin ateroskleroottisissa plakeissa, jotka on
poistettu sydamensiirtopotilailta leikkauksen yhteydessa
[A. M. Henney et al., Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA, 88:
8154 - 8158 (1991). Stromelysiinin esté&minen ndiden yhdis-
teiden avulla voi auttaa ateroskleroottisia plakkeja sta-
biloivan sidekudosmatriisin hajoamisen estamisessid tai
pitkittamisessa estden nain tapahtumia, jotka johtavat
akuuttiin sepelvaltimotukokseen.

Uskotaan myds, ettd stromelysiinin ja kollagenaasin
spesifiset estajat olisivat kayttdkelpoisia raskautta eh-
kdisevind aineina. On todisteita siitd, ettd metallopro-
teinaasien, mukaan luettuna stromelysiinin ja kollagenaa-
sin, ilmentyminen havaitaan hedelmdittymattdmissd munaso-
luissa ja tsygooteissa ja mydhemmissa pilkkoutumisvaiheis-
sa ja se lisdantyy sikidn kehityksen blastokystivaiheessa
ja endodermin erilaistumisessa [C. A. Brenner et al.,
Genes & Develop., 3:848 - 859, (1989). Yhdenmukaisesti
kasvaimen invaasion kanssa blastokysti voi ilmentdd metal-
loproteinaaseja tunkeutuakseen kohdun seinamdn ektrasellu-
laariseen matriisiin implantaation aikana. Stromelysiinin
ja kollagenaasin estdminen néiden varhaisten kehityspro-
sessien aikana estdisi luultavasti normaalin alkion kehit-

tymisen ja/tai kiinnittymisen kohdussa. T&llainen valiin-
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tulo muodostaisi uuden ehkdisymenetelmdn. Lisaksi on to-
disteita siita, etta kollagenaasi on tarked ovulaatiop-
rosesseissa. Tassa esimerkissd munasolun taytyy tunkeutua
follikkelin apikaalisen alueen pé&dlla olevan kollageeni-
peitteen lapi paastékseen ulos. Kollagenaasi on havaittu
tamadn prosessin aikana ja estdjan on osoitettu olevan te-
hokas ovulaation estd@miseksi [J. F. Woessner et al., Ste-
roids, 54:4S81 - 499 (1989). Stromelysiinin aktiivisuudella
voi myds olla osuutta ovulaation aikana [C. K. L. Too et
al., Endocrin., 115:1043 - 1050 (1984).

Kollagenolyyttinen aktiivisuus ja stromelysiiniak-
tiivisuus on myds havaittu epidermolysis bullosa dystro-
phicassa [A. Kronberger et al., J. Invest. Dermatol., 79:
208 - 211 (1982); D. Sawamura et al., Biochem. Biophys.
Res. Commun., 184:1003 - 1008 (1991)]. Metalloendoprotei-
naasien estéminen rajoittaisi ihon sidekudoskomponenttien
nopeata hajoamista.

Ektrasellulaarisen matriisin muodostavien rakenne-
aineosien lisaksi stromelysiini voi hajottaa muita in vivo
substraatteja, mukaan luettuna est&jat, a,-proteinaasiesta-
j&, ja nain ollen se voi vaikuttaa muiden proteinaasien,
kuten elastaasin, toimintoihin [P. G. Winyard et al., FEBS
Letts., 279, 1:91 - 94 (1991). Matriisin metalloendopro-
teinaasien estaminen voi tehostaa naiden endogeenisten
estdjien antiproteinaasiaktiivisuutta.

Viime ailkaisista julkaisuista on ilmeistd, ettd on
identifioitu useita uusia MMP-ryhmé&n enstyymeja, joista
jotkut voivat olla tarkeitd taudissa. Kollagenaasi 3:1la ,
rintasydpasoluille uniikilla entsyymilla, voi olla kayttda
rintasydvassa [JMP Freije et al., J. Biol. Chem., 269
(24) : 16766 - 16773 (1994)], kun taas MT-MMP:n, toisen
MMP-ryhman jasenen, on osoitettu olevan avainentsyymi ge-
latinaasi A:n aktivoitumisessa [H. Sato et al., Nature,

370:61 - 65 (1994)]. Gelatinaasi A on tarkea entsyymi kas-
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vainten kasvussa ja etdpesdkkeen muodostuksessa (kuten
edellad on maaritelty).

On osoitettu, etta fR-amyloidiprekursoriproteiinin
(APP) hajoaminen tuottaa amyloidiplakkeja, jotka ovat t&r-
kein Alzheimerin tautia (AD) sairastavilla potilailla ha-
vaittujen seniilisyyteen liittyvien plakkien aineosa. Kah-
dessa hiljaittain ilmestyneessa julkaisussa on identifioi-
tu metalloproteinaasientsyymit, jotka pilkkovat APP:n amy-
loidiplakiksi [CR. Abraham et al., Biochemistry, 33:192 -

199 (1994); G. Huber et al., Biochem. Biophys. Res.
Comm., 201 (1) :45 - 53 (1994).

Kuten alan ammattimiehet ymmartavat, merkittava
homologiaosuus naiden uusien entsyymien ja muiden MPP-
jasenten valilld johtaa mahdollisuuteen, ettad yhdiste,
joka estaa yhtad entsyymia, voi est&d jossakin md&rin naita
uusia entsyymejd. Nain ollen té&man keksinndén piiriin si-
séltyvat estdjat voivat olla hyddyllisi& taudeissa, joissa
nama uudet entsyymit ovat osallisina.

Yhteenveto keksinndsta

Keksintd sisaltdad uudet merkaptoalkyylipeptidyy-
liyhdisteet, joilla on kaava (1) ja jotka ovat matriisin
metalloproteinaasien ja/tai TNFa:n valittamien tautien,
mukaan luettuna rappeumatautien (kuten edelld on mid&ritel-
ty) ja tiettyjen sydpien, hyddyllisia estajia.

Keksinndén ensimmdisen nakdkohdan mukaisesti on tuo-
tettu yhdiste, jolla on yleinen kaava (I):

R1 $2 )
R’ % N & (I
Ra H)*Y 3 X
@] R

rR! on C,_¢-alkyyli, C,  -alkenyyli, -C,_-alkyyliar-
yyli, aryyli, -C;_-alkyyliheteroaryyli, heteroaryyli tai -

jossa
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Cl_s—alkyyli—AR9, jossa A on O, NR? tai S$(0),, jolloin m on
0 -2 ja R® on H, C,_4-alkyyli, aryyli, heteroaryyli, -C,_,-
alkyyliaryyli tai -C,_,-alkyyliheteroaryyli; jos A = NR®,
R9—ryhmét voivat olla samoja tai erilaisia;

R? on H tai C,_-alkyyli;

R? on [Alk]nRG, jossa Alk on C;_.-alkyyli tai C, -
alkenyyli ja n on nolla tai 1;

X on NR4R5, jossa joko rR* on vety tai C;_-alkyyli,
joka on mahdollisesti substituoitu aminolla (NH,), aryylil-
14, aryyliaminolla, suojatulla aminolla, di(C; ,-alkyyli)-
aminolla, mono(C,_,-alkyyli)aminolla, CO,H-ryhmalla, suoja-
tulla karboksyylilla, karbamoyylilla, mono(C; .-alkyyli)-
karbamoyylilla tai di(C;_,-alkyyli)karbamoyylilla, ja R> on
vety tai C, ,-alkyyli; tai NR*R® muodostaa renkaan, kuten
pyrrolidinon, piperidinon tai morfolinon;

R’ on vety tail rR¥Cco, jossa R® on C,_4-alkyyli,
-C;_4-alkyyliaryyli, -C, _4-alkyyliheteroaryyli, syklo-
(C5_g) -alkyyli, -C,_,-alkyylisyklo-(C,_ 4)-alkyyli, C, -al-
kenyyli, —Cz_s-alkenyyliaryyli, aryyli tai heteroaryyli;

R® on aryyli (substituoitu R'!-ryhmalla), hetero-
aryyli (mahdollisesti substituoitu R -ryhmalla), C,_4-al-
kyyli—Rll, -C,_4-alkyyliaryyli (substituoitu RM-ryhmalla),
-C;_4-alkyyliheterocaryyli (mahdollisesti substituoitu R
ryhmalla), syklo- (C;_¢) -alkyyli (mahdollisesti substituoitu
Rll-ryhméllé), syklo- (C;_() -alkenyyli (mahdollisesti subs-
tituoitu RM-ryhmalla), -C;_,-alkyylisyklo-(C,_,)-alkyyli
(mahdollisesti substituoitu R -ryhm#lla) tai mika tahansa

seuraavista kolmesta ryhmasta

C0_4—a1kyyli~7{ t ]
N p
12

R

tai
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Cy.q-alkyyli ]
N P
o l
R
. B
Co.4-alkyyli >==O
C

jolloin p on 1 tai 2 ja B ja C on valittu toisis-
taan riippumatta O-atomista, S-atomista, C(R9)2~ryhmésté ja
NR9—ryhmésté;

R® on AR9, syklo-(C3_6)—a1kyy1i, syklo—(c3_6)-alke—
nyyli, C,_g-alkyyli, -C,;_,-alkoksiaryyli, bentsyylioksi-
aryyli, aryyli, heterocaryyli, —C1_3-alkyyliheteroaryyli,
-C,.5-alkyyliaryyli, -C; s-alkyyli-COOR®, -C, .-alkyyli-NHR,
CONHR, NHCO,R, NHSO,R tai NHCOR, jolloin R on kuten ryhmén

10

R™" yhteydessa on maaritelty;

R* on so,RY?, sr’, sr’, cor'?, N(r%),, NrR’R'?, OR?,
sukkinimido tai ftaali-imido;

R'? on H tai COR?, CO,R? (jossa R’ ei ole H), CONHR®
tai SOzR9 (jossa R? ei ole H); ja

R'? on OH, oc, ,-alkyyli, 0-C;_,-alkyyliaryyli, N-
(R9)2 (jossa R9—ryhmét ovat samoja tai erilaisia), Cqg-
alkyyli, aryyli, heterocaryyli, -C;_,-alkyyliaryyli tai
-C;_4-alkyyliheteroaryyli;

jolloin yhdiste on ei-suolan, suolan, solvaatin tai

hydraatin muodossa.
Keksinndén edullisiin yhdisteisiin sisdltyvat yhdis-
teet, joilla itsendisesti tal missd tahansa yhdistelmas-

sa:



10

15

25

30

13

r! on C,_g-alkyyli tai C1_4—a1kyyli—AR9, jossa A on

S (0) NR® tai O jam=20, 1 tai 2 ja R® on H, C;_,-alkyyli

m’
tai aryyli;

R? on H tai C1_4-a1kyyli;

R3 on [Alk]nRs, jossa n = 0 tai 1, Alk on C; ,-al-
kyyli ja R® on C;_,-alkyyli, C,_ ,-alkyyliaryyli, C, ,-alkyy-
liheteroaryyli tai AR9;

rR* on H;

R® on H tai C,_g-alkyyli;

NR*R® voi muodostaa 5 - 7-jésenisen renkaan, kuten
pyrrolidiinin, piperidiinin tai morfoliinin;

R’ on H tai R'°co, jossa R'® on c;_,-alkyyli;

rR® on C1_4-alkyyli—Rll, C1_4—alkenyyli-R11, syklo-
-alkyyli-RM;

R on cor™®, nrR'?, N(R%),, sukkinimido tai ftaali-

(Cy_g)
imido;

rR*? on CORQ, C02R9 (edellyttaen, etta R? ei ole H)
tai SOZR9 (edellyttéen, ettd R? ei ole H); ja

r13 on OH, 0C; _4-alkyyli tai N(Rg)z.

Keksinnén yhdisteiden ICgy-arvot ovat alle 50 mM
MMP-entsyymejad vastaan ja/tai alle 50 mM TNF:n estamisen
kokonaisten solujen maarityksessa.

On ymmarrettava, ettéd keksinndén mukaiset yhdisteet
voivat sisalt&& yhden tai useampia asymmetfisesti substi-
tuoituja hiiliatomeja, esimerkkind hiiliatomit, jotka on
merkitty téhdelld kaavassa (1) . Yhden tai useamman t&llai-
sen asymmetrisen keskuksen lasndolo kaavan (1) mukaisessa
vyhdisteessd voi saada aikaan stereoisomeereja ja kaikissa
tapauksissa keksinndén ymmirretdan ulottuvan kaikkiin tal-
laisiin stereoisomeereihin, mukaan luettuna enantiomeerit,
diastereomeerit ja seockset, mukaan luettuna niiden rasee-
miset seokset.

Tassa esitetyissad kaavoissa viivaa ~ kdytetdan mah-

dollisessa epasymmetrisessa keskuksessa edustamaan R- ja
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S-konfiguraatioiden mahdollisuutta, merkkid < ja pilkku-
viivaa ...... kaytetaan edustamaan ainutlaatuista konfigu-
raatiota epdsymmetrisessad keskuksessa.

Tassa patenttiselityksessd kaytettynd, vksin tai
yhdistelmass&a, termi "C; _-alkyyli" viittaa suoraketjuiseen
tai haaroittuneeseen alkyyliosuuteen, jolla on 1 - 6 hii-
liatomia, mukaan luettuna esimerkiksi metyyli, etyyli,
propyyli, isopropyyli, butyyli, t-butyyli, pentyyli, hek-
syyli ja wvastaavat.

Termi "C,_ j-alkyyli" wviittaa suoraketjuiseen tai
haaroittuneeseen alkyyliosuuteen, jolla on 1 - 4 hiiliato-
mia, mukaan luettuna esimerkiksi metyyli, etyyli, propyy-
1li, isopropyyli, butyyli, t-butyyli ja vastaavat.

Termi "C, -alkenyyli" wviittaa suoraketjuiseen tai
haaroittuneeseen alkyyliosuuteen, jolla on 2 - 6 hiiliato-
mia ja lisdksi yksi kaksoissidos ja joko E- tail Z-stereo-
kemia, mikali kayttdkelpoista. Tama termi sisdltdad esimer-
kiksi vinyylin, l-propenyylin, 1- ja 2-butenyylin, 2-me-
tyyli-2-propenyylin jne.

Termi "syklo-(C,_¢) -alkyyli" viittaa tyydyttyneeseen
alisykliseen osuuteen, jolla on 3 - 6 hiiliatomia ja joka
kdsittadd esimerkiksi syklopropyylin, syklobutyylin, syklo-
pentyylin, sykloheksyylin ja vastaavat.

Termi "syklo-(C;_,) -alkenyyli" viittaa alisykliseen
osuuteen, jolla on 3 - 6 hiiliatomia ja lisdksi yksi kak-
soissidos. Tamd termi sisdltd8 esimerkiksi syklopentene-
nyylin tai sykloheksenyylin.

Termi "aryyli" tarkoittaa mahdollisesti substituoi-
tua fenyyli- tai naftyyliryhmda, jolloin substituentti

(substituentit) on wvalittu esimerkiksi halogeenista, tri-
fluorimetyylista, Cl_s—alkyylisté, alkoksista, fenyylista
ja vastaavasta. Termi "halogeeni" tarkoittaa fluoria,
klooria, bromia tai jodia.

Termit "suojattu amino” ja "suojattu karboksi" tar-

koittavat amino- ja karboksiryhmida, jotka on suojattu alan
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ammattimiesten tuntemalla tavalla. Esimerkiksi aminoryhma
voidaan suojata bentsyylioksikarbonyylilla, tert-butoksi-
karbonyylillé, asetyylilld tai vastaavilla ryhmilla, tai
ftaali-imidon tai vastaavan ryhmadn muodossa. Karboksyyli-
ryhma voidaan suojata helposti lohkaistavan esterin muo-
dossa, kuten metyyli-, etyyli-, bentsyyli- tai tert-butyy-
liesterin muodossa.

Termi "alkoksi" wviittaa suoraketjuiseen tai haara-
ketjuiseen alkoksiryhﬁéén, joka sis&dltdd enimmilldan 6
hiiliatomia, kuten metoksiin, etoksiin, propoksiin, iso-
propoksiin, butoksiin, tert-butoksiin ja wvastaavaan.

Termi "C,_,-alkyyli" viittaa sidokseen tai suoraket-
juiseen tai haaraketjuiseen alkyyliosuuteen, jolla on
enintd&n nelja hiiliatomia, mukaan luettuna esimerkiksi
metyyli, etyyli, propyyli, isopropyyli ja vastaavat.

Termi "heteroaryyli" viittaa aromaattisiin rengas-
jarjestelmiin, joilla on 5 - 10 atomia, joista wvahintdan
yksi atomi on valittu ryhmasta O, N tai S.

Kaavan (I) mukaisten yhdisteiden suoloihin sisalty-
vat farmaseuttisesti hyvaksyttdvit suolat, esimerkiksi
happoadditiosuolat, jotka on johdettu epaorgaanisista tai
orgaanisista hapoista, kuten hydrokloridit, hydrobromidit,
p-tolueenisulfonaatit, fosfaatit, sulfaatit, perkloraatit,
asetaatit, trifluoriasetaatit, propionaatit, sitraatit,
malonaatit, sukkinaatit, laktaatit, oksalaatit, tartraatit
ja bentsoaatit.

Suoloja voidaan muodostaa myds emasten kanssa. Tal-
laisiin suoloihin sisdltyvat suolat, jotka on johdettu
epaorgaanisista tai orgaanisista emaksistd, esimerkiksi
alkalimetallisuolat, kuten magnesium- tai kalsiumsuolat,
ja orgaaniset amiinisuolat, kuten morfoliini-, piperidii-
ni-, dimetyyliamiini- tai dietyyliamiinisuolat.

Kun "suojattu karboksi" -ryhmd keksinndén yhdisteis-
sa on esterdity karboksyyliryhmd, se voi olla aineenvaih-

dunnallisesti labiili esteri, jolla on kaava C02R14, jossa
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Rl4

voi olla etyyli-, bentsyyli-, fenetyyli-, fenyylipro-
pyyli-, a- tai B-naftyyli-, 2,4-dimetyylifenyyli-, 4-tert-
butyylifenyyli-, 2,2,2-trifluorietyyli-, 1-(bentsyyliok-
si)bentsyyli-, 1-(bentsyylioksi)etyyli-, 2-metyyli-1-pro-
pionyylioksipropyyli-,2,4,6-trimetyylibentsyylioksimetyy-
1i- tai pivaloyylioksimetyyliryhma.

Yleisen kaavan (I) mukaisia yhdisteitd voidaan val-
mistaa kayttédmalld mitd tahansa sopivaa alalla tunnettua
menetelmdd ja/tai seuraavia menetelmid, jotka sin&nsi muo-
dostavat osan keksintda.

Keksinndén toisen nadkdkohdan mukaisesti on tuotettu
menetelmd edelld maaritellyn yleisen kaavan (I) mukaisen
yhdisteen valmistamiseksi. On ymmarrettava, ettd kun edel-
lytetaan tiettya kaavan (I) mukaista stereoisomeeria, tés-
sa kuvattuja synteettisid menetelmia voidaan kayttada lah-
tien sopivasta homokiraalisesta lahtdaineesta ja/tai iso-
meerit wvoidaan erottaa seoksista kayttden tavanomaista
erotustekniikkaa (esim. HPLC:tda).

Keksinnén mukaisia yhdisteitd voidaan wvalmistaa
kdyttadmalla seuraavaa menetelmédd. Jadljempand selostuksessa

ja kaavoissa ryhmat Rl, Rz, R3, R4, Rs, RG, R7, Rs, R9, Rlo,

Rll, Rlz, R13, R14, A, B, C ja X ovat kuten edelld on maéri-
telty, ellei toisin mainita. On ymmarrettiva, ettd funk-
tionaalisten ryhmien, kuten amino-, hydroksyyli- tai kar-
boksyyliryhmien, jotka ovat lasnad seuraavassa kuvatuissa
erilaisissa yhdisteissad ja jotka halutaan sailytt&&, on
ehka oltava suojatussa muodossa ennen kuin mitdan reakti-
ota aloitetaan. Tallaisissa tapauksissa suojaryhman pois-
taminen voi olla viimeinen vaihe nimenomaisessa reaktios-
sa. Sopivat suojaryhmat tadllaisen funktionaalisuuden suo-
jaamiseksi ovat selvid alan ammattimiehille. Erityisia
yksityiskohtia varten katso julkaisu "Protective Groups in
Organic Synthesis", Wiley Interscience, T. W. Greene, PGM
Wuts. Nain ollen menetelmd yleisen kaavan (I) mukaisten

vyhdisteiden valmistamiseksi kasittda vaiheet, joissa:
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poistetaan suojaus (esimerkiksi hydrolyysin avulla

vhdisteestd, jolla on yleinen kaava (II)

R’S . « - Nk (1)
X
8 m 3
R 0 A

jossa R’ esittaa sopivaa suojaryhmda (esim. tert-
butyylid tai asetaattia). On .ymmarrettavaa, etta kun edel-
lytetdadn tiettyad kaavan (I) mukaista stereoisomeeria, téama
voidaan sgaada kayttamdllad tavanomaista erotustekniikkaa,
kuten suuren erotuskyvyn nestekromatografiaa. Haluttaessa
voidaan kuitenkin ka&yttda tarkoituksenmukaisia homokiraa-
lisia lahtdaineita kytkentareaktiossa kaavan (I) mukaisen
maaratyn stereoisomeerin saamiseksi. Tasta esitetdan esi-

merkki seuraavassa.
Yleisen kaavan (II) mukaisia valituotteita voidaan

valmistaa kytkemadlld happo, jolla on kaava (III)

R7s % ( I11 )
OH

Rt

jossa R’ ja R® ovat kuten edellad on maaritelty,
tai sen aktiivinen johdannainen amiiniin, jolla on

kaava (IV)-
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Kaavan (III) mukaisten happojen aktiivisiin johdan-
naisiin sisdltyvat esimerkiksi happoanhydridit tai happo-
halidit, kuten happokloridit.

Kytkenté&reaktio voidaan toteuttaa kayttden taman
tyyppisten aminointireaktioiden standardimaisia olosuh-
teita. Nain ollen reaktio voidaan toteuttaa liuottimessa,
esimerkiksi inertissd orgaanisessa liuottimessa, kuten
eetterissd, esim. syklisessd eetterisséa, kuten tetrahydro-
furaanissa, amidissa, esimerkiksi substituoidussa amidis-
sa, kuten dimetyyliformamidissa, tai halogenoidussa hiili-
vedyssa, kuten dikloorimetaanissa, matalassa lampdtilassa,
joka on esim. -30 °C:sta ympardéivaan lampdtilaan, kuten -
20 - 0 °C, mahdollisesti emédksen lasndollessa, esimerkiksi
orgaanisen emaksen, kuten amiinin, esimerkiksi trietyyli-
amiinin, tai syklisen amiinin, kuten N-metyylimorfoliinin,
lasnaollessa. Kaytettaessd kaavan . (III) mukaista happoa
reaktio voidaan toteuttaa lisdksi kondensaatiocaineen, esi-
merkiksi di-imidin, kuten N,N'-disykloheksyylikarbodi-imi-
din, l&snaollessa, edullisesti triatsolin, kuten 1-hydrok-
sibentsotriatsolin, lasnaollessa. Vaihtoehtoisesti happo
voidaan saattaa reagoimaan kloroformaatin, esimerkiksi
etyylikloroformaatin, kanssa ennen reaktiota kaavan (IV)
mukaisen amiinin kanssa.

Yleisen kaavan (IV) mukainen amiini voidaan valmis-

taa kytkemalld happo, jolla on kaava (V)

0

R1

tai sen aktiivinen johdannainen amiiniin, jolla on kaava
(VI)
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ja sen jalkeen poistamalla kaikki suojaryhmit.

Kaavan (V) mukaisten happojen aktiivisiin johdan-
naisiin sisaltyvat esimerkiksi happoanhydridit tai happo-
halidit, kuten aikaisemmin kuvatut happokloridit.

Yleisten kaavojen (V) ja (VI) mukaisia aminohappoja
ja niiden johdannaisia voidaan saada kiraalisessa tai ra-
seemisessa muodossa. Kiraalisessa muodossa ne tuottavat
asymmetrisia rakenneosia yleisen kaavan (1) mukaisten yh-
disteiden kiraalista synteesia& varten. Monia naista joh-
dannaisista voidaan saada helposti kaupallisesti saatavis-

sa olevista 1lahtbaineista kayttden alan ammattimiesten

. tuntemia menetelmia (katso julkaisut "The Practice of Pep-

tide Synthesis", M. Bodanszk et al., Springer Verlag, New
York, 1984, P. L. Durette, W092/21 360).

Taman  keksinndédn muuna lisayksend yleisen kaavan
(IT) mukaisia yhdisteitd voidaan valmistaa substituoimalla

nukleofiilisesti yhdisteet, joilla on yleinen kaava (VII)

o /" R 0
Qt’(lLNJ*\I(NW/“\X (Vi
o H 0 hE

jossa RY® esittaa sopivaa poistuvaa ryhmda (esim.

halogeenia, kuten bromidia, tai alkyylisulfonaattiesteria,

- kuten metaanisulfonaattia), tiolilla, jolla on yleinen

kaava (VIII)

R’SH (VIII)

jossa R’ esittia sopivaa suojaryhmda (esim. tert-
butyyliéd tai asetaattia), kaytté&en standardiolosuhteita,
jotka ovat alan ammattimiesten tuntemia, kuten esimerkkina
on esitetty julkaisussa WO90/05 719. Yleisen kaavan (VIII)
mukaisia tioleja voidaan saada kaupallisesti saatavissa
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olevista ladhtdaineista ka&yttden alan ammattimiesten tunte-
mia menetelmi&. Monet yleisen kaavan (VIII) mukaiset tio-
lit ovat myds kaupallisesti saatavissa.

Yleisen kaavan (VII) mukaisia yhdisteitd voidaan

valmistaa kytkemalléd happo, jolla on yleinen kaava (IX)

Qﬁ
\?/“\OH (X

QB

jossa r13 ja R® ovat kuten edelld on maaritelty (tai
niiden sopivasti suojattuja muunnelmia), tai sen aktiivi-
nen johdannainen kaavan (IV) mukaiseen amiiniin k&ayttdaen
samanlaisia kytkentaolosuhteita kuin edelld on kuvattu
kaavan (II) mukaisten yhdisteiden valmistuksen yhteydessa.
Kaavojen (III) ja (IX) mukaisen rakenteen omaavia karboks-
yylihappoja voidaan saada kiraalisessa tai raseemisessa
mucdossa. Monet naisté& johdannaisista ovat helposti saata-
vissa kaupallisista lahtdaineista kayttden alan ammatti-
miesten tuntemia menetelmid (katso julkaisu WO90/05 719).

Taman keksinndén muuna lisdyksend yleisen kaavan

(II) mukaisia valituotteita voidaan valmistaa kytkemilla

happo, jolla on kaava (X)

US oH

jossa R, R’ ja R® ovat kuten edelld on maaritelty,
tai sen aktiivinen johdannainen kaavan (VI) mukaiseen
amiiniin ka&yttamalla edelld kuvattua menetelmdl.

Yleisen kaavan (X) mukaisia happoja voidaan vuoros-

taan valmistaa kytkemdlla kaavan (III) mukainen happo tai
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sen aktiivinen johdannainen amiiniin, jolla on kaava (VI),
jossa X = OH tai sen sopivasti suojattu johdannainen, ja
poistamalla sen jalkeen mitkd tahansa suojaryhmat.

Kaavan (V) mukaisten happojen aktiivisiin johdan-
naisiin sisdltyvat esimerkiksi happoanhydridit tai happo-
halidit, kuten aikaisemmin kuvatut happokloridit.

Kaavan (I) mukaisia yhdisteitd voidaan myds valmis-
taa kaavan (I) mukaisten muiden yhdisteiden interkonver-
sion avulla. N&in ollen yhdiste, jolla on kaava (I), jossa
gl

(kdyttéen palladiumia hiilelld sopivassa liuottimessa,

on C; (-alkyyliryhma, voidaan valmistaa hydraamalla

kuten alkoholissa, esim. etarnolissa) vyhdiste, jolla on
kaava (I), jossa R! on C,_g-alkenyyliryhmd. Muuna esimerk-
kind yhdiste, jolla on kaava (I), jossa R on ryhmé r*%co,
voidaan valmistaa asyloimalla (kayttaen sopivaa happoklo-
ridia rR¥Pcoc1 emaksen, kuten trietyyliamiinin, lasndollessa
sopivassa liuottimessa, kuten klooratussa liuottimessa,
esim. dikloorimetaanissa) vyhdiste, jolla on kaava (I),
jossa R’ on H.

Saatujen lopputuotteiden tai valituotteiden wmitka
tahansa seokset voidaan erottaa ainesosien fysikaalis-ke-
miallisten erojen perusteella tunnetulla tavalla puhtaiksi
lopputuotteiksi tai valituotteiksi esim. kayttdmalla kro-
matografiaa, tislausta, jakokiteyttamista tai muodostamal-
la suola, mikali tarkoituksenmukaista ja mahdollista kysy-
myksessa olevissa olosuhteissa.

Keksinnén mukaiset yhdisteet osoittavat in wvitro
estavdd aktiivisuutta, mitd tulee stromelysiiniin, kol-
lagenaasiin ja gelatinaasiin. Keksinndn mukaiset yhdisteet
osoittavat myds in vitro TNFa:n vapautumisen estamista.
Yhdisteiden aktiivisuus ja valikoivuus voidaan maarittaa
kayttamédlla sopivaa entsyymin estamiskoetta, jollainen on
kuvattu esimerkiksi jaljempana esimerkissa A.

Tama keksintd koskee myds menetelmdd potilaiden

(mukaan luettuna ihminen ja/tai nisdkiseldimet, joita kas-
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vatetaan meijeri-, liha- tai turkisteollisuutta varten tai
lemmikkieldimind) hoitamiseksi, jotka kadrsivat sairauksis-
ta tai taudeista, jotka voidaan lukea matriisin metallo-
proteinaasien ja/tai TNFa:n syyksi, kuten edelld on kuvat-
tu, ja tarkemmin sanottuna keksintd koskee hoitomenetel-
maa, joka kasittdd kaavan (I) mukaisten matriisin metallo-
proteinaasien estajien antamisen potilaalle aktiivisina
aineosina.

N&din ollen kaavan (I) mukaisia yhdisteita voidaan
kadyttaa mm. nivelrikon ja nivelreuman hoidossa ja taudeis-
sa ja oireissa, jotka johtuvat naiden matriisin metal-
loproteinaasien liiallisesta ilmentymisesta, kuten on ha-
vaittu tietyissd metastaattisissa kasvainsolulinjoissa.

Kuten edelld on mainittu, kaavan (I) mukaiset vyh-
disteet ovat kayttdkelpoisia ihmis- ja eldinladketietees-
sd, koska ne ovat aktiivisia TNFa:n ja MMP-entsyymien es-
tdjind. Nain ollen muun nakdkohdan mukaisesti tama keksin-
td koskee:

menetelmédd TNFa:n ja/tai MMP-entsyymien valitté&mien
tautien tai sairauksien hoitamiseksi (hoitamisella tarkoi-
tetaan hoitoa tai ennalta ehkdisyad) nisdkkailla, erityi-
sesti ihmiselld, jolloin menetelméssi nisadkkadlle annetaan
tehokas maarad edella esitetyn kaavan (I) mukaista yhdis-
tettd tai sen farmaseuttisesti hyvaksyttavaa suolaa; ja

kaavan (I) mukaisen yhdisteen kayttdad ihmis- tai
elainlédketieteessd, ertyisesti TNFo:n ja/tai MMP-entsyy-
mien valittamien tautien tai sairauksien hoidossa (jolla
tarkoitetaan hoitoa tai ennaltaehkaisya); ja

kaavan (I) mukaisen yhdisteen kayttda ladkkeen val-
mistamiseksi TNFo:n ja/tai MMP-entsyymien valittamien tau-
tien tai sairauksien hoitamiseksi ({jolloin hoitamisella
tarkoitetaan hoitoa tai ennaltaehkaisya).

Tauteihin tai sairauksiin, joihin on edella wviitat-
tu, sisaltyvat tulehdus, kuume, kardiovaskulaariset wvai-

kutukset, verenvuoto, koagulaatio ja akuutin vaiheen vas-
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te, kakeksia ja anoreksia, akuutit infektiot, shokkitilat,
siirrannaisen ja isannan valiset reaktiot ja autoimmuuni-
tauti; ja kudoksen hajoamiseen liittyvat taudit ja sairau-
det, kuten luun resorptio, tulehdustaudit, ihosairaudet,
kasvaimen kasvu, sekundaaristen kasvainten etapesdkkeiden
angiogeneesi ja invaasio, erityisesti nivelreuma, nivel-
rikko, hampaanvierustulehdus, ientulehdus, sarveiskalvon
haavauma, kasvaimen kasvu, sekundaaristen et&pesadkkeiden
angiogeneesi ja invaasio.

Nivelreuman ja nivelrikon hoitamiseksi ja taudeissa
ja indikaatioissa, jotka johtuvat matriisin metalloprote-
inaasien 1liiallisesta ilmentymisesta, kuten on havaittu
tietyissa metastaattisissa kasvainsolulinjoissa, tai muis-
sa taudeissa, jotka ovat matriisin metalloproteinaasien
tai lisdantyneen TNFa:n tuotannon valittamia, kaavan (I)
mukaiset yhdisteet voidaan antaa potilaalle suun kautta,
paikallisesti, parenteraalisesti, inhalaatiosuihkeena tai
perdsuolen kautta annosyksikkdvalmisteissa, jotka sisdltéa-
vat myrkyttdémid farmaseuttisesti hyvaksyttavid kantajia,
adjuvantteja ja vehikkeleita. Tassa kaytettyna termi pa-
renteraalinen sisaltda ihonalaiset ruiskeet ja laskimon-
sisdisen, lihaksensisaisen, rintalastan sisaisen ruiske-
tai infuusiotekniikan. Lamminveristen el&inten, kuten
hiirten, rottien, hevosten, nautakarjan, lampaiden, koiri-
en, kissojen jne hoidon lisaksi keksinndén yhdisteet ovat
tehokkaita ihmisen hoidossa.

Aktiivisen aineen sisdltava farmaseuttinen koostu-
mus voi olla muodossa, joka on sopiva kaytettavasksi suun
kautta esimerkiksi, tabletteina, suussa liukenevina tab-
letteina, pastilleina, vesipitoisina tai &6ljyisind suspen-
sioina, dispergoitavina jauheina tai rakeina, emulsioina,
kovina tai pehmeinid kapseleina tai siirappeina tai elik-
siireina. Suun kautta kaytettavaksi tarkoitettuja koos-
tumuksia voidaan valmistaa mink& tahansa alalla tunnetun

menetelmdn mukaisesti farmaseuttisten koostumusten valmis-
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tamiseksi ja tdllaiset koostumukset voivat sisaltdi yhden
tai useampia aineita, jotka on valittu ryhmasta, joka
koostuu makeuttamisaineista, makuaineista, vAriaineista ja
saildntdaineista farmaseuttisesti tyylikk&iden ja mait-
tavien valmisteiden tuottamiseksi. Tabletit sisdlté&vat
aktiivisen aineen seoksessa myrkyttdmien farmaseuttisesti
hyvaksyttavien tayteaineiden kanssa, jotka ovat sopivia
tablettien valmistamiseksi. Nama tayteaineet voivat olla
esimerkiksi inertteja laimennusaineita, esimerkkina kalsi-
umkarbonaatti, natriumkarbonaatti, laktoosi, kalsiumfos-
faatti tai natriumfosfaatti; rakeistus- ja hajotusaineita,
esimerkkind maissitarkkelys tai alginiinihappo; sideainei-
ta, esimerkkinad tarkkelys, gelatiini tai arabikumi; ja
voiteluaineita, esimerkkind magnesiumstearaatti, stearii-
nihappo tai talkki. Tabletit voivat olla padllystamattd-
mid tai ne voi olla pddllystetty tunnetun tekniikan avulla
tabletin hajoamisen ja laakkeen imeytymisen viivyttamisek-
si ruuansulatuskanavassa ja na&in ollen pitkdaikaisen vai-
kutuksen tuottamiseksi. Esimerkiksi voidaan kayttada hidas-
tavaa materiaalia, kuten glyseryylimonostearaattia tail
glyseryylidistearaattia. Ne voivat myds olla paallystetty
kayttaen tekniikkaa, Jjoka on kuvattu US-patenteissa
4 256 108; 4 166 452 ja 4 265 874, osmoottisten hoidollis-
ten tablettien muodostamiseksi ladkkeen kontrolloitua va-
pautumista varten.

Suun kautta kaytettavaksi tarkoitetut valmisteet
voidaan myds tuottaa kovagelatiinikapseleina, joissa ak-
tiivinen aine on sekoitettu inertin kiintean laimennusai-
neen, esimerkiksi kalsiumkarbonaatin, kalsiumfosfaatin tai
kaoliinin, kanssa, tai pehmedgelatiinikapseleina, joissa
aktiivinen aine on sekoitettu wveden tai &ljyvaliaineen,
esimerkiksi maapahkinadljyn, nestemdisen paraffiinin tai
oliividljyn, kanssa.

Vesipitoiset suspensiot sisdltavat aktiiviset ai-

neet seoksessa tayteaineiden kanssa, jotka ovat sopivia
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vesipitoisten suspensiociden valmistusta varten. Tallaisia
tayteaineita ovat suspendoimisaineet, esimerkiksi natrium-
karboksimetyyliselluloosa, metyyliselluloosa, hydroksipro-
pyylimetyyliselluloosa, natriumalginaatti, polyvinyylipyr-
rolidoni, traganttikumi ja arabikumi; dispergoimis- tai
kostutusaineet voivat olla luonnossa esiintyva fosfatidi,
esim. lesitiini, tai alkyleeniocksidin ja rasvahappojen
kondensaatiotuotteita, esim. polyoksieteenistearaatti, tai
eteenioksidin ja pitkaketjuisten alifaattisten alkoholien
kondensaatiotuotteita, esim. heptadekaeteenioksisetanoli,
tal eteenioksidin ja rasvahapoista ja heksitolista johdet-
tujen osittaisten estereiden kondensaatiotuotteita, kuten
polyoksieteeni rasvahapoista ja heksitolianhydrideisté
johtettujen osittaisten estereiden kanssa, esimerkiksi
polyoksieteenisorbitaanimono-oleaatti. Vesipitoiset sus-
pensiot voivat sisdltdd myds yhden tai useampia saildnta-
aineita, esimerkkind etyyli- tai n-propyyli- tai p-hydrok-
sibentsocaatti, yhden tai useampia variaineita, yhden tai
useampia makuaineita ja yhden tai useampia makeutusainei-
ta, esimerkkind sakkaroosi tai sakkariini.

Oljyiset suspensiot voidaan formuloida suspendoi-
malla aktiivinen aine kasvidljyyn, esimerkiksi maapahkin&-
6ljyyn, oliividljyyn, seesamidljyyn tai kookospahkinadl-
jyyn, tai kivennaisdéljyyn, kuten nestemaiseen paraffii-
niin. Oljyiset suspensiot voivat sis&ltdi sakeuttamisai-
neen, esimerkkind mehildisvaha, kova paraffiini tai setyy-
lialkoholi. Makeuttamisaineita, jollaiset on esitetty esi-
merkiksi edelld, ja makuaineita voidaan lisatad maittavan
suun kautta otettavan valmisteen tuottamiseksi. Nama koos-
tumukset voidaan sdailda lisddma@lld niihin hapettumisenes-
toainetta, kuten askorbiinihappoa.

Dispergoitavat jauheet ja rakeet, jotka ovat sopi-
via vesipitoisen suspension valmistamiseksi lisdaamalla
vettd, tuottavat aktiivisen aineen‘seoksessa dispergoimis-

tai kostutusaineen, suspendoimisaineen ja yhden tai use-
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amman saildntdaineen kanssa. Sopivat dispergoimis- tai
kostutusaineet ja suspendoimisaineet on esitetty esimerk-
kina, 1lasna voi olla myds esimerkiksi makeutusaineita,
makuaineita ja variaineita.

Keksinndén farmaseuttiset koostumukset voivat olla
myds dljy-veteen-emulsioiden muodossa. Oljyfaasi voi olla
kasvidljy, esimerkiksi oliividljy tai maapadhkiniddljy, tai
kivennaisdljy, esimerkiksi nestemdinen paraffiini tai n&i-
den seos. Sopivia emulgointiaineita voivat olla luonnossa
esiintyvat kumit, esimerkiksi arabikumi tai traganttikumi,
luonnossa esiintyvat fosfatidit, esimerkiksi soijapapu,
lesitiini ja esterit tai rasvahapoista ja heksitolian-
hydrideista johdetut osittaiset esterit, esimerkiksi sor-
bitaanimono-oleaatti ja mainittujen osittaisten estereiden
kondensaatiotuotteet eteenioksidin kanssa, esimerkiksi
polyoksieteenisorbitaanimono-oleaatti. Emulsiot voivat
sisaltad myds makeutus- ja makuaineita.

Siirapit ja eliksiirit voidaan myds formuloida ma-
keutusaineiden, esimerkiksi glyserolin, propeeniglykolin,
sorbitolin tai sakkaroosin, kanssa. Tallaiset valmisteet
voivat sisaltad myds arsytysta lievittavan ladkkeen, sai-
l4ntiaineen ja makuaineita ja variaineita. Farmaseuttiset
koostumukset voivat olla steriilin ruiskutettavan vesipi-
toisen tai &ljyisen suspension muodossa. Tama& suspensio
voidaan formuloida tunnetulla tavalla kayttden sopivia
dispergoimisaineita tai kostutusaineita ja suspendoimisai-
neita, jotka on mainittu edelld. Steriili ruiskeena annet-
tava valmiste voi myds olla steriilissad ruiskutettavassa
liucksessa tal suspensiossa myrkyttémadssa parenteraalises-
ti hyvaksyttavassa laimennusaineessa tai liuottimessa,
esimerkiksi liuoksena 1,3-butaanidiolissa. Hyvaksyttavia
vehikkeleitd ja liuottimia, joita voidaan kayttaa, ovat
vesi, Ringerin liuos ja isotooninen natriumkloridiliuos.
Lisdksi steriileja rasvadljyja kaytetddn tarkoituksenmu-

kaisesti 1liuottimena tai suspendoimisvaliaineena. Tata
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tarkoitusta varten voidaan k&ayttéaad mitd& tahansa mietoa
rasvadljya, mukaan luettuna synteettiset mono- tai digly-
seridit. Lis&ksi rasvahapoilla, kuten &ljyhapolla, on
kayttdad ruiskutettavien aineiden valmistuksessa.

Kaavan (I) mukaisia yhdisteitd voidaan antaa poti-
laalle myds perapuikkojen muodossa 1ladkkeen antamiseksi
perasuolen kautta. Namd koostumukset voidaan valmistaa
sekoittamalla laake sopivan Aarsyttamattdéman tayteaineen
kanssa, joka on kiinted tavallisissa lampdtiloissa, mutta
nestemainen perasuolen lampdtilassa ja sulaa siten pera-
suolessa laakkeen vapauttamiseksi. Tadllaisia aineita ovat
kaakaovoi ja polyeteeniglykolit.

Paikallista kayttdad varten kaytetddn emulsiovoitei-
ta, voiteita, hyyteldita, liuoksia tai suspensioita jne,
jotka sisaltavat kaavan (I) mukaisia yhdisteita. (T&mén
sovellutuksen -tarkoituksia varten paikallinen kayttd si-
saltad suuvedet ja kurlausvedet) .

Annostukset, jotka ovat suuruusluockaltaan noin
0,05 - 140 mg/potilaan ruumiinpaino-kg/paiva, ovat kayttd-
kelpoisia edelld mainittujen sairauksien hoidossa (noin
2,5 - 7 g/potilas/paiva). Esimerkiksi tulehdusta voidaan
hoitaa tehokkaasti antamalla potilaalle noin 0,01 - 50 mg
yhdistett&/ruumiinpaino-kg/paivad (noin 0,5 mg - 3,5 g/po-
tilas/paiva).

Aktiivisen aineen mdara, joka voidaan yhdist&i kan-
taja-aineiden kanssa yhden annostusmuodon tuottamiseksi,
vaihtelee riippuen hoidettavasta isa&nndst& ja nimenomai-
sesta laadkkeen antotavasta. Esimerkiksi valmisteessa, joka
on tarkoitettu ihmiselle suun kautta otettavaksi, aktiivi-
sen aineen maara voi vaihdella v&lill& noin 5 - 95 pro-
senttia koko koostumuksesta. Annosyksikkdémuodot sis&ltavat
yleensd noin 1 - 500 mg aktiivista ainetta.

On kuitenkin ymmarrettavad, ettd tietty annostaso
tietylle potilaalle riippuu erilaisista tekijdistd, mukaan

luettuna kaytetyn nimenomaisen yhdisteen aktiivisuus, po-
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tilaan ikd&, ruumiinpaino, yleinen terveys, sukupuoli, ruo-
kavalio, ladkkeen ottoaika, ladkkeen antotapa, erittymisen
maara, ladkeyhdistelmd ja nimenomaisen hoidettavan taudin
vakavuus.

Seuraavat esimerkit 1 - 79 kuvaavat keksintdd ja
keksinndén yhdisteiden valmistusta (tuoreiden valituottei-
den kautta, mikali tarkoituksénmukaista). Esimerkit 1 - G
kuvaavat koemenetelmid. Esimerkeiss& kaytetdan seuraavia
lvhenteita:

RT = huoneenlampétila;

DCC = disykloheksyylikarbodi-imidi;

EDC = 1- (3-dimetyyliaminopropyyli) -3-etyylikarbodi-
imidihydrokloridi;

- INF,, = tuumorinekroositekija-o;

LPS = lipopolysakkaridi

ELISA = entsyymi-immunologinen maaritys.

Valituote 1

(RS) ~-2-bromi-4-metoksikarbonyylibutaanihappo

Liuosta, Jjossa oli d—metyyli—DJ;glutamiinihappoa‘
(6,0 g) [valmistus julkaisun Hanby et al., J. Chem. Soc.,
51:3239 (1950) mukaan] ja kaliumbromidia (15,5 g) rikki-
hapon vesiliuoksessa (1,25 M, 100 ml), k&siteltiin 0 °C:n
lampdtilassa annoksittain natriumnitriitillad (4,0 g) yhden
tunnin ajan. Liuoksen annettiin lammeta huoneenlémpdtilaan
ja sitd sekoitettiin 2 tunnin ajan, sitten se uutettiin
etyyliasetaatilla (2 x 100 ml). Yhdistetyt uutteet kuivat-
tiin (MgSO4) ja haihdutettiin tyhjdéssa, jolloin saatiin
otsikon yhdiste varittdména 6ljyna (4,5 g).

TLC: Ry 0,14 (25-%:inen EtOAc-heksaanit).

Samalla tavoin valmistettiin:

Vadlituote 2

(RS) -2-bromi-5-metoksikarbonyylipentaanihappo

(RS)—2-amiho-5—metoksikarbonyylipentaanihaposta

(1,8 g) [valmistus perustuu esterdintimenetelmddn, joka on
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kuvattu lahteessa Hanby et al., J. Chem. Soc., 51:3239
(1950) ] vaaleanruskeana &6ljyna (1,95 g).
TLC: Rg 0,30 (5-%:inen MeOH-CHZClz).
Valituote 3
5 (RS) -2-bromi-6-metoksikarbonyyliheksaanihappo
(RS) -2-amino-6-metoksikarbonyyliheksaanihaposta
(3,93 g) [valmistus perustuu esterdintimenetelmd&dn, joka
on kuvattu lahteessd Hanby et al., J. Chem. Soc., 51:3239
(1950)] varittdmana &6ljyna (4,39 g).
10 TLC: Rg 0,26 (5-%:inen MeOH-CH,Cl,) .
vValituote 4
(RS) -2-asetyylimerkapto-3-metoksikarbonyylipropio-
nihappo
Kaliumtioliasetaatin (1,48 g) 1liuos metanolissa
15 (2 ml) lisdttiin monometyylimaleaatin (1,64 g) [valmistet-
tu menetelmdn mukaan, joka on esitetty esimerkkinad lah-
teessd J. Am. Chem. Soc., 108:3 (1986)] liuokseen ja seos-
ta sekoitettiin yoén yli huoneenlémpdtilassa. Liuotin pois-

tettiin haihduttamalla ja ja&nnds jaettiin veden (30 ml)

20 ja dikloorimetaanin (30 ml) kesken ja vesipitoinen kerros
{52 tehtiin sitten happamaksi pH-arvoon 3 lisaamdlla 2 N suo-
3eel lahapon vesiliuosta. Kerrokset erotettiin ja vesipitoinen
Lo kerros uutettiin dikloorimetaanilla (2 x 30 ml). Yhdiste-
cgees tyt orgaaniset uutteet kuivattiin (MgSO,) ja haihdutettiin
¢ .., 25 tyhjoéssa, jolloin saatiin ruskea &ljy. Puhdistaminen
}53 ' flash-pylvaskromatografian avulla (eluoiden 10-%:isella

metanolilla dikloorimetaanissa) tuotti otsikon yhdisteen

. varittémanad 6ljyna (0,48 g).
2L TLC: R, 0,30 (10-%:inen MeOH-CH,Cl,) .
T 30 Valituote 5

(RS) -2-asetyylimerkapto-4-metoksikarbonyylibutaani-
: " happo

Kaliumtioliasetaattia (2,0 g) lis&ttiin wvalituot-
.-, teen 1 (3,0 g) liuokseen etanolissa (30 ml) ja seosta se-

e 35 koitettiin huoneenlampdtilassa ydén yli. Liuos haihdutet-
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tiin tyhjdéssa ja jaannds jaettiin etyyliasetaatin (30 ml)
ja veden (30 ml) kesken. Orgaaninen kerros pestiin sitten
kyllastetylla suolaliuoksella (30 ml), kuivattiin (Mgso,)
ja haihdutettiin tyhjdéssa, jolloin saatiin otsikon yhdiste
varittdémana o6ljyna (1,83 g).

TLC: Rg 0,46 (EtOAC) .

Samalla tavoin valmistettiin:

Valituote 6 ‘

(RS) -2-asetyylimerkapto-5-metoksikarbonyylipentaa-

nihappo

Valituotteesta 2 (1,89 g) keltaisena &ljyna
(0,87 g).

TLC: Rf 0,30 (5-%:inen MeOH—CH2C12).

Valituote 7

(RS) -2-asetyylimerkapto-5-metoksikarbonyyliheksaa-

nihappo

vValituotteesta 3 (4,3 g) keltaisena &ljyna
(2,78 g) .

TLC: Ry 0,23 (5-%:inen MeOH-CH,Cl,).

Valituote 8

(RS)-(1,1-dimetyylietyyli) -2,4-dibromibutyraatti

Bromia (31,3 ml, 0,54 mol) lisdttiin tipoittain 4
tunnin kuluessa 100 °C:n lampdtilassa puhtaaseen sekoitet-
tavaan 4-bromibutyryylikloridiin (100 g, 0,54 mol). Saatu
happokloridi ja&hdytettiin, sitten se lisattiin tipoittain
0 °C:n lampdtilassa sekoitettavaan liuokseen, jossa oli
tert-butanclia (240 ml) Jja trietyyliamiinia (64 ml,
0,461 mol) vedettdméssad dikloorimetaanissa (600 ml). Li-
sattiin 2 M suolahappoa ja kerroset erotettiin. Orgaaninen
osuus pestiin sitten peréjélkeen 10-%:isella natriummeta-
bisulfiittiliuoksella (2 x 500 ml), vedelld (500 ml) Jja
kylléstetylla suolaliuoksella (500 ml), kuivattiin (MgSO,)
ja haihdutettiin tyhjdssa, jolloin saatiin otsikon yhdiste

(120 g, 86 %) ruskeana nesteend.



10

15

20

25

30

35

31

1H-NMR ((250 MHz, CDC13), referenssi TMS): 1,50 (9H,
s), 2,45 (2H, qgq), 3,55 (2H, t) ja 4,40 (1H, d4d).

Samalla tavoin valmistettiin:

Valituote 9

(RS)-(1,1-dimetyylietyyli)-2,5-dibromipentancaatti

5-bromivaleryylikloridista (75 g, 0,37 mol) ruskea-
na 6ljynad (81 g, 68 %).

lg-NMR ((250 MHz, CDC13), referenssi TMS): 1,50 (9H,
s), 1,8 - 2,3 (4H, m), 3,45 (2H, t) ja 4,18 (1H, d4).

Valituote 10

(RS)-(1,1-dimetyylietyyli) -2, 6-dibromiheksanocaatti

6 -bromiheksanoyylikloridista (100 g, 0,47 mol) rus-
keana &éljyna (133 g, 87 %).

'H-NMR ((250 MHz, CDCl,), referenssi TMS): 1,50 (9H,
s), 1,6 - 2,1 (6H, m), 3,4 (2H, t) ja 4,1 (1H, d4dd).

Vadlituote 11

(RS)-(1,1-dimetyylietyyli) -2,4-bis- (asetyylimerkap-

to)butyraatti

Kaliumtioliasetaattia (1,51 g, 13,2 mmol) lisattiin
valituotteen 8 (2 g, 6,6 mmol) sekoitettavaan liuokseen
metanolissa (25 ml) ja seosta sekoitettiin huoneenlampdti-
lassa yo6n vyli. Seos laimennettiin dikloorimetaanilla
(100 ml), pestiin kyllastetylla suolaliuoksella (2 x
50 ml), kuivattiin (MgSO,) ja haihdutettiin tyhjdssd kel-
taiseksi &ljyksi. Puhdistaminen flash-pylvaskromatografian
avulla (eluoiden 30-%:isella dikloorimetaanilla heksaanis-
sa) tuotti otsikon yhdisteen (1,1 g, 57 %) varittdmdna
&dljyna.

TLC: Rf 0,57 (CH2C12).

Samalla tavoin valmistettiin:

Valituote 12

(RS)-(1,1-dimetyylietyyli)-2,5-bis- (asetyylimerkap-

to)pentanocaatti v

valituotteesta 9 (2 g, 6,32 mmol) varittomana dljy-
na (1,12 g, 57 %).
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TLC: Rf 0,57 (CH2C12).

valituote 13

(RS)-(1,1-dimetyylietyyli)-2,5-bis- (asetyylimerkap-

to) heksanoaatti

Valituotteesta 10 (2 g, 6,32 mmol) varittdémana &1-
jyna (1,09 g, 57 %).

TLC: Ry 0,57 (CH,CL,).

valituote 14

(RS)-2,3-bis- (asetyylimerkapto)propionihappo

Tiolietikkahapon (1,12 g) liuos 1 N kaliumhydroksi-
din vesiliuoksessa (14,7 ml) lisattiin tipoittain 2,3-di-
bromipropionihapon (1,71 g) liuokseen 1 N kaliumhydroksi-
din vesiliuoksessa (7,35 ml) ja seosta sekoitettiin 5 tun-
nin ajan huoneenlampdtilassa. Seoksen pH sdadettiin arvoon
8 - 9 lisdamallad vielda 1 N kaliumhydroksidin vesiliuosta
ja seosta sekoitettiin edelleen 2 tunnin ajan, sitten se
tehtiin happamaksi pH-arvoon 1 - 2 lisaamalla vakevaa suo-
lahappoa ja wuutettiin sitten etyyliasetaatilla (2 x
25 ml) . Yhdistetyt uutteet kuivattiin (Na,SO,) ja haihdu-
tettiin, jolloin saatiin keltainen 6ljy. Kahdesta reakti-
osta saadut tuotteet yhdistettiin ja puhdistettiin flash-
pylvéskromatografian avulla (eluoiden 4-%:isella etikka-
hapolla tolueenissa), jolloin saatiin otsikon yhdiste va-
rittémdna 6ljyna (0,422 g).

TLC: Rg 0,15 (5-%:inen AcOH-tolueeni).

Valituote 15 |

(RS)-2,4-bis- (asetyylimerkapto)voihappo

Valituotteen 11 (1,1 g, 3,7 mmol) liuos dikloorime-
taanissa (50 ml) kdsiteltiin trifluorietikkahapclla
(2,9 ml, 37 mmol) ja seosta sekoitettiin huoneenlampdti-
lassa yon yli. Lisattiin vetta (50 ml) ja seos uutettiin
dikloorimetaanilla (3 x 40 ml). Yhdistetyt orgaaniset uut-
teet pestiin sitten vedelld (50 ml) ja kyllastetylla suo-
laliucksella (50 ml), kuivattiin (MgSO,) ja héihdutettiin
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tyhjoéssa, jolloin saatiin tuote (870 mg, 98 %) vaaleankel-
taisena 6ljyna.

TLC: Rg 0,12 (25-%:1inen MeOH—CHZClz).

Samalla tavoin valmistettiin:

Valituote 16

(RS)-2,5-bis- (asetyylimerkapto)pentaanihappo

Valituotteesta 12 (1,1 g, 3,6 mmol) vaaleankeltai-
sena 6ljyna (906 mg, 100 %).

TLC: R 0,12 (25-%:inen MeOH-CHZClZ).

Valituote 17

(RS)-2,6-bis- (asetyylimerkapto) heksaanihappo

Valituotteesta 13 (1,1 g, 3,6 mmol) vaaleankeltai-
sena O6ljyna (895 mg, 98 %).

TLC: Rf 0,12 (25-%:inen MeOH—CH2C12).

Valituote 18

4-ftaali-imidobutaanihappo

N-karboetoksiftaali-imidi (10,96 g) lisattiin yhte-
nad annoksena voimakkaasti sekoitettavaan liuokseen, jossa
oli 4-aminobutaanihappoa (5,16 g) ja natriumkarbonaattia
(5,35 g) vedessad (150 ml) huoneenlampdtilassa. Seosta se-
koitettiin, kunnes oleellisesti kaikki kiinted materiaali
0li liuennut (30 ml), sitten se suodatettiin. Suodos teh-
tiin happamaksi pH-arvoon 1 lisadamalla 6 N suolahapon ve-
siliuvosta (noin 22 ml) ja valkoinen sakka kerattiin tal-
teen suodattamalla ja pestiin perusteellisesti wvedella
(150 ml). Kiintea aine kuivattiin ilmassa, sitten tyhjds-
sd, jolloin saatiin otsikon yhdiste varittdémand kiinteana
aineena (7,35 g).

1g-NMR ((250 MHz, CDC13), referenssi TMS): d 2,03
(2H, pent.) 2,42 (2H, t), 3,78 (2H, t), 7,65 - 7,77 (2H,
m), 7,81 - 7,90 (2H, m).

Samalla tavoin valmistettiin:
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Valituote 19

5-ftaali-imidopentaanihappo

5-aminopentaanihaposta (5,0 g) varittémand kiinted-
na aineena (6,8 g).

'H-NMR ((250 MHz, CDCl,), referenssi TMS): d 1,6 -
1,8 (4H, m), 2,20 (2H, t), 3,85 (2H, t), 7,70 - 7,75 (2H,
m), 7,85 - 7,95 (2H, m), 10,2 (1H, br s).

Valituote 20

6-ftaali-imidoheksaanihappo

6-aminoheksaanihaposta (5,0 g) varittdémanad kiinteéa-
nad aineena (5,8 g).

'H-NMR ((60 MHz, CDCl,), referenssi TMS): d 1,5 -
2,4 (6H, m), 2,3 (2H, t), 3,80 (2H, t), 7,8 - 8,1 (4H, m),
10,4 (1H, br s).

Valituote 21

2-(3-ftaali-imidofenyyli)etikkahappo

2-(3-aminofenyyli)etikkahaposta (3,0 g) kellertava-
nad kiintednd aineena (4,0 g, 72 %).

TLC: R 0,36 (7,5-%:1inen MeOH-0,5-%:inen AcOH-
CH2C12).

Valituote 22

£

cis-3-aminosyklopent-4,5-eenikarboksyylihappo

Raseemisen laktaamin (50 g, 0,458 mol) liuosta 2 N
suolahapossa (1 000 ml) kuumennettiin palautusjaadhdyttaen
1 tunnin ajan. Seos haihdutettiin tyhjdéss& ja jaannds ki-
teytettiin asetonista, jolloin saatiin otsikon yhdisteen
hydrokloridisuola (73 g, 97 %) valkoisena kiintednad ainee-
na. Tamad hydrokloridisuola (20 g, 0,122 mol) liuotettiin
veteen (300 ml) ja sekoitettu liuosta ké&siteltiin amber-
liitti-ioninvaihtohartsilla (IRA-67), kunnes saavutettiin
pH-arvo 7. Sitten hartsi poistettiin suodattamalla, liuo-
tin poistettiin tyhjdssad ja jaannds kiteytettiin asetonis-
ta, jolloin saatiin otsikon yhdiste (13,7 g, 88 %) wvalkoi-

sena kiinte&n& aineena.
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Valituote 23

cis-3-ftaali-imidosyklopent-4,5-eenikarboksyylihap-

po )

Valituotteen 22 hydrokloridista (22,3 g, 0,136 mol)
valkoisena kiinteadn& aineena (13,7 g, 39 %).

TLC: Rg 0,37 (1-%:inen AcOH-5-%:inen MeOH—CHZClZ).

Valituote 24

trans-metyyli-3-ftaali-imidosyklopent-4,5-eenikar-

boksylaatti

Valituote 23 (23,2 g, 0,183 mol) ja ftaalihappoan-
hydridi (27,03 g, 0,183 mol) jauhettiin yhdessa ja sula-
tettiin 190 °C:n lampdtilassa typen alla sekoittaen. Seok-
sen annettiin jaahtya huoneenlampdtilaan ja jaannds kasi-
teltiin etyyliasetaatilla (120 ml). Lisattiin aktiivihiil-
td (1,0 g) ja seosta kuumennettiin palautusjaadhdyttden 30
minuutin ajan, se suodatettiin seliitin ldpi ja suodos
haihdutettiin tyhjdssa, jolloin saatiin ftaali-imidohappo-
valituote, cis/trans-isomeerien 1:1 -seos, vaaleankeltai-
sena kiintednd aineena (45,7 g, 97 %).

Taman hapon liuos metanolissa (300 ml) ké&siteltiin
vakevalla suolahapolla (0,5 ml) ja seosta kuumennettiin
palautusjadhdyttaen 30 minuutin ajan, sen annettiin j&ah-
tya huoneenlampdétilaan ja liuotin haihdutettiin tyhj®ssé&.
Jaannds liuotettiin etyyliasetaattiin (400 ml) ja liuos
pestiin 8-%:isella natriumbikarbonaattiluoksella (2 x
100 ml), vedellda (100 ml) ja kylléstetylld suolaliuoksella
(100 ml), kuivattiin (MgsO,) Jja haihdutettiin tyhjdssa,
jolloin saatiin ftaali-imidoesteri cis/trans-isomeerien
l:1-seoksena. Erottaminen flash-pylvaskromatografian avul-
la (eluoiden 60-%:isella eetterilld pentaanissa) tuotti
otsikon yhdisteen (9,72 g, 20 %) valkoisena kiinteana ai-
neena.

TLC: Rg 0,46 (40-%:inen pentaani-eetteri).
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Valituote 25
trans-3-ftaali-imidosyklopent-4,5-eenikarboksyyli-
happo A ‘ _

Vélituotteén 24 (9,72 g, 35,8 mmol) liuosta 0,5 N
suolahpon (100 ml) ja jd&etikan (100 ml) seoksessa kuumen-
nettiin palautusjadhdyttden 30 minuutin ajan. Seos laimen-
nettiin vedelld (200 ml) ja uutettiin etyyliasetaatilla
(3 x 100 ml). Yhdistetyt uutteet pestiin kyllastetylla
suolaliucksella (100 ml), kuivattiin (MgSO,) ja haihdutet-
tiin tyhjossa, jolloin saatiin raaka tuote, joka kiteytet-
tiin eetterist&d (7,56 g, 82 %) valkoisena kiinteanad ainee-
na.

TLC: Rf 0,48 (1-%:inen AcOH-5-%:inen MeOH—CH2C12).

Valituote 26

cis-3-ftaali-imidosyklopentaanikarboksyylihappo

Valituotetta 23 (15,1 g, 58,7 mmol) hydrattiin huo-
neenlampdtilassa ja ilmakehdn paineessa 5-%:isella palla-
dium-hiilella-katalyytillad (2 g) etyyliasetaatissa
(700 ml) yén yli. Katalyytti poistettiin suodattamalla
seliitin lapi ja suodos haihdutettiin tyhjéssi, jolloin
saatiin otsikon yhdiste (15 g, 98 %) valkoisena kiinteé&na
aineena.

TLC: Ry 0,37 (1-%:inen AcOH-5-%:inen MeOH-CH,Cl,) .

Samalla tavoin valmistettiin:

Valituote 27

trans-3-ftaali-imidosyklopentaanikarboksyylihappo

Valituotteesta 25 (7,55 g, 29,3 mmol) valkoisena
kiinte&n& aineena (7,04 g, 93 %).

TLC: Ry 0,47 (1-%:inen AcOH-5-%:inen MeOH—CHZClz).

Védlituote 28

cis-(1l,l-dimetyylietyyli)-3-ftaali-imidosyklopen-

tyyliasetaatti

Valituotteen 26 (5,09 g, 19,6 mmol) liuos kuivassa
dikloorimetaanissa (60 ml) kasiteltiin oksalyylikloridilla

(3,4 ml, 39,3 mmol), sitten dimetyyliformamidilla (1 tip-
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pa). Seosta sekoitettiin huoneenlampdtilassa 2 tunnin
ajan, sitten liuotin haihdutettiin tyhjdssa, jolloin saa-
tiin happokloridivalituote.

Jaanndés liuotettiin tetrahydrofuraaniin (30 ml),
sitten liuos kadsiteltiin diatsometaanin liuoksella eette-
rissd (200 ml, noin 80 mmol) 0 °C:n lampdtilassa. Seosta
sekoitettiin huoneenlampdtilassa yén yli, sitten se haih-
dutettiin tyhjdéssa, jolloin saatiin diatsoketoni keltaise-
na kiintednd aineena. Diatsoketoni liuotettiin tert-buta-
noliin (100 ml) ja liuosta kuumennettiin palautusjaahdyt-
taden samalla, kun siihen 1lis&ttiin hopeabentsoaatin
(438 mg, 1,9 mol) liuos trietyyliamiinissa (5 ml) pienina
annoksina 2 tunnin kuluessa. Seosta kuumennettiin palau-
tusjadhdyttéden vield yhden tunnin ajan, sitten se jaahdy-
tettiin huoneenlampdtilaan, suodatettiin seliitin lapi ja
suodos haihdutettiin tyhjdssad, jolloin saatiin keltainen
kiinted aine. Jaannds liuotettiin dikloorimetaaniin
(75 ml) ja liuos pestiin perdjalkeen 8-%:isella natriumbi-
karbonaattiliuoksella (50 ml), vedella (50 ml) ja kyllas-
tetylld suolaliuoksella, kuivattiin (MgSO,) ja haihdutet-
tiin tyhjdssd, jolloin saatiin raaka tuote. Puhdistaminen
flash-pylvaskromatografian avulla (eluoiden 50-%:isella
eetterilld pentaanissa) tuotti otsikon yhdisteen (3,8 g,
60 %) valkoisena kiinteana aineena.

TLC: Rg 0,52 (50-%:inen pentaani eetterissa).

Samalla tavoin valmistettiin:

Valituote 29

trans-(1,1-dimetyylietyyli)-3-ftaali-imidosyklopen-

tyyliasetaatti

vValituotteesta 27 (1,41 g, 5,44 mmol) valkoisena
kiinte&nd aineena (1,22 g, 70 %).

TLC: Rg 0,58 (50-%:inen pentaani eetterissa).
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Valituote 30

cis-3-ftaali-imidosyklopentyylietikkahappo

Valituotteen 28 (1,78 g, 5,4 mmol) liuos dikloori-
metaanissa (20 ml) kasiteltiin trifluorietikkahapolla
(2,1 ml, 27 mmol) ja seosta sekoitettiin huoneenlampdti-
lassa yén yli. Liuotin ja ylimd&rainen trifluorietikkahap-
po poistettiin tyhjdssa, jolloin saatiin otsikon yhdiste
(1,41 g, 96 %) valkoisena kiinteana aineena.

TLC: Ry 0,32 (30-%:inen pentaani eetterissa).

Samalla tavoin valmistettiin:

Valituote 31

trans-3-ftaali-imidosyklopentyylietikkahappo

Valituotteesta 29 (1,18 g, 3,58 mmol) valkoisena
kiinte&nd aineena (842 mg, 86 %).

TLC: Rg 0,41 (30-%:inen pentaani eetterissa).

-Vdlituote 32

(RS) -2-bromi-5-ftaali-imidopentaanihappo

Valituotetta 19 (5,0 g, 20,2 mmol) ja tionyyliklo-
ridia (10 ml) kuumennettiin yhdess& 65 °C:n lampdtilassa
30 minuutin ajan. Lis&ttiin N-bromisukkinimidia (5,4 g) ja
vield tionyylikloridia sekad 48-%:ista HBr:n vesiliuosta (1
tippa). Liuosta kuumennettiin 60 °C:n lampdtilassa 10 mi-
nuutin ajan, sitten 70 °C:n lampdétilassa 2 tuntia 15 mi-
nuuttia. Lisattiin vield N-bromisukkinimidi& (850 mg) ja
seosta kuumennettiin 70 °C:n lampdtilassa kahden tunnin
ajan. Ylimaardinen tionyylikloridi poistettiin haihdutta-
malla alennetussa paineessa ja 6ljyinen jaanndés laimennet-
tiin kuivalla tetrahydrofuraanilla (200 ml) ja vedellé
(200 ml). Seos kéasiteltiin sitten varovasti kiintealla
natriumbikarbonaatilla pH-arvoon 7 - 8, sitten sita sekoi-
tettiin yoén yli huoneenldmpdtilassa. Ylimdaradinen tetra-
hydrofuraani poistettiin tyhjdssd ja jaannds pestiin di-
kloorimetaanilla (3 x 300 ml). Vesipitoinen osuus tehtiin
sitten varovasti happamaksi pH-arvoon 1 kayttaen 6 M suo-

lahappoa ja uutettiin dikloorimetaanilla (4 x 200 ml).
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Yhdistetyt uutteet pestiin sitten vedelld (2 x 400 ml) ja
kyllastetylla suolaliuoksella (400 ml), kuivattiin (MgSO,)
ja haihdutettiin tyhjdssa, jolloin saatiin tuote (4,7 g,
71 %) kellertavan ruskeana kiinteand aineena.

TLC: Rf 0,47 (EtOAc).

Samalla tavoin valmistettiin:

Valituote 33

(RS) -2-bromi-2-(3-ftaali-imidofenyyli)etikkahappo

Valituotteesta 21 vérittéméné‘ kiinte&nd aineena
(588 mg, 75 %).

TLC: Rf 0,198 (5-%:inen.MeOH—O,l-%:inen.AcOH—CHZClz).

Valituote 34

cis-a—bromi—3-ftaali-imidosyklopéntyylietikkahappo

Valituotteesta 30 (1,41 g, 5,16 mmol) ruskeankel-
taisena vaahtona (1,59 g, 87 %). '

TLC: Rg 0,46 (2-%:inen MeOH-eetteri).

Valituote 35

trans-a-bromi-3-ftaali-imidosyklopentyylietikkahap-

po ,

Valituotteesta 31 (815 mg, 2,98 mmol) kellanrus-
keana vaahtona (805 mg, 77 %) .

TLC: Rg 0,48 (2-%:inen MeOH-eetteri).

Valituote 36

(RS) -2-asetyylimerkapto-5-ftaali-imidopentaanihappo

Valituotteen 33 (3,0 g, 9,2 mmol) liuos metanolissa
(30 ml) késiteltiin kaliumtioliasetaatilla (1,05 g, 9,2
mmol) ja seosta sekoitettiin huoneenlampdtilassa yodn yili.
Seos haihdutettiin tyhjdssa, jadannds liuvotettiin dikloori-
metaaniin (100 ml), sitten liuos pestiin vedella (2 x
50 ml), kuivattiin (MgSO,) ja haihdutettiin tyhjdssa, jol-
loin saatiin tuote (2,4 g, 81 %) vaaleankeltaisena vaahto-
na.

TLC: Rf 0,43 (EtOAC).

Samalla tavoin Valmistettiin:
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Valituote 37

(RS) -2-asetyylimerkapto-2-(3-ftaali-imido) fenyyli-

etikkahappo

Valituotteesta 33 varittdmana kiinteand aineena
(722 mg, 100 %).

TLC: Re 0,15 (5-%:inen.MeOH—O,l—%:inen.ACOH—CH2C12).

vValituote 38

cis-a- (asetyylimerkapto) -3-ftaali-imidosyklopentyy-

lietikkahappo

Valituotteesta 34 (2,01 g, 5,71 mmol) ruskeana
vaahtona (1,24 g, 73 %).

TLC: Ry 0,42 (eetteri).

Valituote 39

trans-a- (asetyylimerkapto) -3-ftaali-imidosyklopen-

tyylietikkahappo

V&lituotteesta 35 (774 mg, 2,2 mmol) beigenvarisena
vaahtona (329 mg, 43 %).

TLC: R, 0,45 (eetteri).

Valituote 40

(RS) -N-[2-bromi-4-ftaali-imidobutanoyyli] -L-leusyy-

li-L-fenyylialaniini-N-metyyliamidi

Valituotetta 18 (2,33 g) ja tionyylikloridia (2,92
ml) kuumennettiin yhdessa 65 °C:n lampdtilassa 30 minuutin
ajan. Lisattiin N-bromisukkinimidi& (2,51 g) ja viela tio-
nyylikloridia sek& 48-%:ista HBr:n vesiliuosta (1 tippa).
Liuosta kuumennettiin 60 °C:n lampdtilassa 10 minuutin
ajan, sitten 70 °C:n lampdtilassa 2 tuntia 15 minuuttia.
Lisattiin wvield N-bromisukkinimidi& (850 mg) ja seosta
kuumennettiin 70 °C:n lampdtilassa 2 tunnin ajan. Ylimaa-
rdinen tionyylikloridi poistettiin haihduttamalla alenne-
tussa paineessa ja 6ljyinen jaadnnds laimennettiin kuivalla
dikloorimetaanilla (10 ml). Lis&ttiin osa padllysnestetta
(4,0 ml) L-leusyyli-L-fenyylialaniini-N-metyyliamidin
(500 mg) ja triétyyliamiinin (0,24 ml) liuokseen kuivassa

dikloorimetaanissa (10 ml) O °C:n lampdtilassa ja tata
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seosta sekoitettiin yén yli huoneenlampdtilassa. Seos lai-
mennettiin dikloorimetaanilla ja pestiin kyll&stetylla
natriumbikarbonaatin vesiliuoksella (50 ml), 1 N suoclaha-
pon vesiliuoksella (50 ml) ja kylléstetylld suolaliuoksel-
la (50 ml), sitten se kuivattiin (MgSO4) ja haihdutettiin
tyhjéssa, jolloin saatiin ruskea kiinted aine. Tamd aine
puhdistettiin flash-pylvaskromatografian avulla (4 x
18 cm; eluointi 2-%:isella metanolilla dikloorimetaanis-
sa), jolloin saatiin otsikon yhdiste kellertavanad kiinted-
na aineena (530 mg).

TLC: Rg 0,44 (5-%:inen MeOH-CH,CL,) .

Samalla tavoin valmistettiin:

Valituote 41

(RS) -N-[2-bromi-5-ftaali-imidopentanoyyli] -L-leu-

syyli-L-fenyylialaniini-N-metyyliamidi

Valituotteesta 19 (4,0 g) ja L-leusyyli-L-fenyy-
lialaniini-N-metyyliamidista (1,18 g) vaaleanpunaisena
kiintean& aineena (1,2 g).

TLC: Rg 0,34 (5-%:inen MeOH—CH2C12).

Valituote 42

(RS) -N-[2-bromi-6-ftaali-imidoheksanoyyli] -L-leu-

syyli-L-fenyylialaniini-N-metyyliamidi

Valituotteesta 20 (4,0 g) ja L-leusyyli-L-fenyy-
lialaniini-N-metyyliamidista (1,18 g) l&hes varittdémana
kiinte&nd aineena (1,0 g).

TLC: Rf 0,52 (10-%:inen MeOH—CHzclz).

Valituote 43

(RS)-2-[(1,1-dimetyylietyyli)merkapto] -5-£ftaali-

imidopentaanihappo

Tert-butyylitiolia (11,3 ml, 0,1 mmol) lisattiin
kalium-tert-butoksidin (22,45 g, 0,1 mol) sekoitettavaan
liuokseen vedettdmassa tetrahydrofuraanissa (215 ml) ja
seosta sekoitettiin huoneenlampdtilassa 20 minuutin ajan.
Lisattiin valituotteen 13 (32,6 g, 0,1 mol) liuos vedettd-

massad tetrahydrofuraanissa (80 ml) Jja seosta sekoitettiin
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huoneenlampdtilassa ydén yli. Lisattiin wvetta (300 ml) ja
seos tehtiin happamaksi pH-arvoon 1 lisdamalld 1 N suola-
happoa ja wuutettiin dikloorimetaanilla (3 x 200 ml).
Yhdistetyt uutteet kuivattiin sitten (MgSO,) ja haihdu-
tettiin tyhjdéssa, jolloin saatiin keltainen &ljy. Puhdis-
taminen flash-pylvaskromatografian avulla (eluoiden 5 -
15-%:isella dikloorimetaanilla etyyliasetaatissa), sitten
kiteyttaminen dikloorimetaanista/heksaanista tuottivat
otsikon yhdisteen (22 g, 66 %) vaaleankeltaisena kiinte&n&
aineena.

TLC: Rg 0,48 (10-%:inen MeOH-CH,C1,) .

Valituote 44

(RS) -N-[2-[(1,1-dimetyylietyyli)merkapto] -5-ftaali-

imidopentanoyyli] -L-leusyyli-L-fenyylialaniini-N-

metyyliamidi

Valituotteen 43 (8,06 g, 24 mmol) ja L-leusyyli-L-

fenyylialaniini-N-metyyliamidin (7,0 g, 24 mmol) liuos di-

kloorimetaanissa (250 ml) kasiteltiin N-hydroksibentsotri-

atsolilla (3,9 g, 28,9 mmol), sitten EDC:11a (5,06 g,
26,4 mmol) ja seosta sekoitettiin huoneenlémpdtilassa yén
yli. Seos pestiin 1 N suolahapolla (300 ml) ja vesipitoi-
nen osuus uutettiin uudelleen dikloorimetaanilla (2 x
100 ml) . Yhdistetyt uutteet pestiin perdjalkeen 1 N suola-
hapolla (300 ml), 8-%:isella natriumbikarbonaatilla
(300 ml), vedelld (300 ml) ja kyllastetylld suolaliuoksel-
la (300 ml), kuivattiin (MgSO,) ja haihdutettiin tyhjdssa,
jolloin saatiin vaaleankeltainen kiinte& aine. Puhdistami-
nen flash-pylvaskromatografian avulla (eluoiden 5-%:isella
metanolilla dikloorimetaanissa) tuotti otsikon yhdisteen
(12,8 g, 88 %) lahes valkoisena kiinte&nd aineena.
TLC: Rg 0,55 (10-%:inen MeOH-CH,C1,) .
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Valituote 45

(RS)-N-[2-[(1,1-dimetyylietyyli)merkapto] -5-amino-

pentanoyylil -L-leusyyli-L-fenyylialaniini-N-metyy-

liamidi

Valituotteen 44 (2,56 g, 4,2 mmol) liuos tetrahyd-
rofuraanin (10 ml) ja etanolin (50 ml) seoksessa kasitel-
tiin hydratsiinihydraatilla (10 ml, xs) ja seosta kuumen-
nettiin palautusjadhdyttden 2 tunnin ajan. Se jaahdytet-
tiin huoneenlampdtilaan, minka jalkeen 1lisattiin wvetta
(30 ml), liuotin poistettiin tyhjdssad, jaadnnds tehtiin
happamaksi pH-arvoon 1 1 N suolahapolla ja pestiin dikloo-
rimetaanilla (2 x 100 ml). Vesipitoinen kerros tehtiin
sitten emdksiseksi pH-arvoon 14 2 M natriumhydroksidilla
ja uutettiin dikloorimetaanilla (2 x 100 ml). Yhdistetyt
uutteet pestiin kylléastetylld suolaliuocksella (100 ml),
kuivattiin (MgsSO,) ja haihdutettiin tyhjéssa, jolloin saa-
tiin vaaleankeltainen kiinte&d aine. Puhdistaminen flash-
pylvaskromatografian avulla (eluoiden 10 - 25-%:isella
metanolilla dikloorimetaanissa) tuotti otsikon yhdisteen
(9,2 g, 91 %) lé&hes valkoisena kiintedn& aineena.

‘ TLC: Re¢ 0,23 (30-%:inen MeOH-CHZCIZ).

Valituote 46

(RS)-N-[2-[(1,1-dimetyylietyyli)merkapto] -5-(ase-

tyyliamino)pentanoyyli] -L-leusyyli-L-fenyylialanii-

ni-N-metyyliamidi

Asetyylikloridia (0,5 ml, 7 mmol) lisattiin wvali-
tuotteen 45 (1,14 g, 2,38 mmol) ja trietyyliamiinin (2 ml,
14,4 mmol) sekoitettavaan liuokseen vedettdmassa dikloori-
metaanissa (45 ml), sitten seosta sekoitettiin huoneenlam-
pdétilassa yon yli. Seos laimennettiin dikloorimetaanilla
(75 ml) ja pestiin perdjalkeen 1 N suolahapolla (100 ml),
8-%:isella natriumbikarbonaattiliuoksella (100 ml), vedel-
14 (100 ml) ja kyllastetylld suolaliuoksella (100 ml),
kuivattiin (MgSO,) ja haihdutettiin tyhjdssa, jolloin saa-

tiin vaaleankeltainen kiinted aine. Puhdistaminen flash-
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pylvaskromatografian avulla (eluointi 5-%:isella metano-
lilla dikloorimetaanissa) tuotti otsikon yhdisteen (1,2 g,

95 %) lahes valkoisena kiinted&n& aineena.

10

15

20

25

TLC: Fe 0,31 (10-%:inen MeOH—CHZClz).

Samalla tavoin valmistettiin:

valituote 47

(RS) -N-[2-[(1,1~-dimetyylietyyli)merkapto] -5- (bent-
soyyliamino)pentanoyyli] -L-leusyyli-L-fenyyliala-
niini-N-metyyliamidi

Valituotteesta 45 (2,86 g, 5,97 mmol) ja bentsoyy-

likloridista (0,84 ml, 7,2 mmol) ladhes valkoisena kiinteéa-

nad aineena (3,43 g, 99 %).

TLC: Rg 0,41 (10-%:inen MeOH-CH,C1,).

Valituote 48
(RS)-N-[2-[(1,1-dimetyylietyyli)merkapto] -5-sukki-
nimidopentanoyyli] -L-leusyyli-L-fenyylialaniini-N-
metyyliamidi

Valituotteesta 45 (1,14 g, 2,38 mmol) ja meripihka-

hapon anhydridist&d (0,33 g, 3,3 mmol) l&hes valkoisena

kiinteand aineena (0,54 g, 40 %).

TLC: Rf 0,58 (10-%:inen MeOH-CHZClz).

Valituote 49
(RS)-N-[2-[(1,1-dimetyylietyyli)merkapto] -5- (metaa-
nisulfonyyli)aminopentanoyyli] -L-leusyyli-L-fenyy-
lialaniini-N-metyyliamidi

Valituotteesta 45 (2,03 g, 4,24 mmol) ja metaani-

sulfonyylikloridista (0,35 ml, 4,6 mmol) lahes valkoisena

kiintedna aineena (1,78 g, 77 %).

TLC: Rg 0,46 (10-%:inen MeOH—CH2C12).
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Valituote 50

(RS) -N- [2-[(1,1-dimetyylietyyli)merkapto] -5- (bent-
seenisulfonyyli)aminopentanoyyli] -L-leusyyli-L-fe-
nyylialaniini-N-metyyliamidi

Valituotteesta 45 (2,03 g, 4,24 mmol) ja bentseeni-

sulfonyylikloridista (0,59 ml, 4,6 mmol) lahes valkoisena

kiinte&nd aineena (2,18 g, 85 %).

TLC: Re 0,54 (10-%:inen MeOH—CHZClz).

Valituote 51
(RS)-N-{2-[(1,1-dimetyylietyyli)merkapto] -5- (metok-
sikarbonyyli)aminopentanoyyli] -L-leusyyli-L-fenyy-
lialaniini-N-metyyliamidi

Valituotteesta 45 (200 mg, 0,43 mmol) ja metyyli-

kloroformaatista (0,03 ml, 0,41 mmol) 1l&hes wvalkoisena

kiinteana aineena (196 mg, 89 %).

TLC: Rg 0,32 (5-%:inen MeOH-CH,C1,).

Valituote 52
(RS)-N-[2-[(1,1-dimetyylietyyli)merkapto] -5- (bents-
yylioksikarbonyyli)aminopentanoyyli]-leeusyyli-L-
fenyylialaniini-N-metyyliamidi

Valituotteesta 45 (200 mg, 0,43 mmol) ja bentsyyli-

kloroformaatista (0,06 ml, 0,41 mmol) 1lahes wvalkoisena

kiinte&dnd aineena (230 mg, 93 %).

TLC: Rf 0,44 (5-%:inen MeOH—CHZClz).

Valituote 53
(RS)-N-[2-[(1,1-dimetyylietyyli)merkapto] -5- (4-py-
ridyylikarbonyyli) aminopentanoyyli] -L-leusyyli-L-
fenyylialaniini-N-metyyliamidi

Valituotteesta 45 (2,03 g, 4,24 mmol) ja isonikoti-

noyylikloridista (834 mg, 4,66 mmol) lahes wvalkoisena

o

kiintednd aineena (1,81 g, 77 %).

TLC: Rg 0,22 (10-%:inen MeOH—CHZClz).
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Védlituote 54
(RS)-N-[{2-[(1,1-dimetyylietyyli)merkapto] -5-(3-
pyridyylikarbonyyli)aminopentanoyyli] -L-leusyyli-
L-fenyylialaniini-N-metyyliamidi
Valituotteesta 45 (200 mg, 0,42 mmol) ja nikotino-
yylikloridista (83 mg, 0,47 mmol) lahes valkoisena kiin-
teand aineena (130 mg, 56 %).
TLC: Rf 0,26.(10-%:inen MeOH-CHZClz).
vValituote 55
(RS)-N-[2-[(1,1-dimetyylietyyli)merkapto] -5-(2-
pyridyylikarbonyyli)aminopentanoyyli] -L-leusyyli-
L-fenyylialaniini-N-metyyliamidi
Valituotteesta 45 (200 mg, 0,42 mmol) ja pikolino-
yylikloridista (83 mg, 0,47 mmol) lahes valkoisena kiin-
tednd aineena (145 mg, 62 %).
TLC: Re¢ 0,21 (10-%:inen MeOH-CHZClz).
Védlituote 56
(RS) -N-[2-[(1,1-dimetyylietyyli)merkapto] -5- (2-py-
ratsinyylikarbonyyli)aminopentanoyyli] -L-leusyyli-
L-fenyylialaniini-N-metyyliamidij
Valituotteesta 45 (200 mg, 0,42 mmol) ja pyratsino-
yylikloridista (85 mg, 0,47 mmol) lahes valkoisena kiin-
tednd aineena (145 mg, 62 %).
TLC: Rf 0,18 (10-%:inen MeOH—CHZCIZ).
Valituote 57 ‘
(RS)-N-[2-[(2-nitrofenyylisulfanyyli)merkapto] -5-
(asetyyli) aminopentanoyyli] -L-leusyyli-L-fenyyli-
alaniini—N-metyyliamidi
Lisattiin 2-nitrosulfenyylikloridia (3,26 g, 6,26
mmol) valituotteen 46 (1,23 g, 6,49 mmol) sekoitettavaan
liuokseen jadetikassa (75 ml) ja seosta sekoitettiin huo-
neenlampdtilassa yoén yli. Liuotin poistettiin tyhjdssa ja
jaannds puhdistettiin flash-pylvéaskromatografian avulla
(eluoiden 5-%:isella metanolilla dikloorimetaanissa), jol-
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loin saatiin otsikon yhdiste (3,74 g, 97 %) keltaisena
kiintednd aineena.
TLC: Rg 0,34 (10-%:inen MeOH-CH,Cl,) .
Samalla tavoin valmistettiin:
Valituote 58
(RS) -N-[2-[(2-nitrofenyylisulfanyyli)merkapto] -5-
(bentsoyyliamino)pentanoyyli] -L-leusyyli-L-fenyy-
lialaniini-N-metyyliamidi
Valituotteesta 47 (1,08 g, 5,67 mmol) keltaisena
kiintednd aineena (3,43 g, 99 %).
TLC: Rf 0,54 (10-%:inen MeOH—CHZClz) .
Vilituote 59 '
(RS)-N-[2-[(2-nitrofenyylisulfanyyli)merkapto] -5-
sukkinimidopentanoyyli] -L-leusyyli-L-fenyylialanii-
ni-N-metyyliamidi
Valituotteesta 48 (618 mg, 1,1 mmol) keltaisena
kiinteadna aineena (665 mg, 92 %).
TLC: Rg 0,25 (10-%:inen MeOH-CHZClz).
Valituote 60
(RS) -N-[2-[(2-nitrofenyylisulfanyyli)merkapto] -5-
(metaanisulfonyyli)aminopentanoyyli] -L-leusyyli-L-
fenyylialaniini-N-metyyliamidi
Valituotteesta 49 (1,78 g, 3,27 mmol) keltaisena
kiintedna aineena (1,84 g, 88 %).
TLC: Rf 0,32 (10-%:inen MeOH—CHZClz).
Valituote 61
(RS) -N-[2-[(2-nitrofenyylisulfanyyli)merkapto] -5-
(bentseenisulfonyyli)aminopentanoyyli] -L-leusyyli-
L-fenyylialaniini-N-metyyliamidi
Valituotteesta 50 (2,25 g, 3,71 mmol) keltaisena
kiinte&nd aineena (1,6 g, 68 %). ‘
TLC: Rg 0,37 (10-%:inen MeOH-CH,Cl,) .
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Valituote 62
(RS)-N-[2-[(2-nitrofenyylisulfanyyli)merkapto] -5-
(metoksikarbonyyli)aminopentanoyyli] -L-leusyyli-L-
fenyylialaniini-N-metyyliamidi

Valituotteesta 51 (196 mg, 0,31 mmol) keltaisena

kiinteand aineena (86 mg, 38 %).

TLC: Rg 0,25 (10-%:inen MeOH-CH,Cl,) .

Valituote 63
(RS)-N-[2-[(2-nitrofenyylisulfanyyli)merkapto] -5-
(bentsyylioksikarbonyyli) aminopentanoyyli] -L-1leu-
syyli-L-fenyylialaniini-N-metyyliamidi
Valituotteesta 52 (229 mg, 0,32 mmol) keltaisena

kiintedn& aineena (155 mg, 60 %).

TLC: Ry 0,37 (10-%:inen MeOH-CH,Cl,).

Valituote 64

(RS) -N-[2-[(2-nitrofenyylisulfanyyli)merkapto] -5-
(4-pyridyylikarbonyyli) aminopentanoyylil] -L-leusyy-
li-L-fenyylialaniini-N-metyyliamidi
Valituotteesta 53 (1,92 g, 3,29 mmol) keltaisena

kiintednd aineena (1,66 g, 74 %).

TLC: Rg 0,29 (10-%:inen MeOH—CHzclz).

Vialituote 65
(RS)-N-[2-[(2-nitrofenyylisulfanyyli)merkaptol] -5-
(3-pyridyylikarbonyyli)aminopentanoyylil] -L-leusyy-
li-L-fenyylialaniini-N-metyyliamidi
Valituotteesta 54 (190 mg, 0,33 mmol) keltaisena

kiinte&nd aineena (85 mg, 38 %).

TLC: Rf 0,24 (10-%:inen MeOH—CHZClz).

Valituote 66

(RS) -N-[2-[(2-nitrofenyylisulfanyyli)merkapto] -5-
(2-pyridyylikarbonyyli) aminopentanoyyli] -L-leusyy-
li-L-fenyylialaniini-N-metyyliamidi

Valituotteesta 55 (210 mg, 0,36 mmol) keltaisena

kiintedna aineena (120 mg, 54 %).

TLC: Rg 0,21 (10-%:1nen MeOH—CHzclz).
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Valituote 67

(RS) -N-[2-[(2-nitrofenyylisulfanyyli)merkapto] -5-

(2-pyratsinyylikarbonyyli) aminopentanoyyli] -L-leu-

syyli-L-fenyylialaniini-N-metyyliamidi

Valituotteesta 56 (300 mg, 0,51 mmol) keltaisena
kiinteadnd aineena (110 mg, 42 %).

TLC: Rg 0,18 (10-%:inen MeOH-CH,Cl,).

vValituote 68

(RS) -N-[2-[(2-nitrofenyylisulfanyyli)merkapto] -5-

aminopentanoyyli] -L-leusyyli-L-fenyylialaniini-N-

metyyliamidi

TLC: Re 0,16 (10-%:inen MeOH—CHZClz).

Valituote 69

(R)-N-(fenyylimetbksi)karbonyyli—(S—metyyli)-L—

kysteiini

Bentsyylikloroformaattia (11,1 ml, 65 mmol) lisat-
tiin tipoittain (S-metyyli)-L-kysteiinin (10 g, 75 mmol)
sekoitettavaan liuokseen 2 M natriumhydroksidin vesiliuok-
sessa (50 ml) ja seosta sekoitettiin huoneenlampdtilassa 4
tunnin ajan. Seos tehtiin sitten emdksiseksi pH-arvoon 14
lisdamalla viela 2 M natriumhydroksidia ja liuos pestiin
etyyliasetaatilla (4 x 50 ml). Vesipitoinen faasi tehtiin
happamaksi pH-arvoon 3 vakevalla suolahapolla ja sitten se
uutettiin etyyliasetaatilla (4 x 70 ml). Yhdistetyt uut-
teet pestiin kyllastetyllad suolaliuoksella, kuivattiin
(MgSO4Y ja haihdutettiin tyhjdssa, jolloin saatiin tuote
vaaleankeltaisena &6ljyna (16,8 g, 84 %).

TLC: Rf 0,21 (10-%:inen MeOH—CHCl3).

Valituote 70 ' _

(R)-N-(1,1-dimetyylietoksi)karbonyyli- (S-metyyli) -

kysteiini

Di-tert-butyylidikarbonaattia (8,88 g, 40,7 mmol)
lisdttiin S-metyyli-L-kysteiinin (5 g, 37 mmol) ja natri-
umbikarbonaatin (7,8 g, 92,5 mmol) sekoitettavaan liuok-

seen veden (150 ml) Jja dioksaanin (100 ml) seoksessa
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0 °C:n lampdbtilassa. Seoksen annettiin lammetd huoneenlam-
pétilaan ja sitd sekoitettiin yén yli, sitten se laimen-
nettiin vedelld (100 ml), tehtiin happamaksi pH-arvoon 3
kadyttéden 1 N suolahappoa ja sitten se uutettiin etyyliase-
taatilla (3 x 100 ml). Yhdistetyt uutteet pestiin kylléas-
tetylla suolaliuoksella, kuivattiin (MgSO4) ja haihdutet-
tiin tyhjossé, jolloin saatiin otsikon yhdiste varittdmana
6ljynad (6,64 g, 76 %).

TLC: Rf 0,55 (MeOH—HzO).

Samalla tavoin valmistettiin:

Valituote 71

(S)-N-(1,1-dimetyylietoksi) karbonyylipropyyligly-

siini

(S) -norvaliinista (5 g, 42,7 mmol) varittdéména o61-
jynad (6,3 g, 68 %).

TLC: Rf 0,50 (MeOH—HZO).

Valituote 72 ’

(S)-N-(1,1-dimetyylietoksi)karbonyyli- (O-metyyli) -

seriini

Natriumhydridia (60-%:inen dispersio, 4,3 g, 0,107
mol) 1lis&ttiin annoksittain 0 °C:n lampdtilassa (S)-N-
(1,1-dimetyylietoksi)karbonyyliseriinin (10 g, 48,7 mmol)
sekoitettavaan liuokseen vedettdmassad DMF:ssa (250 ml).
Sitten lisattiin tipoittain jodimetaanin liuos (6,1 ml,
0,1 mol) vedettdOmassad DMF:ssa (10 ml). Seoksen annettiin
lammetad huoneenlampdtilaan ja sita sekoitettiin yén yli,
sitten se laimennettiin 1 N suolahapolla pH-arvoon 3 ja
liuos vakevditiin tyhjdssa noin 200 ml:n tilavuuteen. Seos
laimennettiin vedelld (200 ml) ja uutettiin etyyliasetaa-
tilla (3 x 100 ml). Yhdistetyt uutteet pestiin kylléaste-
tylla suolaliuoksella (100 mi), kuivattiin (MgSO,) ja haih-
dutettiin tyhjdssa, jolloin saatiin otsikon yhdiste kel-
taisenad &ljyna (7,48 g, 70 %).

TLC: Rf 0,39 (10-%:inen MeOH—CH2C12).
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Valituote 73

(RS) -N-bentsoyyli- [b- (4-pyridyyli)alaniinimetyyli-

esteri

a) Lisattiin2- (4-pyridyyli)-1- (N-bentsoyyli)amino-
etyleeni-l-karboksyylihappohydrokloridi-4-pyridyylikar-
boksaldehydia (85 g, 0,79 mol) natriumasetaatin (16 g,
0,195 mol) ja hippuurihapon (150 g, 0,84 mol) sekoitetta-
vaan jaédkylmaan suspensioon etikkahappoanhydridissa
(360 ml, 3,8 mol), seurasi eksoterminen reaktio ja si-
sdinen lampdtila saavutti 30 - 40 °C:een. Seos jaahdytet-
tiin huoneenlampdétilaan, sitten se kaadettiin veteen
(1 500 ml). Saatu kiinted aine poistettiin suodattamalla
ja pestiin vedelld (2 x 500 ml), jolloin saatiin atslakto-
nivalituote (74 g, 37 %) ruskeanan kiintednd aineena. Ats-
laktoni (70 g, 0,28 mol) liuotettiin vadkevaan suolahappoon
(210 ml), mik& johti nopeaan sakan muodostumiseen ja sakka
poistettiin suodattamalla, pestiin asetonilla (2 x 500 ml)
ja kuivattiin tyhjoéssd, jolloin saatiin tuote (71 g, 78 %)
vaaleanvihreana kiinted&na aineena.
' b) (RS)-N-bentsoyyli-[b- (4-pyridyyli)lalaniinihyd-

rokloridi

Olefiinihydrokloridia (70 g, 0,23 mol) hydrattiin
huoneenlampdétilassa ja ilmakeh&n paineessa 5-%:isella pal-
ladium-hiilella-katalyytilld (7 g) vedessa (700 ml) vyoén
yli. Katalyytti poistettiin suodattamalla seliitin lapi ja
livotin vakevditiin noin 100 ml:n tilavuuteen. Lisattiin
asetonia (1 000 ml) ja saatu sakka poistettiin suodatta-
malla ja kuivattiin tyhjéssad, jolloin saatiin tuote (53 g,
75 %) kellertavand kiintean& aineena.

c) (RS)-N-bentsoyyli-[b-(4-pyridyyli)lalaniinime-

tyyliesteri .

Tionyylikloridia (15 ml, 0,21 mol) lisattiin hapon
(53 g, 0,17 mol) jadkylmaan liuokseen metanolissa
(200 ml). Seoksen annettiin lammet& huoneenlampdtilaan 30

minuutin kuluessa ennen kuin liuotin poistettiin tyhjdssa,
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jolloin saatiin kellertava puolikiinted aine. Jaannds sus-
pendoitiin 8-%:iseen natriumbikarbonaattiin (500 ml) Jja
tuote uutettiin etyyliasetaattiin (4 x 400 ml). Yhdistetyt
orgaaniset uutteet pestiin sitten kyllastetylld suolaliu-
oksella (1 000 ml), kuivattiin (MgSO,) ja haihdutettiin

0,

kellertavand kiinteana aineena.

C,gH ¢N,0; [284,3]; [(MH" 285].

Samalla tavoin valmistettiin:

Valituote 74

(RS) -N-bentsoyyli- [b- (3-pyridyyli)]lalaniinimetyyli-

esteri

Kolmessa vaiheessa pyridiini-3-karboksaldehydistéa
valkoisena kiinte&nd aineena.

C,H,N,05 [284,3]; [MH® 285].

Védlituote 75

(RS) -N-bentsoyyli-2-metoksialaniinimetyyliesteri

Kolmessa vaiheessa 2-metoksibentsaldehydista wval-
koisena kiinte&na aineena.
' C,,H,gN,0, [301,3]; [MH" 302].

Vadlituote 76

(S)-N-(1,1-dimetyylietoksi)karbonyyli- [b- (4-pyri-

dyyli)]lalaniini

Valituote 73 (27 g, 0,104 mol) liuotettiin kuumaan
asetoniin (50 ml) ja liuos lisattiin 0,03 M kaliumdivety-
fosfaattiin (500 ml), pH-arvo 7,2. Sitten lisattiin alka-
laasia (1 ml) voimakkasti sekoitettavaan liuokseen ja pH-
arvoa pidettiin 7,2:ssa lisd&mdlli 1 M natriumhydroksidia
(noin 20 ml) 30 minuutin kuluessa. Liukenematon esteri
suodatettiin pois ja suodos pestiin etyyliasetaatilla (4 x
250 ml). Liuotin haihdutettiin sitten tyhjdssa, jaannds
liuotettiin 6 N suolahappoon (100 ml), sitten liuosta kuu-

mennettiin palautusjaddhdyttden 5 tunnin ajan. Sitten se

" jaadhdytettiin huoneenlampdtilaan, minkd jalkeen saostunut

bentsoehappo poistettiin suodattamalla ja suodos pestiin
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etyyliasetaatilla (2 x 100 ml). Vesipitoinen osuus haihdu-
tettiin sitten tyhjdssa, jolloin saatiin optisesti puhdas
aminohappo dihydrokloridisuolana (9,48 g, 81 %). Dihydro-
kloridisuola liuotettiin veteen (150 ml) ja kasiteltiin
Amberlite IRA-67-ioninvaihtohartsilla pH-arvoon 8. Hartsi
poistettiin suodattamalla seliitin lapi ja liuos haihdu-
tettiin tyhjdssd, jolloin saatiin vapaa aminohappo valkoi-
sena kiintednad aineena (6,7 g, 100 %).

Lisattiin di-tert-butyylidikarbonaattia (13, g, 60
mmol) aminohapon sekoitettavaan suspensioon tert-butanolin
(100 ml) ja veden (50 ml) seoksessa samalla, kun pH-arvoa
pidettiin 8,5:ssa4 1lisdamdlld 1 M natriumhydroksidia
(55 ml) 40 minuutin kuluessa. Lisattiin vettd (50 ml),
seos pestiin heptaanilla (2 x 100 ml), sitten se tehtiin
happamaksi pH-arvoon 3,5 lisdamdlla kiinteatéd kaliumvety-
sulfaattia. Seos haihdutettiin kuiviin ja jadannds tritu-
roitiin metanolin kanssa (3 x 150 ml) tuotteen uuttamisek-
si. Liuottimen haihduttaminen tyhjdssé& tuotti otsikon yh-
disteen wvalkoisena kiinted&na aineena, joka kiteytettiin
uudelleen vesipitoisesta etanolista optiseen puhtauteen
(3,27 g, 61 %).

[al, +24,3 °C (c = 1, trifluorietikkahappo).

Samalla tavoin valmistettiin:

Valituote 77

(S)-(1,1-dimetyylietoksi)karbonyyli- [b- (3-pyridyy-

1i)] -alaniini

Valituotteesta 74 valkoisena kiinteanad aineena.

(al, +16,1 °C (c = 1, trifluorietikkahappo) .
Valituote 78
(S8)-(1,1-dimetyylietoksi)karbonyyli-2-metoksifenyy-
lialaniini

Valituotteesta 75 valkoisena kiinteana aineena
(11,1 g, 97 %).

[al, -15,2 °C (c = 1, MeOH).
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Valituote 79

(RS) -N-asetyyli- [b- (2-pyridyyli)]alaniini

Natriummetoksidin (65,8 g, 1,22 mol) liuos metano-
lissa (300 ml) kasiteltiin annoksittain dietyyliasetamido-
malonaatilla (132,3 g, 0,61 mol) pitaden lampdtila noin
45 °C:ssa. Sitten seosta kuumennettiin palautusjadhdyttien
15 minuutin ajan. Seos jaahdytettiin 50 °C:n lampdtilaan,
sitten se k&siteltiin hitaasti 2-kloorimetyylipyridiini-
hydrokloridin (100 g, 0,61 mol) suspensiolla, sitten vaa-
leanpunaista suspensiota kuumennettiin palautusjaahdyttéen
vield 6 tunnin ajan. Lisattiin vetta (500 ml) ja sen jal-
keen 10 M natriumhydroksidia (122 ml, 1,22 mol) ja pH-ar-
voa pidettiin noin 1l:ss& samalla kuumentaen seosta
70 °C:n lampdtilassa ydn yli. Seos jaahdytettiin huoneen-
lampétilaan ja metanoli poistettiin tyhjéssi. Vesipitoinen
jaannds pestiin etyyliasetaatilla (2 x 500 ml), sitten se
tehtiin happamaksi pH-arvoon 5 ja pestiin vield etyyliase-
taatilla (2 x 500 ml) ja sitten se haihdutettiin tyhjdssa,
jolloin saatiin puolikiinted aine. Jaannds trituroitiin
kuuman etanolin (500 ml) kanssa ja natriumkloridi poistet-
tiin suodattamalla. Suodos haihdutettiin sitten tyhjdssa
ja jaannds kiteytettiin metanoli-etyyliasetaatista, jol-
loin saatiin otsikon yhdiste (70 g, 66 %) keltaisena kiin-
tedna aineena.

TLC: Rg 0,5 [n-BuOH-AcOH-pyridiini-H,0 (15-3-10-
12)1].

Samalla tavoin valmistettiin:

Valituote 80

(RS) -N-asetyyli- [b-(4-tiatsolyyli)lalaniini

4- (kloorimetyyli)tiatsolista valkoisena vaahtona
(6,79, 73 %).

TLC: Rg 0,37 (1-%:inen AcOH-20-%:inen heksaani-

EtOAC)
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Védlituote 81

(s)-(1,1-dimetyylietoksi)karbonyyli- [b- (2-pyridyy-

li)lalaniini

Valituotteen 79 (65 g, 0,31 mol) suspensio kalium-
divetyortofosfaatin vesiliuoksessa (10 mM, 650 ml) l&mmi-
tettiin 40 °C:n lampdtilaan ja saatu seos (pH-arvo 4) teh-
tiin emdksiseksi pH-arvoon 8 lisdaamalla 10 M natriumhyd-
roksidia (10 ml), jolloin muodostui liuos. Lisattiin asy-
laasi 30 000:tta (1,3 g) ja seosta inkuboitiin 40 °C:n
lampdtilassa yén yli. Saatu suspensio jaahdytettiin huo-
neenldmpdtilaan, kiinted aine poistettiin suodattamalla,
sitten suodos tehtiin happamaksi pH-arvoon 1 2 N suolaha-
polla ja pestiin etyyliasetaatilla (2 x 300 ml). Vesipi-
toinen osuus haihdutettiin tyhjdssa, jolloin saatiin puo-
likiintea aine, joka trituroitiin kuuman metanolin
(300 ml) kanssa ja kiinted aine poistettiin suodattamalla.
Jadhdytettyyn liuokseen lisattiin sitten 5 M natriumhyd-
roksidia pH-arvoon 10 ja sen jalkeen di-tert-butyylidikar-
bonaattia (28,6 g, 0,131 mol), sitten seoksen pH-arvoa
pidettiin 10:ssa lis&a&ma&lld 5 M natriumhydroksidia (44 ml)
6 tunnin kuluessa. Metanoli poistettiin sitten tyhjdssa,
vesipitoinen jaannds pestiin eetterillad (2 x 500 ml), sit-
ten se tehtiin happamaksi pH-arvoon 3 lisdamdlla 1 M kali-
umvetysulfaattia. Seos uutettiin etyyliasetaatilla (4 x
500 ml), yhdistetyt uutteet pestiin kyllastetylla suola-
liuocksella (500 ml), kuivattiin (MgSO,) ja haihdutettiin
tyhjossa, jolloin saatiin raaka tuote, joka kiteytettiin
etyyliasetaatista valkoisena kiinte&na& aineena (11,6 g,
23 %).

[a]D -16,0 °C (c = 1, MeOH).

Samalla tavoin valmistettiin:
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Valituote 82

(8) -N-(1,1-dimetyylietoksi)karbonyyli- [b- (4-tiatso-

lyyli)lalaniini-

Valituotteesta 80 valkoisena kiintednd aineena
(11 g, 94 %).

HPLC (Chirex (D)-penisillamiini; 2 mM CuSO,;
0,7 ml/min; retentioaika = 3,25 min; 99 % ee.

Valituote 83

(S)-N-(1,1-dimetyylietoksi)karbonyyli-[b- (2-pyri-

dyyli)lalaniini-N-metyyliamidi

DCC:t& (4,07 g, 19,7 mmol) lisAttiin valituotteen
81 (5,0 g, 18,8 mmol) ja N-hydroksisukkinimidin (2,27 g,
19,7 mmol) jaddkylmdan liuokseen kuivassa tetrahydrofuraa-
nissa (200 ml). Seosta sekoitettiin huoneenlampdtilassa 3
tunnin ajan, minkd jalkeen se késiteltiin 40-%:isella
(paino/tilavuus) metyyliamiinin vesiliuoksella (6,8 ml, 79
mmol) ja seosta sekoitettiin viel& 2 tunnin ajan. Saostu-
nut kiinted aine poistettiin suodattamalla, suodos haihdu-
tettiin tyhjdssd ja jaannds liuotettiin dikloorimetaaniin
(100 ml). Liuos pestiin perajalkeen vedelld (2 x 100 ml),
8—%:isella natriumbikarbonaatilla (2 x 100 ml) ja kyllas-
tetylld suolaliuoksella (100 ml), kuivattiin (MgSO,) ja
haihdutettiin tyhjdssa, jolloin saatiin raaka tuote.
Puhdistaminen pylvaskromatografian avulla eluoiden 2 -
5-%:isella metanolilla dikloorimetaanissa tuotti otsikon
vhdisteen (2,7 g, 51 %) punaisena vaahtona.

TLC: Rf 0,38 (3-%:inen MeOHiCH2C12).

Samalla tavoin valmistettiin:

Valituote 84

(8)-N-(1,1-dimetyylietoksi)karbonyyli-L-[b-(4-tiat-

solyyli)lalaniini~N-metyyliamidi

Valituotteesta 82 +valkoisena kiintedn& aineena
(3,0 g, 64 %).

TLC: Rg 0,46 (5-%:inen MeOH-CH,Cl,) .
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Valituote 85

(R) -N-(1,1-dimetyylietoksi) karbonyylipenisillamii-

ni-N-metyyliamidi

Liuosta, jossa oli (R)-N-(1,1l-dimetyylietoksi)kar-
bonyylipenisillamiinia (14 g, 56,1 mmol), N-hydroksibent-
sotriatsolia (7,6 g, 56,1 mmol), metyyliamiinihydroklori-
dia (18,9 g, 280 mmol), N-metyylimorfoliinia (34 ml, 308
mmol), 4-dimetyyliaminopyridiinia (685 mg, 5,6 mmol) ja
EDC:t& (11,8 g, 62 mmol) vedettdmassd dimetyyliformamidis-
sa (300 ml), sekoitettiin y6én yli huoneenlampdtilassa.
Seos kaadettiin 10-%:iseen (paino/tilavuus) sitruunahap-
poon (750 ml) ja uutettiin eetterilla (3 x 500 ml). Yhdis-
tetyt uutteet pestiin sitten 8-%:isella natriumbikarbo-
naatilla (2 x 500 ml) ja kyllastetylld suolaliuoksella
(500 ml), kuivattiin (MgSO,) ja haihdutettiin tyhjdssa,
jolloin saatiin otsikon yhdiste (12,3 g, 83 %).

TLC: Rg 0,47 (50-%:inen heksaani-EtOAc).

Samalla tavoin valmistettiin:

Valituote 86

(1,1-dimetyylietoksi)karbonyyli-5-metyyli-L-gluta-

miinihappo-N-metyyliamidi

(1,1-dimetyylietoksi)karbonyyli-5-metyyli-L-gluta-
miinihaposta valkoisena kiinteand aineena (5,4 g, 94 %).

TLC: Rf 0,21 (2-%:inen MeOH—CHZClz).

Valituote 87

(S)-Nd—(1,1—dimetyy1ietoksi)karbonyyli-Na-(bentsyy-

lioksi)karbonyyliornitiini-N-metyyliamidi

(S) -N4- (1,1-dimetyylietoksi)karbonyyli-N, - (bentsyy-
lioksi)karbonyyliornitiinista (11,5 g, 31,4 mmol) valkoi-
sena kiinteand aineena (11,0 g, 94 %).

TLC: Rg 0,65 (3-%:inen MeOH—CHZClz).
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Valituote 88
(S)-N-(1,1-dimetyylietoksi)karbonyyli-2-metoksife-
nyylialaniini-N-metyyliamidi
Valituotteesta 78 (500 mg, 1,69 mmol) wvalkoisena
kiintednd aineena (380 mg, 73 %).
TLC: Rf 0,55 (5-%:inen MeOH—CHZClz).
Vadlituote 89
(S)-N-(1,1-dimetyylietoksi)karbonyyli-b- (3-pyridyy-
li)alaniini-N-metyyliamidi '
Valituotteesta 77 (2,0 g, 7,5 mmeol) valkoisena
kiinte&nd aineena (1,0 g, 48 %).
TLC: Rg 0,42 (5-%:inen MeOH—CHZClz).
Valituote 90
(8)-N-(1,1-dimetyylietoksi) karbonyyli-b- (4-pyridyy-
li)alaniini-N-metyyliamidi
Valituotteesta 76 (2,0 g, 7,5 mmol) valkoisena
kiinte&dnd aineena (1,7 g, 81 %).
TLC: Rf 0,38 (5-%:inen MeOH—CHZClz).
vValituote 91
(R) -N-(1,1-dimetyylietoksi) karbonyyli- (S-metyyli) -
penisillamiini-N-metyyliamidi
Jodimetaanin (0,59 ml, 9,55 mmol) liuos metanolissa
(5 ml) lisattiin tipoittain 0 °C:n lampdtilassa valituot-
teen 85 (500 mg, 1,51 mmol) sekoitettavaan liuckseen 2 M
natriumhydroksidin (5 ml) ja metanolin (15 ml) seoksessa.
Seosta sekoitettiin huoneenlampdtilassa yén yli, sitten
metanoli poistettiin tyhjdssa, jaannds laimennettiin ve-
delld (50 ml) ja uutettiin eetterilld (3 x 50 ml). Yhdis-
tetyt uutteet pestiin kyllastetylla suolaliuoksella, kui -
vattiin (MgS0O,) ja haihdutettiin tyhjdssé&, jolloin saatiin
otsikon yhdiste varittdmanad o6ljyna (540 mg, 99 %).
TLC: Rg 0,47 (50-%:inen heksaani-EtOAc) .
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Valituote 92

(R)—NF(1,1-dimetyylietoksi)karbonyyli—Z,2-dimetyy-

li-2-metaanisulfonyylialaniini-N-metyyliamidi

Oksonin (1,02 g, 1,66 mmol) suspensio vedessé
(5 ml) lisattiin vélituoﬁteen 91 (153 mg, 0,55 mmol) se-
koitettavaan liuockseen metanolissa (5 ml) 0 °C:n lampdti-
lassa, seoksen énnettiin lammet& huoneenlémpdtilaan ja
sitd sekoitettiin 4 tunnin ajan. Seos laimennettiin vedel-
14 (50 ml) ja uutettiin etyyliasetaatilla (3 x 50 ml).
Yhdistetyt uutteet pestiin kyllastetylla suolaliuoksella
(50 ml), kuivattiin (MgSO,) ja haihdutettiin tyhjdssa, jol-
loin saatiin otsikon yhdiste varittdmanad 6ljynd (101 mg,
59 %).

TLC: Rg 0,35 (50-%:inen heksaani-EtOAc) .

Valituote 93

(R)-N-(1,1-dimetyylietoksi)karbonyyli-2,2-dimetyy-

li-2-metaanisulfinyylialaniini-N-metyyliamidi

3-klooriperbentsoehapon (670 mg, 2,89 mmol) liuos
dikloorimetaanissa (25 ml) 1lisattiin wvalituotteen 91
(800 mg, 2,89 mmol) sekoitettavaan liuokseen dikloorime-
taanissa (25 ml) 0 °C:n lampdtilassa, seoksen annettiin
ladmmetd huoneenlampdétilaan ja sitd sekoitettiin yén yli.
Seos pestiin perdjalkeen 10-%:isella (paino/tilavuus) nat-
riumsulfiitilla (2 x 50 ml), 8-%:isella natriumbikarbo-
naatilla (2 x 50 ml) ja kylléastetylld suolaliuocksella
(50 ml), kuivattiin (MgSO4) ja haihdutettiin tyhjdssa, jol-
loin saatiin raaka tuote varittdéména 6ljyna. Puhdistaminen
flash-pylvaskromatografian avulla (eluoiden 10-%:isella
metanolilla dikloorimetaanissa) tuotti otsikon yhdisteen
varittdmand &ljyna (470 mg, 55 %).

TLC: Rg 0,05 (50-%:1inen heksaani-EtOAc) .
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Vadlituote 94
(R)-2,2-dimetyyli-2-metaanisulfinyylialaniini-N-
metyyliamidihydrokloridi
Valituotteen 93 (470 mg, 1,61 mmol) liuosta diok-
saanin (25 ml) ja 2 M suolahapon (25 ml) seoksessa sekoi-
tettiin huoneenlampdtilassa yén yli. Liuotin haihdutettiin
kuiviin tyhjdssad ja jaanndéstd kylmékuivattiin ydén vyli,
jolloin saatiin otsikon yhdiste (370 mg, 100 %) vArittd-
mana kumina.
TLC: Rf 0,06 (1-%:inen NEt3-lO-%:inen MeOH—CHzClz).
Samalla tavoin valmistettiin:
Valituote 95
(R)-2,2-dimetyyli-2-metaanisulfonyylialaniini-N-
metyyliamidihydrokloridi
vValituotteesta 92 (300 mg, 0,97 mmol) varittdmana
vaahtona (210 mg, 100 %).
TLC: Rg 0,10 (1-%:inen NEt3—1O—%:inen MeOH—CHzclz).
Valituote 96
(R) -penisillamiini-N-metyyliamidihydrokloridi
vValituotteesta 85 (300 mg, 1,14 mmol) varittdmana
vaahtona (230 mg, 100 %).
TLC: Ry 0,13 (1-%:inen NEt3~10-%:inen MeOH—CHZClz).
Védlituote 97
(8) -b-(3-pyridyyli)alaniini-N-metyyliamididihydro-
kloridi
Valituotteesta 89 (1,2 g, 4,29 mmol) wvalkoisena
kiintednd aineena (1,1 g, 100 %).
TLC: Rf 0,05 (1-%:inen NEt3-lO-%:inen MeOH—CHZClz).
Valituote 98
(S)-b-(4-pyridyyli)alaniini-N-metyyliamididihydro-
kloridi
valituotteesta 90 (1,6 g, 5,73 mmol) valkoisena
kiintednd aineena (1,45 g, 100 %).
TﬁC: Re 0,08 (1-%:inen NEt3—10-%:inen MeOH—CHZClz).
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Valituote 99

(8) -b-(2-pyridyyli)alaniini-N-metyyliamididihydro-
kloridi

Valituotteesta 83 (1,4 g, 5,01 mmol) valkoisena

Q

kiinte&dnd aineena (1,27 g, 100 %).

TLC: Rg 0,13 (1-%:inen NEt3—lO—%:inen MeOH—CHZClz).
Valituote 100
(S) -b-(4-tiatsolyyli)alaniini-N-metyyliamidihydro-

kloridi
Valituotteesta 84 (1,0 g, 3,5 mmol) wvalkoisena

kiinte&na aineena (730 mg, 94 %).

TLC: Rf 0,21 (1-%:inen NEt3—lO—%:inen MeOH—CHZClz).
Valituote 101

(R) - (S-metyyli)penisillamiini-N-metyyliamiditri-
fluoriasetaatti

Valituotteen 91 (200 mg, 0,72 mmol) liuosta dikloo-

rimetaanissa (4 ml), joka sisalsi trifluorietikkahappoa

(2 ml), sekoitettiin huoneenlampétilassa ydén yli. Liuotin
haihdutettiin tyhjdssad ja ylimdarainen trifluorietikkahap-
po poistettiin tislaamalla atseotrooppisesti heptaanin
(3 x 20 ml) kanssa, Jjolloin saatiin otsikon vyhdiste

(196 mg, 94 %) varittdémén& vaahtona.

. 25

30

TLC: Rf 0,32 (1-%:inen NEt3—lO—%:inen MeOH-CHZClz).
Samalla tavoin valmistettiin:

Védlituote 102

(8)-2- (metoksifenyyli)alaniini-N-metyyliamiditri-
fluoriasetaatti

valituotteesta 88 (200 mg, 0,65 mmol) vaaleankel-

taisena vaahtona (209 mg, 100 %).

TLC: Rf 0,25 (1-%:inen NEtB—lO-%:inen MeOH-CHZClz).
Valituote 103

(8) -5-metyyliglutamiinihappo-N-metyyliamiditri-
fluoriasetaatti

vValituotteesta 86 (707 mg, 2,58 mmol) valkoisena

kiintednd aineena (728 mg, 98 %).
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TLC: Rg 0,37 (1-%:inen NEt3—10—%:inen MeOH—CHZClZ).

Valituote 104

(8) -Ng4- (1,1-dimetyylietoksi)karbonyyliornitiini-N-

metyyliamidi

Valituotetta 87 (11 g, 29 mmol) hydrattiin huoneen-
lampotilassa ja ilmakehdn paineessa 10-%:isen palladium-
hiilella-katalyytin paalla (1 g) etanolissa ydn yli. Kata-
lyytti poistettiin suodattamalla hyflo-taytteen lapi ja
suodos haihdutettiin tyhjdéssa, jolloin saatiin otsikon
vhdiste (2,6 g, 36 %) varittdémana o6ljyna.

TLC: Rf 0,37 (5-%:inen MeOH—CHZCIZ).

vValituote 105

N- (fenyylimetoksi)karbonyyli- (S-metyyli) -L-kystei-

nyyli-L-fenyylialaniini-N-metyyliamidi

EDC:t& (10,5 g, 55 mmol) lisdttiin L-fenyylialanii-
ni-N-metyyliamidin (8,9 g, 50 mmol), valituotteen 69
(13,8 g, 50 mmol) ja N-hydroksibentsotriatsolin (8,1 g,
60 mmol) sekoitettavaan liuckseen kuivassa tetrahydrofu-
raanissa (100 ml). Seosta sekoitettiin huoneenlé&mpdtilassa
yoén yli. Seos kéasiteltiin 1 M suolahapolla (300 ml), sit-
ten se uutettiin etyyliasetaatilla (4 x 200 ml). Yhdiste-
tyt orgaaniset uutteet pestiin 8-%:isella natriumbikarbo-
naatilla (2 x 200 ml), vedelld (200 ml) ja kyllastetylla
suolaliuoksella (200 ml), kuivattiin (MgSO,) ja haihdutta-
minen tyhjdss& tuotti tuotteen valkoisena kiintednd ainee-
na (16,5 g, 75 %).

TLC: Rf 0,47 (10-%:inen MeOH—CHCl3).

valituote 106

N-(1l,1l-dimetyylietoksi)karbonyyli-(8S)-propyyli-

glysinyyli-L-fenyylialaniini-N-metyyliamidi

Valituotteesta 71 (5 g, 23 mmol) ja L-fenyyliala-
niini-N-metyyliamidista (4,1 g, 23 mmol) valkoisena kiin-
teana aineena (7,72 g, 89 %).

TLC: Rg 0,48 (10-%:inen MeOH-CH,C1,).



5
10
15
20
.

35

63

Valituote 107
N-(1,1l-dimetyylietoksi)karbonyyli-L-leusyyli-L-
tert-leusiini-N-metyyliamidi |
N-(1,l-dimetyylietoksi)karbonyyli-L-leusiinista

(13,07 g, 56 mmol) ja L-tert-leusiini-N-metyyliamidista

(8,11 g, 56 mmol) valkoisena kiintednd aineena (15,77 g,

79 %) .

TLC: Rg 0,25 (5-%:inen MeOH—CHzclz).

Védlituote 108

N-(1l,1-dimetyylietoksi)karbonyyli- (8)-(S-metyyli) -
kysteinyyli-L-tert-leusiini-N-metyyliamidi
Valituotteesta 70 (6,64 g, 28 mmol) ja L-tert-leu-

siini-N-metyyliamidista (4,07 g, 28 mmol) valkoisena kiin-

tednd aineena (4,26 g, 42 %).

TLC: Rf 0,45 (10-%:inen MeOH-CH2C12).

Valituote 109

N-(1,1l-dimetyylietoksi)karbonyyli- (S)-(O-metyyli) -
serinyyli-L-tert-leusiini-N-metyyliamidi

Valituotteesta 72 (7,48 g, 34 mmol) ja L-tert-leu-

siini—N~metyyliamidista (4,92 g, 34 mmol) valkoisena kiin-

tedn& aineena (4,26 g, 42 %).

TLC: R, 0,40 (10-%:inen MeOH-CH,C1,) .

Valituote 110

N- (fenyylimetoksi) karbonyyli-L-valinyyli-Ng4-(1,1-
dimetyylietoksi)karbonyyli-L-ornitiini-N-metyyli-
amidi

Valituotteesta 104 (2,6 g, 10,6 mmol) ja N- (fenyy-

limetoksi)karbonyyli-L-valiinista (2,82 g, 11,2 mmol) val-

koisena kiinte&nd aineena (3,0 g, 61 %).

TLC: Rf 0,32 (5-%:inen MeOH—CHZClz).

Valituote 111
(S-metyyli)-L-kysteinyyli-L-fenyylialaniini-N-me-
tyyliamidi

Valituotteen 105 (2,0 g, 4,65 mmol) liuos dikloori-

metaanissa (10 ml) kdsiteltiin 25-%:isella bromivetyhapol-
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la etikkahapossa (18,6 ml) ja seosta sekoitettiin huoneen-
lampdtilassa yhden tunnin ajan. Lisattiin vettd (10 ml) ja
seos pestiin dikloorimetaanilla (3 x 15 ml). Vesipitoinen
faasi tehtiin sitten emdksiseksi pH-arvoon 14 lisdamalla
5 M natriumhydroksidia ja sitten uutettiin dikloorimetaa-
nilla (4 x 30 ml). Yhdistetyt orgaaniset uutteet pestiin
sitten kyllédstetylld suolaliuoksella (30 ml), kuivattiin
(MgsO,) ja haihdutettiin tyhjdss&, jolloin saatiin tuote
valkoisena kiinteéné aineena (1,22 g, 88 %).

TLC: Rg 0,31 (10-%:inen MeOH-CHCl,) .

Valituote 112

L-valinyyli-Ng4-(1,1-dimetyylietoksi)karbonyyli-L-

ornitiini-N-metyyliamidi

Valituotetta 110 (3,0 g, 6,5 mmol) hydrattiin huo-
neenlampdtilassa ja ilmakehdn paineessa 10-%:isella palla-
dium-hiilellé-katalyytillad (300 mg) etanolissa (100 ml)
yon yli. Katalyytti poistettiin suodattamalla hyflo-tayt-
teen lapi ja suodos haihdutettiin tyhjdéssa, jolloin saa-
tiin otsikon yhdiste (2,2 g, 99 %) valkoisena kiinteana
aineena. '

TLC: Rg 0,26 (10-%:inen MeOH—CHéClz).

.Valituote 113

(S) -propyyliglysinyyli-L-fenyylialaniini-N-metyy-

liamidi

Valituotteen 106 (5,36 g, 14,2 mmol) liuosta diok-
gsaanin (250 ml) ja 2 M suolahapon (250 ml) seoksessa se-
koitettiin huoneenlampdtilassa ydén yli. Liuotin haihdutet-
tiin kuiviin tyhjdssd, jolloin saatiin wvalkoinen kiintea
aine. Jaanndés liuotettiin veteen (200 ml), liuos pestiin
dikloorimetaanilla (3 x 100 ml), sitten se tehtiin emaksi-
seksi pH-arvoon 10 2 M natriumhydroksidilla ja uutettiin
dikloorimetaanilla (4 x 100 ml). Yhdistetyt uutteet pes-
tiin kyllastetyll& suolaliuoksella (100 ml), kuivattiin
(MgsO,) ja haihdutettiin tyhj&ssa, jolloin saatiin otsikon

vyhdiste valkoisena kiinteana aineena (1,45 g, 37 %).
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TLC: Rg 0,29 (10-%:1inen MeOH—CHZClz).

Samalla tavoin valmistettiin:

Valituote 114

(S) - (S-metyyli)kysteinyyli-L-tert-leusiini-N-metyy-

liamidi

valituotteesta 108 valkoisena kiintednd aineena
(3,5 g, 97 %).

TLC: Rg 0,45 (10-%:1inen MeOH—CHZCIZ).

Védlituote 115

(S) - (O-metyyli) serinyyli-L-tert-leusiini-N-metyy-

liamidi

vValituotteesta 109 wvalkoisena kiintednd aineena
(2,7 g, 98 %).

TLC: Rf 0,40 (10-%:inen MeOH-CHzclz).

Valituote 116 '

L-leusyyli-L-tert-leusiini-N-metyyliamidi

Valituotteesta 107 valkoisena kiintednd aineena
(11,2 g, 99 %). ,

TLC: Rf 0,57 (10-%:inen MeOH-CH2C12).

Valituote 117

(R)-2-bromi-5-ftaali-imidopentaanihappo

D-ornitiinihydrokloridin (35 g, 0,208 mol) liuos
vedessa (350 ml) kasiteltiin kupari(II)sulfaatilla
(16,6 g, 0,104 mol). Lisattiin 5 M kaliumhydroksidia (noin
40 ml) pH-arvoon 3 saakka, sitten lisattiin N-karboetoksi-
ftaali-imidia (45,5 g, 0,208 mol) ja pH-arvoa pidettiin
alueella 9 - 10 1lisdamallda 5 M kaliumhydroksidia (noin
55 ml) . Kahden tunnin kuluttua lisdttiin 48-%:ista bromi-
vetvhappoa pH-arvoon 0,4 (noin 77 ml) ja mikd tahansa saa-
tu sakka poistettiin suodattamalla. Suodos jaahdytettiin
< 5 °C:n lampdtilaan, sitten se kdsiteltiin vield bromive-
tyhapolla (152 ml) ja kaliumbromidilla (59 g, 0,5 mol).
Seos kasiteltiin sitten tipoittain 45 minuutin kuluessa
natriumnitriitin (28,6 g, 0,41 mol) liuoksella vedessa

(275 ml) samalla pitden lampdtila < 5 °C:ssa. Seosta se-
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koitettiin sitten < 5 °C:ssa ydn yli. Saatu sakka poistet-
tiin sitten suodattamalla, liuotettiin etyyliasetaattiin
(400 ml) ja liuos pestiin vedelld (2 x 200 ml) ja kyllas-
tetylld suolaliuoksella (200 ml), kuivattiin (Mgso,) ja
haihdutettiin tyhjdssd, jolloin saatiin otsikon yhdiste
(40,6 g, 47 %) kermanvarisend kiinte&n& aineena.

TLC: Rg 0,80 (10-%:inen MeOH-CH,Cl,).

Ssamalla tavalla valmistettiin:

Vadlituote 118

(S)-2-bromi-5-ftaali-imidopentaanihappo

L-ornitiinihydrokloridista (20 g, 0,118 mol) ker-
manvarisend kiintednd aineena (22 g, 57 %).

TLC: Rg 0,80 (10-%:inen MeOH-CH,Cl,).

vValituote 119

(S)—2-asetyylimerkaptois-ftaali-imidopentaanihappo

Valmistettiin aikaisemmin kuvatun menetelmdn mukai-
sesti valituotteesta 117 (39,9 g, 0,11 mol) vaalean orans-
sinvarisend 6ljynd (35,6 g, 99 %).

TLC: Rg 0,24 (50-%:inen heptaani-EtOAc) .

Valituote 120

(R) -2-asetyylimerkapto-5-ftaali-imidopentaanihappo

Valmistettiin aikaisemmin kuvatun menetelman mukai-
sesti valituotteesta 118 (20 g, 56 mmol) vaalean oranssin-
varisenad 6ljyna (17,7 g, 99 %).

TLC: Rg 0,24 (50-%:inen heptaani-EtOAc) .

valituote 121

(RS) -2- (asetyylimerkapto) -5-ftaali-imidopentanoyy-

li-L-leusiini-1,l-dimetyylietyyliesteri

EDC:ta (3,64 g, 19 mmol) lisattiin sekoitettavaan
seockseen, jossa oli L-leusiini-1,1l-dimetyylietyyliesteria
(3,93 g, 17,6 mmol), N-hydroksibentsotriatsolia (2,62 g,
19,4 mmol), trietyyliamiinia (2,51 ml, 18 mmol) ja wvali-
tuotetta 15 (5,94 g, 18,5 mmol) kuivassa tetrahydrofuraa-
nissa (200 ml). Seosta sekoitettiin yén yli, sitten liuo-

tin poistettiin tyhjdéssa ja jaannds jaettiin veden



10

15

20

25

30

67

(100 ml) ja etyyliasetaatin (100 ml) kesken. Vesipitoinen
osuus uutettiin sitten etyyliasetaatilla (2 x 50 ml), yh-
distetyt uutteet pestiin vedelld (2 x 100 ml) ja kyllaste-
tyllad suolaliuoksella (100 ml), kuivattiin (Mgso,) ja haih-
dutettiin tyhjdssa varittdmaksi 6ljyksi.

Puhdistaminen pylvaskromatografian avulla eluoiden
heksaanin/etyyliasetaatin seoksella (2:1) tuotti otsikon
vhdisteen (6,6 g, 77 %) valkoisena kiinte&ni aineena, di-
astereoisomeerien 1:1-seoksena.

TLC: R 0,42 (EtOAc/heksaani (1:1)).

Valituote 122

(RS) -2- (asetyylimerkapto) -5-ftaali-imidopentanoyy-

li-L-leusiini

Trifluorietikkahappoa (9,0 ml, 115 mmol) lis&ttiin
vadlituotteen 121 (3,0 g, 6,1 mmol) sekoitettavaan liuok-
seen kuivassa dikloorimetaanissa (40 ml) ja seosta sekoi-
tettiin huoneenlampdtilassa yén yli. Seos vadkevditiin tyh-
jossad ja ylimaardinen trifluorietikkahappo poistettiin
tislaamalla atseotrooppisesti heptaanin kanssa, jolloin
saatiin otsikon yhdiste.(2,48 g, 94 %) varittdémana vaahto-
na, diastereoisomeerien 1l:1l-seoksena.

TLC: Ry 0,42 (BEtOAc/heksaani (3:2)).

Valituote 123

(RS) -2- (asetyylimerkapto) -4-sukkinimidobutaanihappo

Valmistettiin kayttamall& menetelmaa, joka on ku-
vattu aikaisemmin valituotteen 36 valmistamiseksi.

TLC: Rg 0,38 (HOAc/EtOAc/heksaani (0,1:1:1)).

Valituote 124

(S-metyyli) -L-kysteinyyli-L-tryptofaani-N-metyyli-
amidi

Valmistettiin kayttamdlla menetelmd, joka on kuvat-
tu aikaisemmin valituotteen 111 valmistamiseksi.

TLC: Rg 0,45 (EtOAc/heksaani (1:1)).
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Valituote 125
(RS)-2-[(1,1-dimetyylietyyli)merkapto] -3-ftaali-
imidopropaanihappo
' Valmistettiin kayttamalld menetelmd&, joka on ku-
vattu aikaisemmin valituotteen 43 valmistamiseksi.
TLC: R 0,48 (HOAc/EtOAc/heksaani (0,1:1:1)).
Esimerkki 1
(RS) -N-[2,3-bis-asetyylimerkaptopropanoyyli] -L-leu-
syyli-L-fenyylialaniini-N-metyyliamidi
EDC:ta (198 mg) lisattiin liuokseen, jossa oli va-
lituotetta 14 (209 mg), L-leusyyli-L-fenyylialaniini-N-
metyyliamidia (274 mg) Jja N-hydroksibentsotriatsoli-
hydraattia (153 mg) kuivassa THF:ssa (10 ml) 0 °C:n lampd-
tilassa, ja seosta sekoitettiin tuossa lampdétilassa, kun-
nes TLC-analyysi (5-%:inen MeOH—CHzclz) osoitti, ettd 1l&h-
tdaineet oli kulutettu téydellisesti (72 h). Liuotin pois-
tettiin haihduttamalla ja ja&anndés jaettiin 1 N suolahapon
(35 ml) ja etyyliasetaatin (50 ml) kesken. Orgaaninen ker-
ros erotettiin, pestiin natriumbikarbonaatin vesiliuoksel-
la (2 x 200 ml) ja kyllastetylla suolaliuoksella (2 x
20 ml), sitten kuivattiin (MgSO,) ja haihdutettiin tyhjds-
sa, jolloin saatiin raaka tuote. Puhdistaminen flash-pyl-
vaskromatografian avulla (eluoiden 2 - 5-%:isella metano-
lilla dikloorimetaanissa) tuotti otsikon yhdisteen varit-
témand kiintednd aineena (264 mg) .
TLC: Rf 0,25 (2-%:inen MeOH—CHZClz).
Samalla tavoin valmistettiin:
Esimerkki 2
(RS)-N-[(2,4-bis-asetyylimerkapto)butanoyyli] -L-
leusyyli-L-fenyylialaniini-N-metyyliamidi
Valituotteesta 15 (870 mg, 3,7 mmol) ja L-leusyyli-
L-fenyylialaniini-N-metyyliamidista (1,07 g, 3,7 mmol)
valkoisena kiinteana aineena (1,4 g, 74 %).

+
Cp4Ha5N;055, [509,7]; [MH" = 510].
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Esimerkki 3
(RS)-N-[(2,5-bis-asetyylimerkapto)pentanoyyli] -L-

leusyyli-L-fenyylialaniini-N-metyyliamidi

Valituotteesta 16 (906 mg, 3,6 mmol) ja L-leusyyli-
L-fenyylialaniini-N-metyyliamidista (1,06 g, 3,6 mmol)
valkoisena kiinte&na aineena (1,5 g,v79 %) .

=2
C,sHy,N;05S, [523,71; [MH® = 524].

Esimerkki 4
(RS) -N-[(2,6-bis-agsetyylimerkapto) heksanoyyli] -L-

leusyyli-L-fenyylialaniini-N-metyyliamidi

V&lituotteesta 17 (895 mg, 3,4 mmol) ja L-leusyyli-

L-fenyylialaniini-N-metyyliamidista (991 mg, 3,4 mmol)

valkoisena kiintean& aineena (1,4 g, 74 %).

- + —
Cu6H39N3055, [537,75]; [MH™ = 538].

Egsimerkki 5
(RS) -N- [2~-asetyylimerkapto-3-metoksikarbonyylipro-

panoyylil] -L-leusyyli-L-fenyylialaniini-N-metyyli-
amidi
Valituotteesta 4 (0,26 g) varittdémana kiintednd ai-

neena (0,33 g).

- + — ’
C23H33N3068 [(479,6]; [MH = 480] .

Esimerkki 6
(RS) -N- [2-asetyylimerkapto-4-metoksikarbonyylibuta-

noyyli] -L-leusyyli-L-fenyylialaniini-N-metyyliamidi
vValituotteesta 5 (0,40 g) varittdména kiintedna ai-

neena (0,67 g).

- + —
Co4H35N304S [493,6]1; [MH™ = 494].

Esimerkki 7
(RS) -N- [2-asetyylimerkapto-5-metoksikarbonyylipen-

tanoyyli] -L-leusyyli-L-fenyylialaniini-N-metyyli-
amidi
Valituotteesta 6 (0,9 g) varittOmand kiintednd ai-

neena (1,1 g).

+
C,y5H37N30(S [507,6]; [MH = 508].
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Esimerkki 8

(RS) -N- [2-asetyylimerkapto-6-metoksikarbonyylihek-
sanoyyli] -L-leusyyli-L-fenyylialaniini-N-metyyli-
amidi

vValituotteesta 7 (0,95 g) varittdmanad kiintedna ai-

neena (1,0 g).

C,eHagN;04S [521,6]; [MH' = 522].

Esimerkki 9

(RS) -N-[2-asetyylimerkapto-5-ftaali-imidopentano-
yyli] -L-leusyyli-L-tryptofaani-N-metyyliamidi

Valituotteesta 36 (730 mg) ja L-leusyyli-L-trypto-

faani-N-metyyliamidista (700 mg) vaaleankeltaisena vaahto-

(1,0 g, 74 %).

+
C33H39N504S [633,7]; [MH™ = 634].

Esimerkki 10

(RS) -N- [2-asetyylimerkapto-6-metoksikarbonyylihek-
sanoyyli] -L-leusyyli-L-tryptofaani-N-metyyliamidi
vValituotteesta 7 (375 mg) ja L-leusyyli-L-trypto-

faani-N-metyyliamidista (500 mg) vaaleankeltaisena vaahto-

(440 mg, 52 %).

C,ogH,oN,O¢S [560,71; [MH" = 561].
Esimerkki 11

(RS) -N-[2-asetyylimerkapto-5-ftaali-imidopentano-
yyli] -L-valinyyli-L-fenyylialaniini-N-metyyliamidi

Valituotteesta 36 (232 mg) ja L-valinyyli-L-fenyy-

lialaniini-N-metyyliamidista (200 mg) valkoisena kiinteé&na

aineena (230 mg, 55 %).

. + —
CaoH3N40¢S [580,7]; [MH™ = 581].

Esimerkki 12

(RS) -N- [2-asetyylimerkapto-6-metoksikarbonyylihek-
sanoyyli]-L-valinyyli—L-fenyylialaniini-N-meﬁyyli-
amidi _ ,
Valituotteesta 7 (179 mg) ja L—valinyyli-L-fehyy—

lialaniini-N-metyyliamidista (200 mg) valkoisena kiinte&néa

aineena (200 mg, 56 %).
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C,gHy,N;0,S (507,6]; [MH' = 508].
Esimerkki 13
(RS)—N-[2-asetyylimérkapto—2-(3-ftaali—imidofenyy—
li)asetyyli] -L-leusyyli-L-fenyylialaniini-N-metyy-
liamidi
Valituotteesta 37 (690 mg) ja L-leusyyli-L-fenyyli-

alaniini-N-metyyliamidista (489 mg) valkoisena kiinte&ni

aineena (927 mg, 88 %).

Cy4H;6N,0,S [628,8]; [MH" = 629].

Esimerkki 14

N-[2- (asetyylimerkapto) -2~ [3-cis-ftaali-imidosyklo-

pentyyli]lasetyyli-L-leusyyli-L-fenyylialaniini-N-

metyyliamidi ‘

Valituotteesta 38 (140 mg, 0,4 mmol) ja L-leusyyli-
L-fenyylialaniini-N-metyyliamidista (117 mg, 0,4 mmol)
nahanruskeana vaahtona (197 mg, 79 %), neljadn odotetun
diastereoisomeerin 1:1:1:1-seoksena.

C34H, (N, 0gS [620,8]; [MH" = 621].

Esimerkki 15

N- [2- (asetyylimerkapto) -2-[3-trans-ftaali-imidosyk-

lopentyyli]lasetyyli-L-leusyyli-L-fenyylialaniini-

N-metyyliamidi

Valituotteesta 39 (235 mg, 0,7 mmol) ja L-leusyyli-
L-fenyylialaniini-N-metyyliamidista (197 mg, 0,7 mmol)
ruskeana vaahtona (358 mg, 85 %), neljan odotetun diaste-
reoisomeerin 1l:1:1:1-seoksena.

C,y3H,(N,OxS [620,8]1; [MH' = 621].

Esimerkki 16

(S)-N-[2- (asetyylimerkapto) -5-ftaali-imido] pentano-

yyli-L-leusyyli- (S)-tert-leusiini-N-metyyliamidi

Valituotteesta 119 (13,8 g, 43 mmol) ja valituot-
teesta 116 (11,2 g, 44 mmol) valkoisena kiinte&nd aineena
(11,6 g, 48 %).

ChgHyoN OsS [560,7); [MH™ = 561].
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Esimerkki 17
(S)-N-[2- (asetyylimerkapto) -5-ftaali-imido] pentano-
yyli-L-leusyyli-L-fenyylialaniini-N-metyyliamidi
(10 g; 31 mmol) ja L-leusyyli-
31 mmol) wval-

vValituotteesta 119
L-fenyylialaniini-N-metyyliamidista (9,0 g,
koisena kiintednd aineena (10,5 g, 57 %).

+
Cy,H3gN,O(S [594,7]; [MH" = 595].

Esimerkki 18

(R) -N-[2- (asetyylimerkapto) -5-ftaali-imido] pentano-
yyli-L-leusyyli-L-fenyylialaniini-N-metyyliamidi
(1,0 g, 3,1 mmol) ja L-leusyyli-

Valituotteesta 120
(900 mg, 3,1 mmol)

L-fenyylialaniini-N-metyyliamidista
valkoisena kiintedni aineena (885 mg, 48 %).

+
C4y,H;3gN,0(S [594,7]; [MH" = 595].

Esimerkki 19
(S)-N-[2- (asetyylimerkapto) -5-ftaali-imido] pentano-
yyli-L-leusyyli-L-tryptofaani-N-metyyliamidi

Valituotteesta 119 (411 mg, 1,28 mmol) ja L-leusyy-
(423 mg, 1,28 mmol)

li-L-tryptofaani-N-metyyliamidista
41 %) .

valkoisena kiinte&na& aineena (330 mg,

- + —_—
C44H39Ng0S [633,7]; [MH™ = 634].

Esimerkki 20
(RS) -N-[2- (asetyylimerkapto) -5-ftaali-imidopentano-
yyli] - (S-metyyli) -L-kysteinyyli-L-fenyylialaniini-

N-metyyliamidi
Valituotteesta 36 (326 mg, 1 mmol) ja valituottees-

ta 114 (350 mg, 1 mmol) valkoisena kiinte&na aineena

(380 mg, 64 %).

. +
| CpoHygN,06S, [598,71; [MH® = 599].
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Esimerkki 21

(RS) -N-[2- (asetyylimerkapto) -5-ftaali-imido] penta-

noyyli- (8) -propyyliglysinyyli-L-fenyylialaniini-N-

metyyliamidi

Valituotteesta 113 (145 mg, 0,52 mmol) ja valituot-
teesta 36 (168 mg, 0,52 mmol) valkoisena kiintean& aineena
(160 mg, 53 %).

CyoHagN,06S, [580,7]; [MH' = 581].

Esimerkki 22

(RS) -N-[2- (asetyylimerkapto) -5-ftaali-imido] penta-

noyyli-L-valinyyli-Nz- (1,1-dimetyylietoksi)karbo-

nyyli-L-ornitiini-N-metyyliamidi

Valituotteesta 112 (508 mg, 1,47 mmol) ja valituot-
teesta 36 (491 mg, 1,53 mmol) valkoisena kiinte&na aineena
(687 mg, 72 %).

C;,HysNsOgS [647,8]; [MH' = 648].

Esimerkki 23

(RS) -N-[2- (asetyylimerkapto) -5-ftaali-imido]l penta-

noyyli-L-valinyyli-L-ornitiini-N-metyyliamiditri-

fluoriasetaatti

Esimerkin 22 (585 mg, 0,90 mmol) liuosta dikloori-
metaanissa (20 ml), joka sisdlsi trifluorietikkahappoa
(2 ml), sekoitettiin huoneenlampdtilassa yén yli. Liuotin
poistettiin tyhjdssa ja kaikki ylimdardinen trifluorietik-
kahappo poistettiin tislaamalla atseotrocppisesti heptaa-
nin kanssa (3 x 20 ml), jolloin saatiin otsikon yhdiste
(596 mg, 99 %) kellertavand kiinte&n& aineena.

C,eHagNs0gS [548,7]; [MH® = 549].

Esimerkki 24

(RS) -N-[2- (asetyylimerkapto) -5-ftaali-imido] penta-

noyyli-L-valinyyli-Nd—(asetyyli-L-ornitiini—N-me—

tyyliamidi

Asetyylikloridia (0,024 ml, 0,34 mmol) lisattiin
0 °C:n lampdtilassa esimerkin 23 (205 mg, 0,31 mmol) ja N-

metyylimorfoliinin (0,134 ml, 0,31 mmol) sekoitettavaan
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liuokseen vedettdmissd dikloorimetaanissa (20 ml). Seoksen
annettiin lammetad huoneenlampdtilaan ja sita sekoitettiin
1 tunnin ajan, sitten se laimennettiin dikloorimetaanilla
(20 ml) Jja pestiin peradjalkeen 2 N hydrokloridilla
(20 ml), 8-%:isella natriumbikarbonaatilla (20 ml), vedel-
14 (20 ml) ja kylléstetylld suolaliuoksella (20 ml), kui-
vattiin (MgSO,) ja haihdutettiin tyhjdssad varittémaksi
vaahdoksi. Puhdistaminen flash-pylvaskromatografian avulla
(eluoiden 3 - 5-%:isella metanolilla dikloorimetaanissa)
tuotti otsikon yhdisteen (30 mg, 17 %) valkoisena kiintea-
na aineena.

C,gH, Ns0,S (590,71; [MH" = 591].

Esimerkki 25

(RS) -N-[2-asetyylimerkapto-4-ftaali-imidobutanoyy-

l1i] -L-leusyyli-L-fenyylialaniini-N-metyyliamidi

Kaliumtioliasetaatin (98 mg) 1liuos metanolissa
(2 ml) lisattiin valituotteen 40 (0,5 g) suspensioon meta-
nolissa (10 ml) ja seosta sekoitettiin huoneenlampdtilassa
30 minuutin ajan, sitten palautusjadhdytyslampdtilassa 6
tunnin ajan. Liuotin poistettiin sitten alennetussa pai-
neessa ja jaannds jaettiin veden (50 ml) ja dikloorimetaa-
nin (150 ml) kesken. Kerrokset erotettiin ja orgaaninen
kerros kuivattiin natriumsulfaatilla, suodatettiin ja
haihdutettiin, jolloin saatiin raaka tuote. Puhdistaminen
flash-pylvaskromatografian avulla (eluociden 50-%:isella
etyyliasetaatilla dikloorimetaanissa) tuotti otsikon yh-
disteen varittdmand kiintednad aineena (270 mg) .

TLC: Rf 0,30 (50-%:inen EtOAC—CHZClz).

Samalla tavoin valmistettiin:

Esimerkki 26

(RS) -N- [2-asetyylimerkapto-5-ftaali-imidopentanoyy-

li] -L-leusyyli-L-fenyylialaniini-N-metyyliamidi

Valituotteesta 41 (0,50 g) lahes varittdmana kiin-
tedna aineena (0,42 g).

TLC: Rg 0,20 (50-%:inen EtOAc-CHZClz).
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Esimerkki 27

(RS)-N—[2-asetyy1itio-4—ftaali—imidoheksanoyyli]—

L-leusyyli-L-fenyylialaniini-N-metyyliamidi

Valituotteesta 42 (0,50 g) vaaleankeltaisena kiin-
tednd aineena (0,39 g).

TLC: Rf 0,31 (50-%:inen EtOAc-CH2C12).

Esimerkki 28

(RS) -N-[2- (asetyylimerkapto) -5-ftaali-imido]l penta-

noyyli-L—ieusyyli-L-[S-(4-tiatsolyy1i)]alaniini-N-

metyyliamidi

EDC:td (107 mg, 0,56 mmol) lisattiin 1liuokseen,
jossa oli valituotetta 122 (222 mg, 0,51 mmol), N-hydrok-
sibentsotriatsolia (76 mg, 0,56 mmol), trietyyliamiinia
(75 ml, 0,53 mmol) ja valituotetta 100 (113 mg, 0,51 mmol)
kuivassa tetrahydrofuraanissa (30 ml). Seosta sekoitettiin
huoneenladmpdtilassa yoén yli, sitten liuotin poistettiin
tyhjossa ja ja&nnds jaettiin veden (20 ml) ja etyyliase-
taatin (20 ml) kesken. Vesipitoinen osuus uutettiin sitten
etyyliasetaatilla (2 x 20 ml), yhdistetyt uutteet pestiin
vedelld (2 x 50 ml) Jja kyllastetylla suolaliuocksella
(50 ml), kuivattiin (MgSO,) ja haihdutettiin tyhjéssa vaa-
leankeltaiseksi ¢ljyksi. Puhdistaminen pylvaskromatografi-
an avulla eluoiden dikloorimetaanilla/metanolilla (98:2)
tuotti otsikon yhdisteen (170 mg, 55 %) valkoisena kiin-

te&dnd aineena.

. + —_
CogHa5N5065, [601,7]; [MH™ = 602].

Samalla tavoin valmistettiin:

Esimerkki 29

(RS) -N-[2- (asetyylimerkapto) -5-ftaali-imido]l penta-

noyyli-L-leusyyli-L-[B-(2-pyridyyli)]alaniini-N-

metyyliamidi

Valituotteesta 122 ja valituotteesta 99 valkoisena
kiinte&nd aineena (277 mg, 67 %).

- + —_—
CyoH37N506S [595,7]; [MH™ = 596].
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Esimerkki 30
(RS) -N-[2- (asetyylimerkapto) -5-ftaali-imido] penta-
noyyli-L-leusyyli-L-[f#-(3-pyridyyli)lalaniini-N-
metyyliamidi
Valituotteesta 122 ja valituotteesta 97 valkoisena
kiintednd aineena (50 mg, 12 %).
CyoHaqNsOgS [595,7]1; [MH' = 596].
Esimerkki 31
(RS) -N-[2- (asetyylimerkapto) -5-ftaali-imido]penta-
noyyli-L-leusyyli-L-[f-(4-pyridyyli)]lalaniini-N-
metyyliamidi
Valituotteesta 122 ja valituotteesta 98 valkoisena
kiintednad aineena (310 mg, 77 %).
CyoHasNgOgS [595,7]1; [MH' = 596].
Esimerkki 32
(RS) -N- [2- (asetyylimerkapto) -5-ftaali-imido] penta-
noyyli-L-leusyyli-5-metyyli-L-glutamiinihappo-N-
metyyliamidi
Valituotteesta 122 ja valituotteesta 103 valkoisena
kiintednd aineena (201 mg, 49 %).
C28H38N4OSS [590,3]; [MH* = 591].
Esimerkki 33
(RS) -N-[2- (asetyylimerkapto) -5-ftaali-imido] penta-
noyyli-L-leusyyli-(8)-(2-metoksifenyyli)alaniini-
N-metyyliamidi
Valituotteesta 122 ja valituotteesta 102 valkoisena
kiintednad aineena (150 mg, 37 %).
Cy,H N 0,8 [624,8]; [MH' = 625].
Esimerkki 34
(RS) -N-[2- (asetyylimerkapto) -5-ftaali-imido] penta-
noyyli-L-leusyyli- (R)-penisillamiini-N-metyyliamidi
Valituotteesta 122 ja valituotteesta 96 valkoisena
kiinteana aineena (230 mg, 35 %).
C,,H,gN, 0.8 [578,8]1; [MH' = 579].
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Esimerkki 35

(RS) -N-[2- (asetyylimerkapto) -5-ftaali-imido] penta-

noyyli-L-leusyyli- (R)-(S-metyyli)penisillamiini-N-

metyyliamidi

Valituotteesta 122 ja valituotteesta 101 valkoisena
kiinted&nd aineena (400 mg, 35 %).

C,gHaoNgOgS, [592,8]; [MH' = 593].

Esimerkki 36

(RS) -N- [2- (asetyylimerkapto) -5-ftaali-imido] penta-

noyyli-L-leusyyli- (R)-(2,2-dimetyyli-2-metaanisul-

fonyyli)alaniini-N-metyyliamidi

Valituotteesta 122 ja valituotteesta 95 valkoisena
kiintedna aineena (380 mg, 66 %).

C,gHsoN4OgS, [624,8]1; [MH' = 625].

Esimerkki 37

(RS) -N-[2- (asetyylimerkapto) -5-ftaali-imido] penta-

noyyli-L-leusyyli-(R)-(2,2-dimetyyli-2-metaanisul-

finyyli)alaniini-N-metyyliamidi

Valituotteesta 122 ja valituotteesta 94 valkoisena
kiintednd aineena (360 mg, 37 %).

C,gHyoN 0,5, [608,8]; [MH" = 609].

Esimerkki 38

(RS) -N-[2- (asetyylimerkapto) -5-ftaali-imido]lpenta-

noyyli-L-leusyyli-(S)-tert-leusiini-N-metyyliamidi

Valituotteesta 122 ja tert-leusiini-N-metyyliamidi-
hydrokloridista wvalkoisena kiinteand aineena (120 mg,
25 %) .

C,gH, (N OcS [560,7]; [MH' = 561].

Esimerkki 39

(RS) -N- [2-merkapto-5- (asetyyli) aminopentanoyylil -

L-leusyyli-L-fenyylialaniini-N-metyyliamidi

Lisattiin 0,4 M natriumhydroksidia (0,82 ml) vali-
tuotteen 57 (203 mg, 0,328 mmol) ja 2-merkaptoetanolin
(0,23 ml, 3,28 mmol) sekoitettavaan liuokseen metanolissa

0 °C:n lampdtilassa. Sitten 15 minuutin kuluttua lisattiin
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etikkahappoa (0,5 ml) ja liuottimet haihdutettiin tyhjdés-
sd, Jjolloin saatiin keltainen &ljy. Lisattiin eetteria
(20 ml) ja saatu sakka poistettiin suodattamalla, jolloin
saatiin raaka tioli. Puhdistaminen flash-pylvaskromatogra-
fian avulla (eluoiden 5-%:isella metanolilla dikloorime-
taanissa) tuotti otsikon yhdisteen (86 mg, 56 %) wvalkoi-

sena kiinteani aineena.

+
Cy3Ha6N,0,5 [464,6]; [MH® = 465].

Samalla taveoin valmistettiin:

Esimerkki 40

(RS) -N- [2-merkapto-5- (bentsoyyli) aminopentanoyyli] -
L-leusyyli-L-fenyylialaniini-N-metyyliamidi
Valituotteesta 58 (400 mg, 0,59 mmol) valkoisena

=

kiintednd aineena (175 mg, 59 %).

+
C,ogH3gN,0,S [526,7]; [MH" = 527].

Esimerkki 41
(RS) -N-[2-merkapto-5- (sukkinimido)pentanoyyli] -L-

leusyyli-L-fenyylialaniini-N-metyyliamidi
Valituotteesta 59 (600 mg, 0,91 mmol) valkoisena

kiinte&nd aineena (147 mg, 32 %).

- + —_—
C,5H,6N,4055 [504,7]; [MH™ = 505].

Esimerkki 42
(RS) -N- [2-merkapto-5- (metaanisulfonyyli) aminopenta-
noyylil] -L-leusyyli-L-fenyylialaniini-N-metyyliamidi

Valituotteesta 60 (600 mg, 1,0 mmol) wvalkoisena

kiinteand aineena (262 mg, 57 %).

+
C,oH36N,O5S, [500,7]; [MH™ = 501].

Esimerkki 43
(RS) -N- [2-merkapto-5- (bentseenisulfonyyli)aminopen-

tanoyyli] -L-leusyyli-L-fenyylialaniini-N-metyyli-
amidi
Valituotteesta 61 (500 mg, 0,7 mmol) valkoisena

kiinteadna aineena (221 mg, 56 %).

+
C,,HyeNO:S, [562,81; [MH* = 563].
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Esimerkki 44

(RS) -N- [2-merkapto-5- (4-pyridyylikarbonyyli)amino-
pentanoyyli] -L-leusyyli-L-fenyylialaniini-N-metyy-
liamidi

Valituotteesta 64 (330 mg, 0,48 mmol) wvalkoisena

kiintednd aineena (115 mg, 22 %).

+
C,oHy,NO0,S [527,71; [MH* = 528].

‘Esimerkki 45

(RS) -N- [2-merkapto-5- (3-pyridyylikarbonyyli)amino-
pentanoyyli] -L-leusyyli-L-fenyylialaniini-N-metyy-
liamidi

Valituotteesfa 65 (200 mg, 0,29 mmol) valkoisena

kiintedna aineena (34 mg, 22 %).

C,,H,,N0,8 [527,7]; [MH' = 528].

Esimerkki 46

(RS) -N- [2-merkapto-5- (2-pyridyylikarbonyyli)amino-
pentanoyyli] -L-leusyyli-L-fenyylialaniini-N-metyy-
liamidi

Valituotteesta 66 (150 mg, 0,22 mmol) valkoisena

kiinteand aineena (60 wmg, 52 %).

. + _—
CyqH34NgO,S (527,7]1; [MH™ = 528].

Esimerkki 47

(RS) -N- [2-merkapto-5- (2-pyratsinyylikarbonyyli) ami-
nopentanoyyli] -L-leusyyli-L-fenyylialaniini-N-me-
tyyliamidi

vValituotteesta 67 (100 mg, 0,15 mmol) valkoisena

kiintedna aineena (30 mg, 38 %)-.

- + —_—
CoeH36Ng04S [528,7]1; [MH™ = 529].

Esimerkki 48

(RS) -N-[2-merkapto-5-ftaali-imido] pentanoyyli-L-
leusyyli-L- [3-(4-tiatsolyyli)]lalaniini-N-metyyli-
amidi

vakevad ammoniumhydroksidia (0,5 ml) lisattiin esi-

merkin 28 (110 mg, 0,18 mmol) liuokseen metanolissa

(10 ml) 0 °C:n lampdtilassa ja seosta sekoitettiin tuossa
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lampdétilassa 3 tunnin ajan. Seos laimennettiin vedella
(10 ml), tehtiin happamaksi 2 N suolahapon vesiliuoksella
ja uutettiin dikloorimetaanilla (3 x 20 ml). Yhdistetyt
uutteet kuivattiin (Nazso4), suodatettiin ja haihdutettiin,
jolloin saatiin raaka tuote. Puhdistaminen flash-pylvéas-
kromatografian avulla (eluoiden 2-%:isella metanolilla
dikloorimetaanissa) tuotti otsikon yhdisteen vArittdminé
kiinteadna aineena (71 mg, 71 %).

C,gHa3Ns0sS, [559,7]; [MH' = 560].

Samalla tavoin valmistettiin:

Esimerkki 49

(RS) -N-[2-merkapto-5-ftaali-imido] pentanoyyli-L-

leusyyli-L-[#-(2-pyridyyli)lalaniini-N-metyyliamidi

Esimerkista 29 valkoisena kiintednd aineena (75 mg,

80 %)
. + —
C28H35NSOSS (553,7]; [MH" = 554].
Esimerkki 50
(RS) -N- [2-merkapto-5-ftaali-imido] pentanoyyli-L-
leusyyli-S-metyyli-Li-glutamiinihappo-N-metyyliamidi
Esimerkista 32 valkoisena kiintedn& aineena (68 mg,
78 %)
3 + —
C26H36N4O7S [548,6]; [MH™ = 549].

Esimerkki 51

(RS) -N- [2-merkapto-5-ftaali-imido]l pentanoyyli-L-

leusyyli- (R) - (S-metyyli)penisillamiini-N-metyyli-

amidi

Esimerkistéa 35 valkoisena kiinte&na aineena
(160 mg, 70 %).

C,gHagN,OcS, [550,8]; [MH' = 551].

Esimerkki 52

(8)-N-[2-merkapto-5-ftaali-imido] pentanoyyli-L-leu-

syyli- (S)-tert-leusiini-N-metyyliamidi

Esimerkistd 16 valkoisena kiinteana  aineena
(8,12 g, 80 %).

+
Co6H3gN405S [518,7]; [MH™ = 519].
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Esimerkki 53

(S) -N- [2-merkapto-5-ftaali-imido] pentanoyyli-L-leu-
syyli-L-fenyylialaniini-N-metyyliamidi
Esimerkista 17 valkoisena kiinteanad aineena (2,7 g,

67

o
-

C,gH;gN,05S [552,7]; [MH' = 553].
Esimerkki 54
(RS) -N-[2,3-dimerkaptopropanoyyli] -L-leusyyli-L-
fenyylialaniini-N-metyyliamidi
Esimerkista 1 varittdmanad  kiintedna aineena
(76 mg) .
CygHpgN,0,8, [411,5]; [MH' = 412].
Esimerkki 55
(RS) -N- [2-merkapto-3-metoksikarbonyylipropanoyyli] -
L-leusyyli-L-fenyylialaniini-N-metyyliamidi
Esimerkistda 5 (0,16 g) varittdmand kiintedna ainee-
na (0,14 g).

: .
Cy1H31N3055, [(437,5]; [MH" = 438].

- Egimerkki 56

(RS) -N- [2-merkapto-4-metoksikarbonyylibutanoyyli] -

L-leusyyli-L-fenyylialaniini-N-metyyliamidi

Esimerkistd 6 (0,18 g) varittomanad kiintednd ainee-
na (0,16 g).

C,,H,,N;0.8 [451,5]; [MH" = 452].

Esimerkki 57

(RS) -N- [2-merkapto-5-metoksikarbonyylipentanoyyli] -

L-leusyyli-L-fenyylialaniini-N-metyyliamidi

Esimerkista 7 (0,32 g) varittdémanad kiintednd ainee-
na (0,15 g).

TLC: Rg 0,29 (5-%:inen MeOH-CH,Cl,) .

Esimerkki 58

(RS) -N- [2-merkapto-6-metoksikarbonyyliheksanoyyli] -

L-leusyyli-L-fenyylialaniini-N-metyyliamidi

Esimerkistd 8 (0,31 g) varittdmana kiintednd ainee-

na (0,22 g).
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TLC: Rf 0,30 (5-%:inen MeOH—CH2C12).

Esimerkki 59

(RS) -N- [2-merkapto-4-ftaali-imidobutanoyyli] -L-leu-
syyli-L-fenyylialaniini-N-metyyliamidi

Esimerkista 25 (0,20 g) vaaleankeltaisena kiintedna

aineena (0,12 g).
ChgHy4N,0S [538,6]1; [MH,* = 540].
Esimerkki 60
(RS) -N-[2-merkapto-5-ftaali-imidopentanoyyli] -L-
leusyyli-L-fenyylialaniini-N-metyyliamidi
Esimerkista 26 (0,2 g) varittdémand kiinteé&nd ainee-

na (0,18 g).
TLC: Rg 0,41 (5-%:inen MeOH-CH,CI,) .
Esimerkki 61 .
(RS) -N-[2-merkapto-6-ftaali-imidoheksanoyyli] -L-
leusyyli-L-fenyylialaniini-N-metyyliamidi
Esimerkista 27 (0,15 g) vaaleankeltaisena kiinteéana

aineena (0,12 g).
TLC: Rf 0,25 (10-%:inen MeOH—CHzclz).
Esimerkki 62
(RS) -N- [2-merkapto-5~ftaali-imidopentanoyyli] -L-
leusyyli-L-tryptofaani-N-metyyliamidi
Esimerkistd 9 (250 mg) vaaleankeltaisena vaahtona

(222 mg, 96 %).

- + —_—
C31Ha9NO:S [591,7]1; [MH™ = 592].

Esimerkki 63

(RS) -N- [2-merkapto-6-metoksikarbonyyliheksanoyyli] -
L-leusyyli-L-tryptofaani-N-metyyliamidi
Esimerkistd 10 (330 mg) vaaleankeltaisena vaahtona

(300 mg, 98 %).

+
CoH3gN405S (518,7); [MH" = 519].
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Esimerkki 64
“(8) -N- [2-merkapto-5-ftaali-imidopentanoyyli] -L- (S-
metyyli)kysteinyyli-L-tryptofaani-N-metyyliamidi
Valmistettiin kayttamdlla menetelmaa, joka on ku-
vattu aikaisemmin esimerkkien 28 ja 48 valmistamiseksi,
valituotteesta 119 ja valituotteesta 124.
C,oH;3,N50sS, [595,7]; [MH' = 596].
Esimerkki 65
(RS) -N-[2-merkapto-3-ftaali-imidopropanoyyli] -L-
leusyyli-L-fenyylialaniini-N-metyyliamidi
Valmistettiin kayttamalla menetelmdd, joka on ku-
vattu aikaisemmin esimerkin 39 valmistamiseksi, valituot-
teen 43 kautta valituotteesta 125 ja L-leusyyli-L-fenyyli-
alaniini-N-metyyliamidista.
C,,Hy,N,0.S [524,6]; [MH" = 525].
Esimerkki 66
(RS) -N- [2-merkapto-4-sukkinimidobutanoyyli]l -L-1leu-
syyli-L-fenyylialaniini-N-metyyliamidi
Valmistettiin kayttéamalla menetelm&a, joka on ku-
vattu aikaisemmin esimerkkien 28 ja 48 valmistamiseksi,
valituotteesta 123 ja L-leusyyli-L-fenyylialaniini-N-me-
tyyliamidista.
C N,0.S [490,6]; [MH" = 491].

24H34 4°5
Esimerkki 67

(RS) -N- [2-merkapto-4-sukkinimidobutanoyylil] - (S) -

propyyliglysinyyli-L-fenyylialaniini-N-metyyliamidi

Valmistettiin kayttamadlld menetelmada, joka on ku-
vattu aikaisemmin esimerkkien 28 ja 48 valmistamiseksi,
valituotteesta 123 ja valituotteesta 113.

C,4Hy,N,0.8 [475,6]; [MH' = 476].

Esimerkki 68

(RS) -N- [2-merkapto-4-sukkinimidobutanoyylil] -L- (S-

metyyli)kysteinyyli-L-tert-leusiini-N-metyyliamidi
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Valmistettiin kayttédmalld menetelmad, joka on ku-

vattu aikaisemmin esimerkkien 28 ja 48 valmistamiseksi,

valituotteesta 123 ja valituotteesta 114.

+
C,gH;,N,055, [460,6]; [MH® = 461].

Esimerkki 69
(RS) -N- [2-merkapto-4-sukkinimidobutanoyyli] -L- (S-
metyyli) kysteinyyli-L-tryptofaani-N-metyyliamidi

Valmistettiin kayttamalla menetelmdd, joka on ku-

vattu aikaisemmin esimerkkien 28 ja 48 valmistamiseksi,

valituotteesta 123 ja valituotteesta 124.

- + —_—
C,4H31N5055, [533,7]; [MH" = 534].

Esimerkki 70
(RS) -N- [2-merkapto-4-sukkinimidobutanoyyli] -L- (S-

metyyli)kysteinyyli-L-fenyylialaniini-N-metyyliami-

di

Valmistettiin kayttamalld menetelmdad, joka on ku-

vattu aikaisemmin esimerkkien 28 ja 48 valmistamiseksi,

valituotteesta 123 ja valituotteesta 111.

- + —_—
C23H30N4OSS2 [506,6]; [MH"™ = 507].

Esimerkki 71
(RS) -N- [2-merkapto-4-sukkinimidobutanoyyli] -L- (O-
metyyli)serinyyli-L-tert-leusiini-N-metyyliamidi

Valmistettiin kayttam&dlla menetelmdd, joka on ku-

vattu aikaisemmin esimerkkien 28 ja 48 valmistamiseksi,

valituotteesta 123 ja valituotteesta 115.

. + —_—
C,9H3,N,0cS [444,5]; [MH" = 445].

Esimerkki 72
(RS)-N—[2-merkapto-4—sukkinimidobutanoyyli]4L-1eu-
syyli-L-tert-leusiini-N-metyyliamidi

Valmistettiin kayttamalld menetelmdad, joka on ku-

vattu aikaisemmin esimerkkien 28 ja 48 valmistamiseksi,

valituotteesta 123 ja valituotteesta 116.

- - + —
Cy1H;3EN,05S [546,6]; [MH = 457].
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Esimerkki 73
(RS) -N- [2-merkapto-6-karboksiheksanoyylil] -L-leusyy-
li-L-tryptofaani-N-metyyliamidi
Valmistettiin hydrolysoimalla esimerkin 10 yhdiste.
C,sH3eN,OS [504,7]; [MH' = 505].
Esimerkki 74
(R) -N-[2-asetyylimerkapto-6-metoksikarbonyyliheksa-
noyyli] -L-leusyyli-L-tryptofaani-N-metyyliamidi
Valmistettiin erottamlla esimerkissd 10 lasnad ole-
vien diastereosiomeerien l:1-seos flash-pylvaskromatogra-
fian avulla.
CoeHygN,05S [518,7]; [MH® = 519].
Esimerkki 75
(S) -N- [2-asetyylimerkapto-6-metoksikarbonyyliheksa-
noyyli]—L-leus?yli-L—tryptofaani-N-metyyliamidi
Valmistettiin erottamlla esimerkiss& 10 lasna ole-
vien diastereosiomeerien 1l:1-seos flash-pylvaskromatogra-
fian avulla.
C,eHygN 058 [518,7]; [MH" = 519].
Esimerkki 76
(R) -N-[2-asetyylimerkapto-5-ftaali-imidopentano-
yyli] -L-leusyyli-L-tryptofaani-N-metyyliamidi
Valmistettiin erottamlla esimerkissd 9 lasna olevi-
en diastereosiomeerien 1l:1-seos flash-pylvaskromatografi-
an avulla.
CyqHygNgOLS, [591,7]; [MH' = 592].
- Esimerkki 77 '
(R) -N- [2-asetyylimerkapto-5-metoksikarbonyylipenta-
noyyli] -L-leusyyli-L-fenyylialaniini-N-metyyliamidi
Valmistettiin erottamlla esimerkissad 7 lasnid olevi-

en diastereosiomeerien 1l:1-seos flash-pylvaskromatografi-

an avulla. .
+
C25H36N4OSS [504,7]; [MH® = 505].



10

15

20

25

30

86

Esimerkki 78

(RS) -N- [2-merkapto-6- (metyyliamino) karbonyyliheksa-

noyylil] -L-leusyyli-L-fenyylialaniini-N-metyyliamidi

Valmistettiin hydrolysoimalla esimerkin 8 yhdiste.

C,4HygN,0,8, [478,6]1; [MH" = 479].

Esimerkki 789

(RS) -N- [2-merkapto-6- (amino) karbonyyliheksanoyyli] -

L-leusyyli-L-fenyylialaniini-N-metyyliamidi

Valmistettiin hydrolysoimalla esimerkin 8 yhdiste.

C,4HyeN,0,8 [464,6]; [MH' = 465].

Esimerkki A

Kollagenaasia estavd aktiivisuus

Yleisen kaavan (I) mukaisten yhdisteiden teho toi-
mia kollagenaasin estajind madritettiin kayttamalla Caws-
tonin ja Barrettin menetelmdd (Anal. Biochem., 99:340 -
345 (1979)1, jolloin tutkittavan estajan 1 mM liuosta tai
sen laimennuksia inkuboitiin 37 °C:n lampdtilassa 16 tun-
nin ajan kollageenin.ja kollagenaasin kanssa (puskuroitu
50 mM Tris-puskurilla, pH-arvo 7,6, joka sisaltaa 5 mmol/l
CaCl,:a, 0,05 % Brij 35:tta, 60 mmol/l NaCl:a ja 0,02 %
NaN3:a). Kollageeni oli asetyloitu 3H- tai 14C—kollageeni,
joka oli valmistettu Cawstonin ja Murphyn menetelman mu-
kaisesti [Methods in Enzymology, 80:711, (1981)]. Radio-
leiman valinta ei muuttanut kollagenaasin kyky& hajottaa
kollageenisubstraattia. Naytteet sentrifugoitiin hajotta-
mattoman kollageenin sedimentoimiseksi ja radioaktiivisen
paddllysnesteen nayte poistettiin tuikelaskimella suoritet-
tavaa madritysta varten hydrolyysin mittana. Kollagenaasin
aktiivisuutta, kun lasnad oli 1 mM estdja tai sen laimen-
nus, verrattiin kontrollin aktiivisuuteen ilman estajaa ja
tulokset on esitetty estdjan konsentraationa, joka estaa

50 %:1la kollagenaasia (ICg,) .
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Esimerkki B

Stromelysiinid estdva aktiivisuus

Yleisen kaavan (I) mukaisten yhdisteiden teho toi-
mia stromelysiinin esta&jind maaritettiin kayttaen Nagasen
et al. menetelmda [Methods in Enzymology, Vol. 254
(1994)], jolloin tutkittavan estadjan 0,1 mM liuosta tai
sen laimennuksia inkuboitiin 37 °C:n lampdtilassa 16 tun-
nin ajan stomelysiinin ja 34-transferriinin kanssa (pusku-
roitu 50 mM Tris-puskurilla, pH-arvo 7,6, joka sisaltdd 10
mmol/1 CaCl,:a, 150 mmol/1 NaCl:a, 0,05 % Brij 35:tta, ja
0,02 % NaN,:a) . Transferriini oli karboksimetyloitu 3H—jo—
dietikkahapolla. Stromelysiinin aktiivisuutta, kun léasna
0li 1 mM liuos tai sen laimennus, verrattiin kontrollin
aktiivisuuteen ilman est&jad ja tulokset on esitetty esta-
jan konsentraationa,” joka estda 50 %:1la stromelysiinia
(ICgq) -

Esimerkki C

Gelatinaasia estdva aktiivisuus

Yleisen kaavan (I) mukaisten yhdisteiden teho toi-
mia gelatinaasin estdjind mdaritettiin k&yttaen Harrisin
ja Kranen menetelmdd [Biochem. Biophys. Acta, 258:566 -
576 (1972)], jolloin tutkittavan estdjan 0,1 mM liuosta
tali sen laimennuksia inkuboitiin 37 °C:n lampdtilassa 16
tunnin ajan gelatinaasin ja lammén avulla denaturoidun 3g-
tai 14C-a‘setyloidun kollageenin kanssa (puskuroitu 50 mM
Tris-puskurilla, pH-arvo 7,6, joka sis3dltda 5 mmol/l
caCl,:a, 0,05 % Brij 35:ttd ja 0,02 % NaN,:a). H- tai *c-
gelatiini oli valmistettu denaturoimalla 3H- tai c-kolla-
geeni, joka oli tuotettu Cawstonin ja Mﬁrphyn menetelman
mukaisesti [Methods in Enzymology, 80:711 (1981)] inkuboi-
malla 60 °C:n lampdtilassa 30 minuutin ajan. Hajottamaton
gelatiini saostettiin lisd&milla trikloorietikkahappoa ja
sentrifugoimalla. Gelatinaasin aktiivisuutta, kun 1l&sna
oli 1 mM liuos tai sen laimennus, verrattiin kontrollin

aktiivisuuteen ilman estdjaa ja tulokset on esitetty esta-
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jén konsentraationa, joka estda 50 %:lla gelatinaasia

(ICSO) )

Esimerkki D

TNFa:n tuotannon estidminen

Yleisen kaavan (I) mukaisten yhdisteiden teho toi-
mia TNFo:n tuotannon estdjind méaritettiin kayttamalla
seuraavaa menetelmda. Tutkittavan estdjan 1 mM liuosta tai
sen laimennuksia inkuboitiin 37 °C:n lampdtilassa 5 %:n
CO,-ilmakehéssa THP-1-solujen (ihmisen monosyytteja) kans-
sa, jotka oli suspendoitu RPMI 1640 -elatusaineeseen ja
20 pM R-merkaptoetanoliin, jolloin solujen tiheys oli 1 x
108 solua/ml ja ne oli stimuloitu LPS:n loppukonsentraa-

tiolla, 5 pg:1la/ml. Sitten 18 tunnin kuluttua padllysnes-

" teestd madritetddn TNFa:n pitoisuudet kayttaen kaupalli-

sesti saatavissa olevaa ELISA-pakkausta (R & D Systems).

Aktiivisuutta, kun lasna oli 1 mM estaja tai sen
laimennus, verrattiin kontrollin aktiivisuuteen ilman es-
tajadad ja tulokset on esitetty estajan konsentraationa,
joka estdd 50 %:1la TNFa:n tuotannon.

Esimerkki E ,

Rotan adjuvanttiniveltulehdusmalli

Yleisen kaavan (I) mukaiset yhdisteet arvioitiin
adjuvanttiniveltulehdusmallissa rotalla perustuen menetel-
miin, jotka on selostettu julkaisuissa B. B. Newbould, Br.
J. Pharmacol, 21 , 127 - 136 (1963) ja C. M. Pearson ja F.
D. Wood Arthritis Rheum, 2, 440 - 459 (1959). Lyhyesti
sanottuna Wistar-rotille (180 - 200 g) annettiin ruiskeena
h&nndn tyveen Freundin adjuvanttia. Sitten 12 paivaa myd-
hemmin vasteen tuottavat eldimet jaettiin satunnaisesti
koeryhmiin. Yleisen kaavan (I) mukaisia yhdisteista annet-
tiin joko suun kautta suspensiona 1-%:isessa metyylisellu-
loosassa tai intraperitoneaalisesti 0,2-%:isessa karboksi-
metyyliselluloosassa paivasta 12 lahtien kokeen loppumi-
seen saakka paivana 22. Takaképalien tilavuus mitattiin

joka toinen paiva paivastd 12 eteenpiin ja takajaloista
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otettiin réntgenkuvat kokeen loppuessa. Tulokset on esi-
tetty jalan tilavuuden 1lisayksen prosenttina pdivan 12
arvoon verrattuna.

Esimerkki F

Hiiren munasarjasyoévan ksenograftimalli

Yleisen kaavan (I) mukaiset yhdisteet arvioitiin
munasarjasydvan ksenograftimallissa, joka perustuu lahtee-
seen B. Davies et al., Cancer Research, 53, 2087 - 2091
(1993) . Lyhyesti sanottuna tassa mallissa naaraspuolisiin
nu/nu-hiiriin istutetaan 1 x 10° OVCAR3-icr-soluja vat-
sakalvononteloon. Yleisen kaavan (I) mukaisia yhdisteita
annetaan suun kautta suspensiona 1-%:isessa metyylisellu-
loosassa tai intraperitoneaalisesti suspensiona fosfaatil-
la puskuroidussa suolaliuocksessa 0,01-%:isessa Tween-
20:ssa4. Kokeen lopussa (4 - 5 viikkoa) peritoneaalisten
solujen lukumdara lasketaan ja mitkd tahansa kiintedt kas-
vainmuodostumat punnitaan. Joissakin kokeissa kasvaimen
kehittymistd seurataan madrittamdllad kasvainspesifiset
antigeenit.

Esimerkki G

Rotan rintarauhasen sy6pamalli

Yleisen kaavan (I) mukaiset yhdisteet arvioitiin
rotan HOSP.l-rintarauhasen sydpamallissa [S. Eccles et
al., Cancer Reééearch, painossa (1995)]. Tassd mallissa
naaraspuolisiin CBH/cbi-rottiin istutetaan laskimonsis&i-
sesti 2 x 10% kasvainsolua kaulalaskimoon. Yleisen kaavan
(I) mukaisia yhdisteité annetaan suun kautta suspension
l1-%:isessa metyyliselluloosassa tal intraperitoneaalisesti
suspensiona fosfaatilla puskuroidussa suolaliuoksessa
0,01-%:isessa Tween-20:ssa. Kokeen lopussa (4 - 5 viikkoa)
eldimet lopetetaan, keuhkot poistetaan ja yksittliset kas-
vaimet lasketaan 20 tunnin kuluttua siitd, kun ne on kiin-

nitetty Methacarnilla.
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Patenttivaatimukset

1. Yhdiste, t unnettu siitd, ettd silld on

yleinen kaava (I):

o R $2 0
7
R S%NAYNV[&)J\X (1)
= o A

jossa .

R' on C,_,-alkyyli, C,  -alkenyyli, -C, -alkyyliar-
yyli, aryyli, -C; g -alkyyliheteroaryyli, heteroaryyli tai
-Cl_s—alkyyli—AR9, jossa A on O, NR? tai S$(0),, jolloin m
on 0 - 2 ja R® on H, C,_4-alkyyli, aryyli, heteroaryyli,
-C

NR

1.4-alkyyliaryyli tai -C;_,-alkyyliheteroaryyli; jos A =

9, R9—ryhmét voivat olla samoja tai erilaisia;

R? on H tai C,_ -alkyyli;

R® on [Alk]_R®, jossa Alk on C, (-alkyyli tai C,_ .-
alkenyyli ja n on nolla tai 1;

X on NR4R5, jossa joko rR* on vety tai C;_,-alkyyli,
joka on mahdollisesti substituoitu aminolla (NH,), aryylil-

la, aryyliaminolla, suojatulla aminolla, di(C, .-alkyyli) -

aminolla, mono(Cl_s—alkyyli)aminolla, COZH—ryh;éilé, suoja-
tulla karboksyylillad, karbamoyylilli, mono(Cl_G—alkyyli)—
karbamoyylilla tai di(C,_g-alkyyli)karbamoyylilla, ja R> on
vety tai C; -alkyylij; tai NR*R® muodostaa renkaan, kuten

pyrrolidinon, piperidinon tai morfolinon;

R’ on vety tai fﬂ”co, jossa R0 on CLA—alkyyli,
—C1_4—alkyyliaryyli, -C, _4-alkyyliheterocaryyli, syklo-
(Cy_¢) ~alkyyli, -C;_,-alkyylisyklo-(C,;_4)-alkyyli, C, (-al-

kenyyli, -C,  -alkenyyliaryyli, aryyli tai heteroaryyli;
R® on aryyli (substituoitu Rll—ryhméllé), heterocar-

yyli (mahdollisesti substituoitu.Rll-ryhméllé), C,_4-alkyy-
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1i-r*, -c, ,-alkyyliaryyli (substituoitu R''-ryhmalla),

—Cl_4falkyyliheteroaryyli (mahdollisesti substituoitu R

ryhmadlla), syklo- (C -alkyyli (mahdollisesti substituoitu

)
3-6
RM-ryhmalla), syklo-(C,_.)-alkenyyli (mahdollisesti subs-
tituoitu R*'-ryhmalla), -c;_,-alkyylisyklo-(C,_,)-alkyyli
(mahdollisesti substituoitu Rll-ryhméllé) tai mik& tahansa

seuraavista kolmesta ryhmasta

Co_4—a1kyyli~7f t ]
N P
L2

R

tai

C0_4-alkyylij/:/>]
Nal
O |

Rg

i _
C0_4—a1kyyli——ﬁz:::[: >=:o
c

jolloin p on 1 tai 2 ja B ja C on valittu toisis-
taan riippumatta O-atomista, S-atomista, C(R9)2-ryhmésté ja
NR9~ryhmésté;

R® on ARY, syklo-(C,_ ) -alkyyli, syklo-(C,_¢)-alke-
nyyli, Cl_s—alkyyli, —Cl_s—alkoksiaryyli, bentsyylioksi-
aryyli, aryyli, heteroaryyli, -C;_j-alkyyliheterocaryyli,
-C, _,-alkyyliaryyli, -C;_¢-alkyyli-COOR®, -C; -alkyyli-NHR,
CONHR, NHCO,R, NHSO,R tai NHCOR, jolloin R on kuten ryhméan

r10 vyhteydessd on maaritelty;
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11 7 9

on so,R?, sr’?, sr?, cor'?

9,12 9

R , N(R%),, NrR’R*?, OR?,
sukkinimido tai ftaali-imido;

R'? on H tai CorR’, Co,R’ (jossa R’ ei ole H), CONHR®
tai SOZRS (jossa R’ ei ole H); ja

R on oH, OC,_4-alkyyli, 0-C;_,-alkyyliaryyli, N-

(R9)2 (jossa R9—ryhmét ovat samoja tai erilaisia), C

1-4
alkyyli, aryyli, heterocaryyli, -C,_j-alkyyliaryyli tai
—Cl_4—alkyyliheteroaryyli;

jolloin yhdiste on ei-suolan, suolan, solvaatin tai
hydraatin muodossa.

. 2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen yhdiste, t un -
nettu siitd, ettd R' on C;_g-alkyyli tai C, c-alkyyli-
AR9, jossa A on S(O)m, NR? tai O jam= 0, 1 tai 2, ja R’
on H, C;_,-alkyyli tai aryyli.

3. Patenttivaatimuksen 1 tai patenttivaatimuksen 2
mukainen vyhdiste, tunnettu siita, etta R® on
[Alk]mRG, jossa n = 0 tai 1, Alk on C;_-alkyyli ja R® on
Cl_s—alkyyli,-C1_3—alkyyliaryyli,-C1_3-alkyyliheteroaryyli
tai AR’.

4. Mink& tahansa edelld esitetyn patenttivaatimuk-
sen mukainen yhdiste, t unnet t u siita, etta rR* on
H.

5. Minkd& tahansa edelld esitetyn patenttivaatimuk-
sen mukainen yhdiste, tunnettu siitda, etta X on
pyrrolidino, piperidino tai morfolino.

6. Minkd tahansa edelld esitetyn patenttivaatimuk-
sen mukainen yhdiste, t unnet t u siita, etta R’ on

H tai (C,_,-alkyyli)karbonyyli.

1-6

7. Mink& tahansa edelld esitetyn patenttivaatimuk-
sen mukainen yhdiste, t unne t t u siitd, etta R8 on
C,.,-alkyyli-R™ tai syklo-(C, ) -alkyyli-R*™ ja R'* on
cor™?, NrR°R'?, N(R),,

cor’, Co,R? (edellyttden, etta R’ ei ole H) tai SO,R’

3-6)
sukkinimido tai ftaali-imido, R'? on
9
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(edellyttéen, etta R® ei ole H) ja R13 on oH, OC, _4-alkyyli
tai N(R),.

8. Minka tahansa edelld esitetyn patenttivaatimuk-
sen mukainen yhdiste, tunnet tu siitd, ettd R® on
H tai C;_(-alkyyli.

9. Patenttivaatimuksen 8 mukainen yhdiste, t un -
nettu siita, etta

rR' on alkyyli, alkenyyli, alkyyliaryyli, aryyli tai
alkyyli-aR® ja R? on alkyyli, aryyli tai heterocaryyli;

R’ on H tai R'Pco, jossa R® on alkyyli, alkyyliar-
vyli, sykloalkyyli, sykloalkyylialkyyli, alkenyyli tai
alkenyyliaryyli;

R® on mahdollisesti substituoitu aryyli, heteroar-
yyli, alkyyliaryyli, sykloalkyyli, sykloalkenyyli tai al-
kyylisykloalkyyli, alkyyli—Rlltai mika tahansa mainituista
kolmesta ryhmasta;

R® on sykloalkyyli, sykloalkenyyli, alkyyli, bents-
yyli, alkoksibentsyyli; bentsyylioksibentsyyli tai 3-indo-
lyylimetyyli;

R on sr?, sr?

9

, corY3, N(R%) ., NRORY?, OR?, sukkini-

2I
mido tai ftaali-imido; ja

R on OH, O-alkyyli, O-alkyyliaryyli, N(R® al-

) 5
kyyli, aryyli tai alkyyliaryyli.

10. Patenttivaatimuksen 1 mukainen yhdiste, t u n-
nettu siitda, ettd se on wvalittu

N-[2,3-bis-asetyylimerkaptopropanoyylil] -L-leusyyli-

L-fenyylialaniini-N-metyyliamidista;

N- [2-asetyylimerkapto-3-metoksikarbonyylipropanoyy-
li] -L-leusyyli-L-fenyylialaniini-N-metyyliamidista;
N- [2-asetyylimerkapto-4-metoksikarbonyylibutanoyy-

1il-L-leusyyli-L-fenyylialaniini-N-metyyliamidista;

N- [2-asetyylimerkapto-5-metoksikarbonyylipentanoyy-
li]-L-leusyyli-L-fenyylialaniini-N-metyyliamidista;
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N- [2-asetyylimerkapto-6-metoksikarbonyyliheksanoyy-
li] -L-leusyyli-L-fenyylialaniini-N-metyyliamidista;

N- [2-asetyylimerkapto-4-ftaali-imidobutanoyyli] -L-
leusyyli-L-fenyylialaniini-N-metyyliamidista;

N- [2-asetyylimerkapto-5-ftaali-imidopentanoyyli] -
L-leusyyli-L-fenyylialaniini-N-metyyliamidista;

N- [2-asetyylimerkapto-6-ftaali-imidoheksanoyylil] -
L-leusyyli-L-fenyylialaniini-N-metyyliamidista;

N- [2,3-bis-merkaptopropanoyyli] -L-leusyyli-L-fenyy-
lialaniini-N-metyyliamidista;

N- [2-merkapto-3-metoksikarbonyylipropanoyyli] -L-
leusyyli-L-fenyylialaniini-N-metyyliamidista;

N- [2-merkapto-4-metoksikarbonyylibutanoyyli] -L-leu-
syyli-L-fenyylialaniini-N-metyyliamidista;

N- [2-merkapto-5-metoksikarbonyylipentanoyyli] -L-
leusyyli-L-fenyylialaniini-N-metyyliamidista;

N- [2-merkapto-6-metoksikarbonyyliheksanoyyli] -L-
leusyyli-L-fenyylialaniini-N-metyyliamidista;

N- [2-merkapto-4-ftaali-imidobutanoyyli] -L-leusyyli-
L-fenyylialaniini-N-metyyliamidista;

N- [2-merkapto-5-ftaali-imidopentanoyyli] -L-leusyy-
li-L-fenyylialaniini-N-metyyliamidista ja

N- [2-merkapto-6-ftaali-imidoheksanoyyli] -L-leusyy-
li-L-fenyylialaniini-N-metyyliamidista.

11. Patenttivaatimuksen 1 mukainen yhdiste, t u n-
nettu siita, ettd se on valittu

N- [2-asetyylimerkapto-5-metoksikarbonyylipentanoyy-
li]-L-leusyyli-L-fenyylialaniini-N-metyyliamidista;

N- [2-asetyylimerkapto-6-metoksikarbonyyliheksanoyy-
li]-L-leusyyli-L-fenyylialaniini-N-metyyliamidista;

N- [2-asetyylimerkapto-6-metoksikarbonyyliheksanoyy-
li]-L-valinyyli-L-fenyylialaniini-N-metyyliamidista;

‘N- [2-asetyylimerkapto-6-metoksikarbonyyliheksanoyy-
li] -L-leusyyli-L-tryptofaani-N-metyyliamidista;



10

15

20

25

30

35

95

N-[2-asetyylimerkapto-6-ftaali-imidopentanoyyli] -
L-leusyyli-L-fenyylialaniini-N-metyyliamidista;

N-[2-asetyylimerkapto-5-ftaali-imidopentanoyyli] -
L-valinyyli-L-fenyylialaniini-N-metyyliamidista;

N- [2-asetyylimerkapto-5-ftaali-imidopentanoyylil] -
L-leusyyli-L-tryptofaani-N-metyyliamidista;

N- [2-asetyylimerkapto-5-ftaali-imidopentanoyylil] -
L-leusyyli-L- [R-(4-tiatsolyyli)]alaniini-N-metyyliamidis-
ta;

N-[2-asetyylimerkapto-5-ftaali-imidopentanoyyli] -
L-leusyyli-L- [3-(2-pyridyyli)]alaniini-N-metyyliamidista;

N- [2-asetyylimerkapto-5-ftaali-imidopentanoyylil] -
L-leusyyli-5-metyyli-L-glutamiinihappo-N-metyyliamidista;

N- [2-asetyylimerkapto-6-ftaali-imidoheksanoyyli] -
L-leusyyli-L-fenyylialaniini-N-metyyliamidista;

N- [2-asetyylimerkapto-2- (3-ftaali-imido) fenyyliase-
tyyli] -L-leusyyli-L-fenyylialaniini-N-metyyliamidista;

N- [2-merkapto-5-metoksikarbonyylipentanoyyli] -L-
leusyyli-L-fenyylialaniini-N-metyyliamidista;

N- [2-merkapto-6-metoksikarbonyyliheksanoyyli] -L-
leusyyli-L-fenyylialaniini-N-metyyliamidista;

N- [2-merkapto-6-metoksikarbonyyliheksanoyyli] -L-
leusyyli-L-tryptofaani-N-metyyliamidista;

N- [2-merkapto-5-ftaali-imidopentanoyyli] -L-leusyy-
li-L-fenyylialaniini-N-metyyliamidista;

N- [2-merkapto-5-ftaali-imidopentanoyyli]-L-leusyy-
li-L-tryptofaani-N-metyyliamidista;

N- [2-merkapto-5-ftaali-imidopentanoyyli] -L-leusyy-
li-L-[B-(4-tiatsolyyli)]alaniini-N-metyyliamidista;

N- [2-merkapto-5-ftaali-imidopentanoyyli] -L-leu-
syyli-L- [B-(2-pyridyyli)]lalaniini-N-metyyliamidista;

N- [2-merkapto-5-ftaali-imidopentanoyyli] -L-leusyy-
li-5-metyyli-L-glutamiinihappo-N-metyyliamidista ja

N- [2-merkapto-6-ftaali-imidoheksanoyyli] -L-leusyy-
li-L-fenyylialaniini-N-metyyliamidista.
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12. Minka tahansa patenttivaatimuksista 1 - 9 mu-
kainen vyhdiste, tunnettu siita, etta rRY on
-CH,SCH, . 4

13. Patenttivaatimuksen 12 mukainen yhdiste kuten
se on maaritelty missd& tahansa esimerkeistd 20, 64, 68, 69
ja 70.

14. Minka tahansa patenttivaatimuksista 1 - 9 mu-
kainen yhdiste, tunnettu siita, etté R? on tert-
butyyli tai -C(CH,),S(0),_,CH;.

15. Patenttivaatimuksen 14 mukainen yhdiste kuten
se on maaritelty missa& tahansa esimerkeistad 16, 34, 35,
36, 37, 38, 51, 52 ja 72.

16. Mink& tahansa edelld esitetyistd patenttivaati-
muksista mukainen yhdiste yhden enantiomeerin tai diaste-
reomeerin tai tdllaisten isomeerien seoksen muodossa.

17. Farmaseuttinen koostumus kaytettdvdksi hoidos-
sa, tunnettu siitd, ettd se sisaltdd mink& tahan-
sa edelld esitetyn patenttivaatimuksen mukaisen yhdisteen
ja farmaseuttisesti hyvaksyttdvan laimennusaineen tai kan-
tajan.

18. Minka tahansa patenttivaatimuksista 1 - 16 mu-
kaisen yhdisteen kayttd ladkkeen valmistamiseksi sairauden
hoitamiseksi tai estamiseksi, joka on yhteydessd matriisin
metalloproteinaaseihin tai on TNFa:n valittama.

19. Patenttivaatimuksen 18 mukainen kayttd, t u n-
nettu siitad, ettd sairaus on valittu sydvasta, tuleh-
duksesta ja tulehdustaudeista, kudoksen rappeumasta, ham-
paan vieruskudoksen sairaudesta, silmadsairaudesta, ihosai-
rauksista, kuumeesta, kardiovaskulaarisista vaikutuksista,
verenvuodosta, koagulaatiosta ja akuutin vaiheen vastees-
ta, kakeksiasta ja anoreksiasta, akuutista infektiosta,
HIV-infektiosta, shokkitiloista, siirraénnadisen ja isannan
valisistad reaktioista, autoimmuunitaudista, reperfuusio-

vammasta, aivokalvontulehduksesta ja migreenistd.
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20. Patenttivaatimuksen 19 mukainen kayttd, t u n-
nettu siitd, ettd sairaus on valittu kasvaimen kas-
vusta, angiogeneesistd, kasvaimen invaasicsta ja levi&mi-
sesta, etdpesdkkeistd, pahanlaatuisesta askiteksesta ja
pahanlaatuisista keuhkopussin nestepurkautumista.

21. Patenttivaatimuksen 19 mukainen kayttd, t u n-
nettu siitd, ettd sairaus on valittu nivelreumasta,
nivelrikosta, luukadosta, astmasta, multippelisklerocosis-
ta, hermoston rappeumasta, Alzheimerin taudista, ateros-
kleroosista, aivohalvauksesta, verisuonitulehduksesta,
Crohnin taudista ja haavaisesta paksusuolitulehduksesta.

22. Patenttivaatimuksen 19 mukainen kayttd, t u n-
net¢tu siita, ettd sairaus on valittu sarveiskalvon
haavaumasta, verkkokalvotaudista ja kirurgisen haavan pa-
rantamisesta.

23. Patenttivaatimuksen 19 mukainen kayttd, t u n-
nettu siitd, ettd sairaus on valittu psoriasiksesta,
atooppisesta ihottumasta, kroonisista haavaumista ja epi-
dermolysis bullosasta.

24 . Patenttivaatimuksen 19 mukainen kayttd, t u n-
nettu siitd, ettd sairaus on hampaanvieruskudoksen

tulehdus tai ientulehdus.
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