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Menetelmi 2-tetrahydrofuraanijohdannaisen enantiomeerien
valmistamiseksi

Tamid keksintd kohdistuu 2-tetrahydrofuraanijohdan-
naisen enantiomeerien valmistukseen.

Keksinnén mukaisella menetelmdlld on kaavan I mu-
kainen yhdiste

(“"I ot-)
| (+)
0 CH,-0P(=0)0-CH,CH, -N(CH; )3

:(R)

éH;-OC13337

nimittdin(R)-2-[(2~oktadekyylioksimetyylitetrahydrofuran-
2-yylimetoksi )hydroksifosfinyylioksi]-N,N,N-trimetyyli-
etaaniaminiumhydroksidi-siséinen suola-4-oksidi ja sen
(S)-konfiguraation omaava enantiomeeri. '

Kaavan I mukaisen yhdisteen rasemaatti on tunnettu.
Se on kuvattu esimerkiksi US-patenttijulkaisussa 4 673 672
esimerkissd 5 palstoilla 23 - 24; US-patenttijulkaisun yh-
disteiden on kuvattu olevan kayttdkelpoisia kasvainten
vastaisia aineita.

Nyttemmin on havaittu, ett# kaavan I mukaisilla
spesifiselld (R) optisella isomeerilld ja sen enantiomee-
rilld, joita el oltu spesifisesti kuvattu ennen kdsilli
olevan keksinndn prioriteettipdivésd, on ylldttidviid ja hyd-
dyllisid farmakologisia ominaisuuksia, ja ettd ne voidaan
saada lahtien kaavan II mukaisesta yhdisteestd, (R)-2,2-
bis(hydroksimetyyli)tetrahydrofuraanimonobutyraatista

CH,-0 B IX

CH, -OH

joka on suojatussa muodossa.



Tdten keksintd kohdistuu menetelmdién kaavan I mu-
kaisen yhdisteen ja sen enantiomeerin valmistamiseksi,
joka menetelmd k&sittdd kaavan II mukaisen yhdisteen okta-
dekyloimisen ja fosforyylikolinoimisen sekd menetelmissd

5 vdlivaiheina suoritettavat tarkoituksenmukaiset suojaamis-
ja suojauksen poistamisvaiheet.

Esimerkkejd kaavan II mukaisesta yhdisteestd suoja-
tussa muodossa ovat yhdisteet, joissa hydroksiryhmd on

suojattu hydrolyyttisesti lohkeavalla ryhmdlld, kuten kaa-
10 van IIa mukainen yhdiste

O—J—— CH,-0-COC;H,

- (S)

Ila
15 CH,-081i(Phe),
C(CH3)»
ja kaavan IIb mukainen yhdiste
20 < |
- H
0 (0 CH,-0—-COC;3H,
. : IIb
et CH,-0C(Phe);
R 25 Kaavan 1I mukainen yhdiste vapaassa tai suojatussa
2 muodossa on sindllédn uusi. Kaavan II mukaista yhdistettd
ngen vapaassé muodossa tai suojatussa muodossa voidaan valmis-
g8 taa uudella menetelmdlld, jossa enantiospesifisesti mono-
hydrolysoidaan kaavan III mukainen 2,2-bis(hydroksimetyy-
s 30 1li)-tetrahydrofuraanidibutyraatti
.;:E':
W 0 CH,-0—COC; H, III

... 35
- CH,-0C0C, H,
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ja valinnaisesti suojataan vapaassa muodossa oleva kaavan
IT mukainen lopputuote,

Useat farmakologisesti aktiiviset yhdisteet esiin-
tyvét optisten isomeerien seoksena. Huolimatta siitd tosi-
asiasta, ettd haluttu farmakologinen aktiivisuus on usein
perdisin yhdestd isomeeristd, kdytetddn kuitenkin optisten
isomeerien seocksia, koska isomeerien erottaminen on erit-
tdin kallista, mik3d yvlitt83 mahdollisen aktiivisuuden kas-
vun potentiaalisen edun. Kuitenkin on melko ilmeistd, ett#
monet farmakologit ovat selvilld optisten isomeerien seok-
sena annon seurauksista, jolloin yht& tai useampaa isomee-
rid voidaan pitdd epdpuhtautena, jolla ei ole haluttua
terapeuttista tehoa ja joka myds lisdd ei-toivottuja £fy-
siologisia vaikutuksia, kuten toksisuutta.

Useat tdtkimuspyrkimykset on suunnattu menetelmiin
farmakologisesti aktiivisten yhdisteiden spesifisten op-
tisten isomeerien tuottamiseksi ja tdllaiset menetelm3it on
dokumentoitu hyvin. Huomattavaa ndiss& prosesseissa on
entsyymien kdyttd stereospesifisten muutosten aikaansaami-
seksi. Esimerkiksi julkaisussa Chemistry Letters (1988)
1717 - 1720 kuvataan entsyymien katalysoimaa cis-2,5-bis-
(hydroksimetyyli)~-tetrahydrofuraanien asymmetrisaatiota.
Tdsmdllisemmin tdssd viitteessd kuvataan useiden cis-2,5-
bis(hydroksimetyyli)-tetrahydrofuraanien diestereiden
asymmetristd hydrolyysid, jota katalysoi porsaan maksan
esteraasl, porsaan haiman lipaasi tai Candida cylindracea
lipaasi. Esitettyjen tulosten perusteella voidaan n#hda,
ettd saannot ovat melko alhaisia muissa paitsi yhdessd
erityisessd tapauksessa, kohdassa 1 taulukossa 1, jonka
saanto oli 86 %.

Kdsills olevan keksinndn yhteydessd haluttiin saada
optisesti puhtaita vdlituotteita, jotka on johdettu 2,2-
bis(hydroksimetyyli)-tetrahydrofuraanista. Koska entsy-~
maattiset reaktiot ovat yleensd substraattispesifisii, oli
tarve kehittdd sopiva menetelmd 2, 2-disubstituoitujen tet-
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rahydrofuraanijohdannaisten asymmetrisoimiseksi. Vasta-
kohtana 2,5-systeemille 2,2-systeemistd johdetut optisesti
puhtaat monoasetaatit ovat taipuvaisia rasemoinnille mole-
kyylin sisdisen asyylisiirron kautta. Edelld esitetty me-
netelmd, joka johtaa kaavan II mukaiseen yhdisteeseen ja
sen enantiomeeriin, edustaa yksinkertaista ja taloudellis-
ta menetelmdd spesifisen optisen isomeerin valmistamiseksi
hyv#dlld saannolla kdyttden hyvidksi suhteellisen pienii
entsyymimddrid ja mietoja reaktio-olosuhteita. T&lld ta-
voin saatu optinen puhtausaste on yli 96 %, esimerkiksi
noin 99 %. Kemiallinen puhtaus on = 99 %.

Kaavan II mukaista isomeerid voidaan kdyttdd mui-
denkin yhdisteiden valmistamiseksi‘optisesti aktiivisessa
muodossa kaavan I mukaisen yhdisteen ja sen enantiomeerin
lisdksi; kaavan II mukainen yhdiste vapaassa muodossa ja
sen suojatut muodot ovat tdten arvokkaita vdlituotteita
optisesti aktiivisessa muodossa olevien spesifisten farma-
kologisesti aktiivisten yhdisteiden valmistuksessa.

K&silld olevan keksinnén mukainen menetelmd kaavan
I mukaisen yhdisteen ja sen enantiomeerin valmistamiseksi
toteutetaan kdyttdm#dlla tavanomaisia tekniikoita ja reak-
tiovaiheita.

Siten kaavan I mukainen yhdiste voidaan saada esi-
merkiksi seuraavan reaktiosarjan mukaisesti:

II suojatussa muodossa

J/ Vaihe 1
( l v
0— gy CBa-0-8
CH,-O0R

(R = hydrolyyttisesti lohkeava suojaryhmi)



Vaihe 2

o——-_l—— CH,-0-Bz

CH;-OR
(Bz = hydrogenolyyttisesti
ryhm&)

10 Vaihe 3

o—-_l-—- CH,-0-Bz

CH,~0H

\L Vaihe 4
o—_L CH;-0-Bz

CH,-0Cy 3Hj 4

\[/ Vaihe 5

15

20

25
o—lrgy cHz-08
CH;-0Cy 4835
\l, Vaihe 6
30

e

“®) CH;-0P=0

———

CH;-0Cy 4Hs 4

35 J/ Vaihe 7

I

lohkeava suoja-

Vi

VII

VITI

IX
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Vaihe 1 toteutetaan edullisesti alkoholihydrolyy-
silld esimerkiksi metanolilla, kun ld4snd on orgaaninen
emds, kuten trietyyliamiini tai pyridiini, tai ep#orgaani-
nen emds, kuten natrium- tail kaliumkarbonaatti. Reaktio
suoritetaan lé&mpdtilavdlilld noin 0 - 30 °C. Sopivia suo-
jaryhmid ovat erityisesti hydrolyyttisesti lohkeavat ryh-
mdt, kuten silyyliryhmét, esimerkiksi tert-butyylidifenyy-
lisilyyli, tai aralkyyliryhmdt, kuten trifenyylimetyyli
(trityyli). Edullisia ovat kaavojen IIa ja IIb mukaiset
yvhdisteet.

Vaihe 2 k#sittd& kaavan IV mukaisen yhdisteen reak-
tion sopivan reaktiokykyisen johdannaisen, kuten bentsyy-
libromidin kanssa bentsyylin ollessa hydrogenolyyttisesti
lohkeava suojaryhmd Bz, edullisesti natriumhydridin l&sné-
ollessa. Reaktio suoritetaan sopivasti inertissd, orgaani-
sessa liuvottimessa, esimerkiksi syklisessd eetterissé,
kuten tetrahydrofuraanissa, l8mp8tilavdlilld noin O °C -
60 °C tai liuottimen refluksildmpétilassa. Kun suojaryhmd
R on trityyli, natriumhydridid (esim. 60 % dispersio) tdy-
dennetdidn edullisesti tetrabutyyliammoniumjodidilla. Sil-
loin kun ryhm3d Bz on bentsyyli ja ryhmd R tert-butyylidi-
fenyylisilyyli, on kaavan V mukainen yhdiste ($) konfigu-
raatiossa.

Vaihe 3 k#sittdd reaktion edullisesti tetrabutyy-
liammoniumfluoridin kanssa. Tédmd reaktio suoritetaan sopi-
vasti ilnertin, orgaanisen liuottimen, esimerkiksi syklisen
eetterin, kuten tetrahydrofuraanin, tai alemman alkyyli-
nitriilin, kuten asetonitriilin, l&sndollessa. Lampdtila
on noin 0 °C - noin 30 °C. Kun bentsyyli on Bz-ryhmi, kaa-
van VI mukaisella yhdisteelld on (R) konfiguraatio. Vaih-
toehtoisesti reaktioon voidaan vaikuttaa trifluorietikka-
hapon vesiliuoksella, inertin, orgaanisen liuottimen, esi-
merkiksi halogenoidun hiilivedyn, kuten metyleenikloridin,
ldsn&dollessa. Lédmpdtila vaihtelee edullisesti v&lill3 noin
0 - 40 °cC.
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Vaihe 4 kdsittdd alkyloinnin sopivalla oktadekaani-
johdannaisella, kuten l-halo-oktadekaanilla, esimerkiksi
l-bromioktadekaanilla, tai vastaavalla C,;-para-tolueeni-
sulfonaatilla, emdksen, kuten natriumhydroksidin, lasn#dol-
lessa. Reaktio suoritetaan sopivasti, kun lisnd on inertti
orgaaninen liuotin, esimerkiksi dialkyyliamidi, kuten di-
metyyliformamidi tai dimetyyliasetamidi, aromaattinen hii-
livety, kuten tolueeni, bentseeni tai ksyleeni, tai dial-
Kyyliamidin ja aromaattisen hiilivedyn seos. Vaihtoehtoi-
sesti kdytettévd inertti orgaaninen liuotin voi olla dime-
tyylisulfoksidi, syklinen eetteri, Kkuten tetrahydrofuraani
tai niiden seos. Lampd&tila on noin 15 °C - noin 50 °C. Kun
Bz-ryhmd on bentsyyli, on kaavan VII mukaisella yhdisteel-
13 (R) konfiguraatio. Vaihtoehtoisesti voidaan alkyloin-
tiin vaikuttaa esimerkiksi l~bromioktadekaanilla, kun l&s-
nd on natriumhydridi& (60 % dispersio) ja tetrabutyyliam-
moniumjodidia. Reaktio suoritetaan sopivasti inertin or-
gaanisen liuottimen, esimerkiksi syklisen eetterin, kuten
tetrahydrofuraanin, l&sndollessa lé&mpdtilan ollessa noin
0 °C-liuottimen refluksilidmpstila.

Vaihe 5 kdsitt&d kaavan VII mukaisen yhdisteen hyd-
rogenolyyttisen suojauksen poiston, edullisesti esimerkik-
si, kun Bz on bentsyyli, liuottamalla alempaan alkanoliin
ja veteen knoin 15 % asti) ja lis&&m&lla palladiumia hii-
lelld, haluttaessa pieni m#3rd etikkahappoa, ja viem#lli
tuloksena saatu seos paineenalaiseen vetykaasuun l&mpdti-
lassa noin 20 °C - noin 50 °C.

Vaiheessa 6 annetaan kaavan VIII mukaisen yhdisteen
inerttiin orgaaniseen liuottimeen, esimerkiksi halogenoi-
tuun hiilivetyyn, kuten metyleenikloridiin tai klorofor-
miin, tai aromaattiseen hiilivetyyn, kuten bentseeniin tai
tolueeniin 1liuottamisen jdlkeen reagoida edullisesti
2-kloori-2-okso-1,3,2~dioksafosfolaanin kanssa, kun lasni
on tertiddrinen amiiniyhdiste, esimerkiksi C, ,-trialkyyli-
amiini, kuten trietyyliamiini, ja valinnaisesti katalyyt-
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ti, esimerkiksi katalyyttinen m334rd 4-dimetyyliaminopyri-
diini&. Reaktio suoritetaan tyypillisesti l&mp&tilavalills
noin 20 °C - noin 40 °C.

Vaiheessa 7 suoritetaan esullisesti reaktio terti-
ddrisen alkyyliamiini-yhdisteen, kuten trimetyyliamiinin
kanssa. Reaktio suoritetaan edullisesti, kun l8snd on
inertti orgaaninen liuotin, esimerkiksi alempi alkanoli,
kuten metanoli tai etanoli, aromaattinen hiilivety, kuten
tolueeni tai bentseeni, dialkyyliamidi, kuten dimetyyli-
formamidi, tai asetonitriili. Vaikkakaan reaktioldmpétila
ei ole ratkaiseva tekijd, suoritetaan reaktio tyypillises-
ti l&mpdtilavdlilld noin 50 °C - noin 70 °C.

vaiheet 6 ja 7 voidaan edullisesti korvata vaiheel-
la 6', jonka ensimmdinen osa kdsittdd kaavan VIII mukaisen
yhdisteen réaktion fosforioksikloridin kanssa, kun 1l&8snéd
on amiiniemds, kuten pyridiini tai trietyyliamiini. Reak-
tio suoritetaan sopivasti inertin orgaanisen liuottimen,
esimerkiksi halogenoidun hiilivedyn, kuten metyleeniklori-
din, l&dsndollessa. Limpttila on noin 0 °C - noin 40 °C.
Vaiheen 6' toisessa osassa annetaan ensimmiisessd osassa
tuotetun tuotteen reagoida koliini-reagenssin (eli etaani-
aminium, 2-hydroksi,N,N,N-trimetyyli-4-metyyli-bentseeni-
sulfonaatti) kanssa, kun ldsnd on amiiniemds, kuten pyri-
diini tai trietyyliamiini, ja katalyyttinen mddrd 4-dime-
tyyliaminopyridiini#&. Reaktio suoritetaan edullisesti l&m-
pbtilassa noin 10 °C - noin 40 °C.

Kaavan I mukaisen yhdisteen enantiomeerin valmis-
tus voidaan suorittaa saman prosessin mukaisesti ja saman-
kaltaisesti alkaen taas kaavan II mukaisesta yhdisteestd
suojatussa muodossa. Kuitenkin koska konfiguraatio asym-
metrisesti substituoidussa hiiliatomissa tdytyy olla pdin-
vastoin, on substituution, suojauksen ja suojauksen pois-
ton vaiheiden j3rjestys erilainen. Siten yksittdisiin
reaktioihin vaikutetaan esimerkiksi seuraavan sarjan mu-
kaisesti: vaihe 1 (t&mdn jdlkeen vaihe A); vaihe 4 (t&midn
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jdlkeen vaihe B); vaihe 3 (t&@md&n jdlkeen vaihe C); vaihe 6
(té&m3n j&lkeen vaihe D); ja vaihe 7 (tdmdn j&lkeen vaihe
E), jolloin edelld kuvattuja vaiheita 2 ja 5 ei tarvita ja
vaiheet 6 ja 7 voidaan, kuten edelld on kuvattu, korvata
vaiheella 6' (tdmidn j&lkeen vaihe D').
Kaavan I mukaisen yhdisteen enantiomeerin valmistus
voidaan esitt88 seuraavalla reaktiosarjalla:
II suojatussa muodossa

Vaihe A
(= Vaihe 1)
v
l Vaihe B
(= Vaihe 4)
0—_,— CHZ—O—C13H37 X
CH,-0R

(R = hydrolyyttisesti lohkeava suojaryhmi)
Vaihe C
(= Vaihe 3)

0—_'|_‘ CH;*O-C13H37 XI

:(R)

CH,-OH
Vaihe D
(= Vaihe 6)
0—— 5y CH2-0-C1als5 XIT
CH,-0P<0
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\L Vaihe E
(= Vaihe 7)

ol
l (+)
— iéi " CHZ_OP(::O)O-‘CHZ CHz—N(CH3 )3

CH:-OC;a337

kaavan I mukaisen yhdisteen enantiomeeri.

Vaiheet A, B, C, D ja E suoritetaan analogisesti
edelld kuvattujen vaiheiden 1, 4, 3, 6 ja 7 kanssa, td#ssé
jédrjestyksessd; vaihe D' on analogihen edelld kuvatun vai-
heen 6' kanssa. Kaavan X mukaisella yhdisteelld, jossa R
on tert-butyyli-difenyylisilyyli tai trityyli, on (S) kon-
figuraatio.

Edelld mainittu uusi menetelmd kaavan II mukaisen
vhdisteen valmistamiseksi suoritetaan lis&8m#lld sopivaa
entsyymid kaavan III mukaisen yhdisteen puskuroituun vesi-
suspensioon. Lisdtyn entsyymin mddrd on edullisesti noin
1 mg - noin 40 mg per mmol kaavan III mukaista yhdistettd.

Sopiva entsyymi on esimerkiksi porsaan haiman li-
paasi tai mikrobiologinen Candida lipolyticasta valittu
lipaasi, Mucor javanicus lipaasi ja Pseudomonas fluores-
cens lipaasi, jotka kaikki ovat kaupallisesti saatavissa.
Edullisia entsyymejéd ovat porsaan haiman, Mucor javanicus-
mikrobin ja Pseudomonas fluorescens-mikrobin lipaasi. Ent-
syymi lis&tdidn edullisesti kaavan III mukaisen dibutyyli-
esterin puskuroituun vesisuspensioon, jonka pH on sdidetty
arvoon 7 (joko etikkahapolla tai laimealla natriumhydrok-
sidilla). Edullisesti entsyymi lis&tdin dibutyyliesterin
puskuroituun suspensioon lisdliuotinseoksessa, joka seos
sisdlt8d vettd ja n-Cs;,-alifaattista hiilivetyd, eli pen-
taania, heksaania tai heptaania, suhteessa 1:1, jolloin
suspension pH on sdddetty arvoon 7 ennen entsyymin lisdsd-
mistd.
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Vaihtoehtoisesti kaavan III mukainen dibutyylieste-
ri lisdtdin entsyymin puskuroituun vesisuspensioon, jonka
pH on sdddetty arvoon 7 (esimerkiksi joko etikkahapolla
tai laimealla natriumhydroksidilla). Edullisesti dibutyy-
liesteri 1lisdtddn lisdliuotinseoksessa olevan entsyymin
puskuroituun suspensioon, joka lisdliuotinseos sisdltidi
vettd ja n-C,_,~alifaattista hiilivetyd, eli pentaania, hek-
saania tai heptaania, suhteessa 1:1, jolloin suspension pH
on sdddetty arvoon 7 ennen dibutyyliesterin lisd&misti.

Lédmpttila on edullisesti noin 0 °C - noin 30 °C.

Koska kaavan II mukaisella yhdisteelld on rajattu
pysyvyys, on edullista konvertoida témd vapaassa muodossa
oleva kaavan II mukainen yhdiste pysyvamp&3n muotoon, jos-
sa hydroksi~-ryhmd on suojattu. Edullisia suojaryhmid ovat
silyyliryhmdt, kuten tert-butyylidifenyylisilyyli, ja ti-
lavuudeltaan suuret aralkyyli-ryhmdt, kuten trifenyylime-
tyyli (trityyli).

Vapaan kaavan II mukaisen yhdisteen silylointi suo-
ritetaan edullisesti esimerkiksi raa'assa muodossa sopivan
silyylijohdannaisen, kuten t-butyyliklorididifenyylisilaa-
nin kanssa, kun ldsnd on 2 ekvivalenttia imidatsolia, jol-
loin saadaan saannoksi vastaava suojattu yhdiste, esimer-
kiksi kaavan IIa mukaisen yhdisteen (S)-isomeeri. Sily-
lointi suoritetaan sopivasti polaarisessa, aproottisessa
livottimessa, esimerkiksi dialkyyliamidissa, kuten dime-
tyyliformamidissa tai dimetyyliasetamidissa, tai alemmassa
alkyylinitriiliss8, kuten asetonitriilisss, l&mpdtilassa
noin 0 °C - noin 30 °C.

Kun suojaus tapahtuu tilavuudeltaan suurella aral-
kyyliryhm#lld, annetaan kaavan II mukaisen vapaan yhdis-
teen reagoida sopivan reaktiokykyisen aralkyylijohdannai-
sen Kkanssa, kuten trityloinnissa trifenyylikloorimetaanin
kanssa, kun ldsnd on orgaanista emdstd, kuten trietyyli-
amiinia tai pyridiinid, jotta saadaan vastaava suojattu
vyhdiste, esimerkiksi kaavan IIb mukainen (R)-isomeeri.
Reaktio suoritetaan helposti inertissd orgaanisessa liuot-
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timessa, esimerkiksi klooratussa, alifaattisessa hiilive-
dyssd, kuten metyleenikloridissa, l&mpétilassa noin
-30 °C - noin 30 °C.

On ymmdrrettdvd, ettd kaavan II mukaisen yhdisteen
kdytdn lisdksi valmistettaessa kaavan I mukaista yhdistet-
t4 ja sen (S)-enantiomeerid, kuten edelld on kuvattu, voi-
daan kaavan II mukaista yhdistettd ja sen suojattuja muo-
toja kdyttdd valmistettaessa muita farmakologisesti aktii-
visia yhdisteitd, joilla on asymmetrisesti substituoitu
hiiliatomi happiatomin vieress& tetrahydrofuraanirenkaas-
sa, esimerkiksi valmistettaessa US-patenttijulkaisussa
4 673 672 kuvattuja tiettyjen kasvaintenvastaisten yhdis-
teiden optisia isomeerejéd, kun tdllaisia yhdisteitd halu-
taan valmistaa optisesti puhtaassa muodossa.

Kaavan I mukainen yhdiste ja sen enantiomeeri ja
kaavan II mukainen yhdiste vapaassa tai suojatussa muodos-
sa voilidaan eristdd vastaavista reaktioseoksista ja puhdis-
taa tavanomaisilla menetelmills, kuten pylvdskromatografi-
sesti, preparatiivisella ohutlevykromatografialla tai
fraktiotislauksella.

Lidhtdaineena kidytetty kaavan III mukainen yhdiste
voidaan valmistaa kirjallisuudessa kuvatuilla menetelmil-
14, esimerkiksi antamalla 2,2-bis(hydroksimetyyli)tetra-
hydrofuraanin reagoida butyryylikloridin kanssa.

Seuraavat esimerkit kuvaavat kdsilld olevaa keksin-
td8. Kaikki l&mpdtilat on esitetty Celsius-~asteina.

Esimerkki 1

(R)-2-[ (2-oktadekyylioksimetyylitetrahydrofuran-2-
yylimetoksi)hydroksifosfinyylioksi]~N,N,N-trimetyylietaa~
niaminiumhydroksidi-sisdinen suola-4-oksidi

[Kaavan I mukainen yhdiste]

[Menetelmd: kaavan II mukaisen yhdisteen oktadeky-
laatio ja fosforyylikolinaatio suojaamalla vialituote ja
sitten poistamalla sen suojaus]

a) Vaihe 1

48,82 g kaavan IIb mukaista yhdistettd (katso esi-
merkki 5), 3,2 g kaliumkarbonaattia ja 500 ml metanolia
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sekoitetaan huoneenldmméssd ydn yli, jonka jdlkeen reak-
tiosecs laimennetaan 400 ml:lla etyyliasetaattia ja pes-
tddn kyllédstetylld ammoniumkloridiliuoksella. Sitten vesi-
kerros erotetaan ja sitd uutetaan kolme kertaa etyyliase-
taatilla. Etyyliasetaattikerrokset yhdistetddn ja ne pes-
tddn kaksi kertaa kyllastetylld natriumkloridiliuoksella,
kuivataan natriumsulfaatilla ja suodatetaan. Sitten liuo-
tin poistetaan ja raaka tuote kromatografoidaan silikagee-
11114 k&yttden ensin eluenttiseosta, jossa on etyyliase-
taattia ja heksaania 1:3, ja sitten eluenttiseosta, jossa
on etyyliasetaattia ja heksaania 1:1. Tuloksena saadaan
(S)-2-hydroksimetyyli-2-trityylioksimetyylitetrahydrofu-
raania (kaavan IV mukainen yhdisté, jossa R on trityy-
li=trifenyylimetyyli), s.p. 75,2 - 77,6 °C; [a],®= -3,85 °
metanolissa.

b) vaihe 2

Seosta, jossa on 9,857 g natriumhydridia (60 % dis-
persio), 6,961 g tetrabutyyliammoniumjodidia ja 205 ml
tetrahydrofuraania, j&&hdytetddn la&mpdtilaan 5 °C. Sitten
jddhdytettyyn seokseen lis&tddn liuos, jossa on 54,284 g
vaiheessa 1 valmistettua yhdistettd 205 ml:ssa tetrahydro-
furaania, ja tuloksena saatu seos ldmmitet&&n huoneenlam-
pddn ja sitd sekoitetaan 15 minuuttia. Sitten siihen lisd-
t34n liuos, jossa on 20,7 ml bentsyylibromidia 245 ml:ssa
tetrahydrofuraania, ja reaktioseos kuumennetaan refluksi-
ldmp&tilaan, jossa sitd pidetddn samalla sekoittaen 2,5
tuntia. Sitten reaktioseos jashdytet#ddn 10 °C:een ja sam-
mutetaan 45 ml:lla isopropyylialkoholia. Sitten lisdtdén
900 ml kyllistettyd ammoniumkloridiliuosta ja orgaaninen
kerros erotetaan ja se pestddn kylléstetylld natriumklori-
diliucksella, kuivataan natriumsul faatilla, suodatetaan ja
konsentroidaan. Sitten raaka tuote kromatografoidaan sili-
kageelilld kdyttden eluenttina heksaanin ja etyyliasetaa-
tin 95:5 seosta. Tuloksena saadaan (S)-2-bentsyylioksime-
tyyli-2-trityylioksimetyylitetrahydrofuraania (kaavan V
mukainen yhdiste, jossa R on trityyli ja Bz on bentsyyli).
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c) Vaihe 3

Sekoitettuun seokseen, jossa on 64,719 g vaiheessa
2 valmistettua yhdistettd ja 1 600 ml metyleenikloridia,
lisédtdédn esijdsdhdytettyd liuosta, jossa on 240 ml trifluo-
rietikkahappoa 750 ml:ssa vettd, 3ja tuloksena saatua
liuosta sekoitetaan huoneenldmméssd yoén yli. Sitten orgaa-
ninen Kerros erotetaan, se pestd@n kaksi kertaa kylldste-
tylld natriumbikarbonaattiliuoksella, se pest&sn kaksi
kertaa kylldstetylld natriumkloridiliucksella, kuivataan
natriumsulfaatilla, suodatetaan ja konsentroidaan. Sitten
raaka tuote kromatografoidaan silikageelilld kéyttden en-
sin eluenttiseosta, jossa on etyyliasetaattia ja heksaania
1:2, ja sitten k&yttéden eluenttiséosta, jossa on etyyli-
asetaattia ja heksaania 3:2, jolloin saadaan (R)-2-bent-
syylioksimetyyli-2-hydroksimetyylitetrahydrofuraania(kaa-
van VI mukainen yhdiste, jossa Bz on bentsyyli).

d) vaihe 4

Seosta, jossa on 6,764 g natriumhydridid (60 % dis-
persio), 4,775 g tetrabutyyliammoniumjodidia ja 130 ml
tetrahydrofuraania, j&#hdytetd&n 5 °C:een typen ilmakehids-
sd. Sitten jadhdytettyyn seokseen lisétidsn liuosta, jossa
on 22,11 g vaiheessa 3 valmistettua yhdistettd 130 ml:ssa
tetrahydrofuraania, ja tuloksena saatu seos l&mmitetddn
huoneenldmptiseksi ja sitd sekoitetaan 20 minuuttia. Sii-
hen lis&td8n liuos, jossa on 39,79 g l-bromioktadekaania
155 ml:ssa tetrahydrofuraania, ja reaktioseos kuumennetaan
refluksilé&mpdtilaan ja sitd sekoitetaan ydn yli. Sitten
reaktioseos jd&dhdytetdiin 5 °C:een ja sammutetaan 50 ml:lla
isopropanolia, sitten lisdtdan 500 ml kyllistettyd ammo-
niumkloridiliuosta. Sitten orgaaninen kerros erotetaan ja
se pestdln kaksi kertaa kylldstetylld natriumkloridiliuok-
sella, kuivataan natriumsulfaatilla, suodatetaan ja kon-
sentroidaan liuottimen poistamiseksi. Sitten raaka tuote
kromatografoidaan silikageelilld, ensin k#dyttden heksaania
eluenttina ja sitten kdyttden etyyliasetaatin ja heksaanin
1:6 eluenttiseosta, jolloin saadaan (R)-2-bentsyylioksime-~
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tyyli-2-oktadekyylioksimetyylitetrahydrofuraania (kaavan
VII mukainen yhdiste, jossa Bz on bentsyyli).

e) Vaihe 5

11,5 g 10 % palladiumia hiilelld lisidtdin Parr-pul-
lossa liuokseen, jossa on 22,523 g vaiheessa 4 valmistet-
tua yhdistettd 250 ml:ssa 95 % etanoli/vesi-seosta. Sitten
lisdtddn 10 tippaa etikkahappoa ja seos hydrataan huoneen-
lidmméssd paineen alla, kunnes yhteytys on tédydellinen.
Sitten katalyytti suodatetaan pois ja suodos konsentroi-
daan tyhjossd. Sitten sakka kromatografoidaan silikagee-
1il114 k&yttden etyyliasetaatin ja heksaanin 1:3 eluentti-
seosta, ja ndin saadaan (S)~2-~hydroksimetyyli-2-oktadekyy-
lioksimetyylitetrahydrofuraania (kaavan VIII mukainen yh-
diste).

f) vaihe 6°'

500 ml:n 4-kaulaiseen pydredpohjaiseen pulloon li-
sdtddn 10,042 g vaiheessa 5 valmistettua yhdistettad ja
200 ml metyleenikloridia ja ndin saatu liuos j&&hdytetddn
3 °C:een typen ilmakehidssd. Jd8hdytettyyn liuockseen lisd-
td8n 2,57 ml fosforioksikloridia, sitten lis&tddn 4,57 ml
trietyyliamiinja tipoittain, samalla kun ld&mpédtila pide-
td48n 5 °C:n alapuolella. Sitten tuloksena saatua seosta
sekoitetaan huoneenldmmdssd 20 tuntia ja se jé&hdytetddn
5 °C:een. Sitten j&dhdytettyyn seokseen lisdtddn 22,8 ml
pyridiini3, 0,296 g 4-dimetyyliaminopyridiini¥ ja 13,897 g
koliini-reagenssia. Sitten reaktioseosta sekoitetaan huo-
neenlidmméssd 72 tuntia, kiintedt osat poistetaan suodatta-
malla ja seos konsentroidaan liuottimien poistamiseksi.
Sitten ndin saatu sakka liuotetaan seokseen, jossa on
205 ml tetrahydrofuraania, 48 ml vettd ja 25 ml pyridii-
nid, ja t&td liuosta kuumennetaan refluksil&mpbtilaan,
jossa sitd pidetddn 5 tuntia. Sitten liuos jadhdytetdén
huoneenldmpddn, suodatetaan pylvddn ldpi, jossa on 685 g
Amberlite MB-3 ioninvaihtohartsia, ja eluoidaan seoksella,
jossa on 10 % vettd tetrahydrofuraanissa. Sitten otetaan
talteen ne fraktiot, jotka sisdltdvdt haluttua tuotetta,
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ne yhdistetddn ja konsentroidaan ja ndin saatu j&innés
jédhdytetddn 0 °C:een. Sitten lisdtd&n 170 ml asetonia ti-
poittain ja tuloksena saatua suspensiota sekoitetaan

0 °C:ssa 30 minuuttia, jonka ajan j&lkeen saadaan suodat-
tamalla keltaista vahamaista kiintedd ainetta. Sitten
kiinted aine kromatografoidaan silikageelilld, ensin k&yt-
tden metyleenikloridin, metanolin ja veden 79:19:2 eluent-
tiseosta ja sitten metyleenikloridin, metanolin ja veden
10:5:1 eluenttiseosta. Sitten fraktiot yhdistet#&n, kon-
sentroidaan 40 ml:n tilavuuteen ja j&a&hdytetdsn 5 °C:een.
Sitten lis&td3n 160 ml asetonia tipoittain ja wvalkoinen
sakka muodostuu. Sitten seosta sekoitetaan 5 °C:ssa 30 mi-
nuuttia ja kiinted aine otetaan talteen suodattamalla ja
sitten se liuotetaan 250 ml:aan absoluuttista etanolia.
Sen jdlkeen, kun 200 ml liuotinta on poistettu, j&&nnds
lisétdsn tipoittain 260 ml:aan asetonia. Sitten lis#t#didn
1,2 ml vettd ja seos jdshdytetddn 5 °C:een ja pidetddn
tédssd ladmpdtilassa ydn yli, N&in saatu kiinted aine ote-
taan talteen suodattamalla, se pestdén kylmdllsd asetonilla
ja kuivataan korkeatyhjdpumpussa huoneenldmmdssd ja nédin
saadaan otsikon mukaista tuotetta, s.p. 193 °C; [aF =
+1,9° etanolissa.

Esimerkki 2 _

(S)-2-[ (2-oktadekyylioksimetyylitetrahydrofuran-2-
yylimetoksi)hydroksifosfinyylioksi]~-N,N,N-trimetyylietaa-
niaminiumhydroksidi-sisdinen suola-4-oksidi

[Kaavan I mukaisen yhdisteen enantiomeeri]

[Menetelmd: kuten esimerkissid 1]

a) Vaihe A

Katso esimerkki 1, vaihe 1.

b) Vaihe B

Yhdenmukainen esimerkin 1 vaiheen 4 Kanssa paitsi,
ettd kdytetddn ylld esitetyn vaiheen A mukaista yhdistetta
vaiheen 3 mukaisen yhdisteen sijasta, jolloin saadaan (S)-
2-oktadekyylioksimetyyli-2-trityylioksimetyylitetrahydro-
furaania (kaavan X mukainen yhdiste, jossa R on trityyli).
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c) Vaihe C

Yhdenmukainen esimerkin 1 vaiheen 3 kanssa paitsi,
ettd kdytetddn ylld esitetyn vailheen B mukaista yhdistettd
vaiheen 2 mukaisen yhdisteen sijasta, jolloin saadaan (R)-
2-hydroksimetyyli-2-oktadekyylioksimetyylitetrahydrofuraa-
nia (kaavan XI mukainen yhdiste).

d) Vaihe D'

Yhdenmukainen esimerkin 1 vaiheen 6' kanssa paitsi,
ettd kdytetddn ylld esitetyn vaiheen C mukaista yhdistettd
vaiheen 5 mukaisen yhdisteen sijasta, jolloin saadaan ot-
sikon mukaista tuotetta, s.p. 188 °C; [al¥ = -1,9° etano-
lissa.

Esimerkki 3

(R)-2,2~bis(hydroksimetyyli)tetrahydrofuraanimono-
butyraatti

[Kaavan II mukainen yhdiste]

[Menetelmd: enantiospesifinen monohydrolyysi]

a) PPL

1,36 g (5 mmol) 2,2-bis(hydroksimetyyli)tetrahydro-
furaanidibutyraattia (kaavan III mukainen yhdiste) suspen-
doidaan puskuroituun seokseen, jossa on 50 ml vwvettd ja
50 ml heksaania, ja tuloksena saadun suspension pH s#ddde-
t33n arvoon 7 lisdam#dlld etikkahappoa ja/tai 2N natrium-
hydroksidia. N&din saatuun puskuroituun suspensioon lisé-
t&88n samalla sekoittaen 100 mg porsaan haiman lipaasia
(PPL) (yhtidstd Sigma Chem. Corp.:; 42 U/mg), joka saa ai-
kaan vadlitttmén reaktion. Reaktion annetaan jatkua ja sa-
malla pH pidetddn jatkuvasti s#ddettynd arvoon 7 lis88mal-
14 2 N natriumhydroksidia. Sen jdlkeen, kun reaktio hidas-
tuu (noin 45 minuuttia), faasit erotetaan ja vesifaasia
uutetaan kolme kertaa etyyliasetaatilla. Sitten orgaaniset
faasit yhdistetdan, kuivataan magnesiumsulfaatilla, suoda-
tetaan ja konsentroidaan tyhjodssd, jonka j&lkeen saadaan
raaka tuote. Sen jdlkeen, kun on suoritettu liekkikromato-
grafointi silikageelilld kdytt8en eluenttina heksaanin ja
etyyliasetaatin 1:1 seosta ja Kugelrohr tislausta, saadaan
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otsikon mukaista tuotetta (81jy; saanto 89 %:; kemiallinen
puhtaus 99 %; [aF] = +19,5° tolueenissa.

b) PPL

3 litran pulloon, jossa on sekoittaja, pH-mittari
ja auto-byretti, lisdt&i8n 1 litra pH 7 puskuria, 1 litra
heksaania ja 2,2 g lipaasia PPL, sitten ndin saadun sus-
pension pH sdddetddn arvoon 7 lisd&mdlld etikkahappoa.
Ndin saatuun suspensioon lis8td8n samalla sekoittaen
27,2 g 2,2-bis(hydroksimetyyli)tetrahydrofuraanidibuty-
raattia (laimennettu minimimd8rdlld heksaania). Reaktion
annetaan edetd ja samalla pH pidetd&n jatkuvasti sdddetty-
nd arvoon 7 lisd&mdlld 2 N natriumhydroksidia. Sen jal-
keen, kun reaktio on noin 98 % ‘taydellinen, kaadetaan
reaktioseos 1 litraan etyyliasetaattia ja uutetaan. Orgaa-
ninen kerros erotetaan, kuivataan natriumsulfaatilla, suo-
datetaan silikageelin 1l48pi ja haihdutetaan, jolloin saa-~
daan otsikon mukaista tuotetta raa'assa muodossa (6ljy:
kemiallinen puhtaus > 99 %; [aFy = +19,5° tolueenissa; k.p.
125 °C paineessa 0,5 mmHg kdyttden bulb-to-bulb tislaus-
ta).

c) LMJ

Yhdenmukainen esimerkin 2 vaiheen a) kanssa paitsi,
ettd kaytetdidn ylld esitetyn entsyymin PPL sijasta 19 mg
mikrobista lipaasia Mucor javanicusista_(LMJ) (yhtidstéa
Fluka Chemical Co.; 5 U/g), ja annetaan reaktion jatkua
5,5 tuntia 45 minuutin sijasta, jolloin saadaan otsikon
mukaista tuotetta (8ljy: saanto 64 %; [aF] = +14,3° toluee-
nissa).

Lihtdaine saadaan seuraavasti:

Kaksi-kaulaiseen, py®Sredpohjaiseen pulloon (varus-
tettu lisdyssuppilella, refluksilauhduttimella ja poisto-
aukolla HCl erxrottimeen), joka sisdltdsd 101,6 g 2,2-bis-
(hydroksimetyyli )tetrahydrofuraania 800 ml:ssa dikloorime-
taania, lisdt&@&n 176 ml butyryylikloridia (heikosti ekso-
terminen) 40 minuutin aikana. Tuloksena saatua liuosta
(vetykloridikaasu on sammutettu) sekoitetaan 21 tuntia,



-
s sane
-

.
sEr B¥E 3 &

L
..
..

L1}

L
-
L]
-
sas sass s

10

15

20

30

35

19

minkd jalkeen lisdtddn 1 200 ml vesipitoista natriumbikar-
bonaattiliuosta 30 minuutin aikana. Faasit erotetaan ja
vesifaasia uutetaan kolme kertaa dikloorimetaanilla. Or-
gaaniset faasit yhdistetdin, kuivataan magnesiumsulfaatil-
la, suodatetaan ja konsentroidaan tyhjdssi. Tuloksena saa-
tu keltainen j&#nnds tislataan, jonka jdlkeen saadaan 2,2-
bis(hydroksimetyyli)tetrahydrofuraanidibutyraattia (vdri-
tén neste; k.p. 127 - 128 °C paineessa 0,4 mmHg).

Esimerkki 4

(S)-2-difenyylisilyylioksimetyyli-2-hydroksimetyy-
litetrahydrofuraanibutyraatti

[Kaavan IIa mukainen yhdiste]

[Menetelmd: kaavan II mukaisen vhdisteen suojaus]

6,06 g raa'assa muodossa olevaa esimerkin 3a) mu-
kaista yhdistettd liuotetaan 75 ml:aan dimetyyliformamidia
ja liuokseen lis#dtdsn 4,08 g imidatsolia ja 12,38 g t-bu-
tyyliklooridifenyylisilaania. Sitten t&td liuosta sekoite-
taan huoneenldmmdssd, kunnes ldhtbainetta ei ole endd ha-
vaittavissa (noin 3 - 12 tuntia). Sitten lis&td&n 75 ml
vettd ja ndin saatua seosta uutetaan neljd kertaa dietyy-
lieetterilld. Sitten orgaaniset faasit yhdistetdén, pes-
td4n 100 ml:lla vettd, Kkuivataan magnesiumsulfaatilla,
suodatetaan ja konsentroidaan tyhjdssd. Sen jdlkeen, kun
on suoritettu keskipainenestekromatografia silikageelilld
kdyttden heksaanin ja etyyliasetaatin 9:1 seosta eluentti-
na, saadaan otsikon mukainen tuote (6ljy).

Esimerkki 5

(R)-2~hydroksimetyyli-2-trifenyylimetoksimetyyli-
tetrahydrofuraanibutyraatti

[Kaavan IIb mukainen yhdiste]

[Menetelm&: kaavan II mukaisen yhdisteen suojaus]

21,5 g edelld kuvatun esimerkin 3b) mukaista yhdis-
tettd liuotetaan 400 ml:aan metyleenikloridia ja ndin saa-
tu liuos jédhdytetdsdn -30 °C:een. Jadhdytettyyn liuokseen
lig&té&n 10,51 ml pyridiinid ja liuos, jossa on 33,454 g
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trifenyylikloorimetaania 100 ml:ssa metyleenikloridia,
samalla kun l8mpdtila pidetddn ~30 °C:ssa. Sitten reaktio-
seoksen annetaan l&mmet& hitaasti y®6n aikana huoneenlém-
pbdén, sitten se laimennetaan 400 ml:lla etyyliasetaattia,
pestddn kaksi kertaa 2 N suolahapolla, ja pestdsn kaksi
kertaa kylldstetylld natriumkloridiliuoksella. Sitten or-
gaaninen kerros kuivataan natriumsulfaatilla, suodatetaan
ja liuvottimet poistetaan, jolloin saadaan otsikon mukainen
tuote raa'assa muodossa.

Lisdksi on havaittu, ettd kaavan I mukaisella yh-
disteelld ja sen enantiomeerilld on yll&tt&vi8 ja edulli-
sia farmakologisia ominaisuuksia.

Kuten jo edelld on esitetty,'on vastaava rasemaatti
tunnettu esimerkiksi US-patenttijulkaisun 4 673 672 esi-
merkistd 5 kasvainten vastaisena aineena. Nyt on havaittu,
ettad kasvaimeh vastaiset ominaisuudet ovat perdisin p&&-
asiallisesti (S)-isomeeristd, kun (R)-isomeerin, eli kaa-~
van I mukaisen yhdisteen, on havaittu olevan tehoton tuos-
sa indikaatiossa.

Vield yllattivémpdd on se, ettd on havaittu, ettd
kaavan I mukainen yhdiste toisaalta, eli (R)-isomeeri, on
indikoitu kéytettdvéksi multippeliskleroosissa. Ta&m& uusi
aktiivisuus on perdisin p#dasiallisesti (R)-isomeeristd,
kun taas (S)-isomeeri on tehéton. Tdtd aktiivisuutta tdta
kidyttdHd varten ei ole esitetty missddn tdlle rasemaatille
kdsilla olevan keksinndn prioriteettipédividna.

Keksinndn mukaisella menetelmdlld saadaan siten
kaksi enantiomeerista yhdistettd, joista kummallakin on
hyddyllista farmakologista aktiivisuutta, jota toisella
isomeerilla ei ole. Tdm# havainto korostaa kummankin puh-
taan isomeerin saamisen toivottavuutta ja edullisuutta,
joihin edelld on yleisesti viitattu.

Kaavan I mukaisen yhdisteen aktiivisuus késitel-
tédessd multippeliskleroosia (keskushermoston pesdkekovet-
tumatauti) voidaan osoittaa kdytt&mdlld seuraavia testime-
netelmid:
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1. Kokeellinen allerginen enkefalomyeliitti (=aivo-
selkdydintulehdus) (EAE testi) rotassa; ehk#isevd hoito:
[Levine et al., Am.J.Path; 47 (1965) 61; McFarlin et al.,
J.Immunol. 113 (1974) 712; Borel, Transplant. & Clin.
Immunol. 13 (1981) 3]:

Urospuolisten Wistar rottien takakdp&liin injektoi-

daan 0,1 ml naudan selkdydintd ja puhdasta Freundin adju-
vanttia. Testiyhdistettd annetaan annoksilla 5 -
50 mg/kg/pdivd suun kautta 5 pdivénd viikossa aloittaen
herkistyspdivdnd ja jatkaen 2 viikkoa. EAE:n puhkeaminen
kontrolliryhméissd, jotka eivdt saa lddkitystd, tapahtuu
yleensd 9 - 16 pdivdd herkistyksen jédlkeen ja se havaitaan
takaraajojen ja h#nnén halvaantumisoireina. Koe-eldimet
tarkastetaan pdivittdin taudin oireiden havaitsemiseksi ja
taudin ilmenemistd arvioidaan oireiden vakavuuden mukaan.
Totaalinen halvaantuminen tarkoittaa molempien takajalko-
jen ja hé@nndn tdydellistd lamaantumista. Koe-el#imid tark-
kaillaan yhteensd 50 pdivdn ajan.

Annettaessa kaavan I mukaista yhdistettd ylld kuva-
tuilla annoksilla, tarkkaillaan kliinisten oireiden ilme-
nemisen todellista vdhenemistd koeajalla verrattuna place-
boa saaviin kontrolliryhmiin.

2. Kokeellinen allerginen enkefalomyeliitti (EEA
testi) rotassa; terapeuttinen hoito:

Testaus suoritetaan yhdenmukaisesti ylld kuvatun
testin kanssa paitsi, ettd8 koeyhdistettd aletaan antaa
seitsemdntensd pdivdnd herkistyksen jalkeen (eli valittd-
midsti ennen taudin oireiden ilmenemistd) annoksilla 5 -
50 mg/kg/p8iv8 oraalisesti joko joka pdivd tai joka toinen
paiva jatkuen yhden viikon ajan. T&mé&n koejakson aikana
eldimet tarkastetaan joka pdivd taudin oireiden havaitse-
miseksi ja taudin ilmenemist& arvioidaan samoin kuin edel-
lisessd testimenetelmdssa.

Annettaessa kaavan I mukaista yhdistettd edelld
kuvatuilla anncoksilla, havaitaan merkittdvd EAE-taudin
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oireiden vdheneminen koeaikana verrattuna placeboa saaviin
kontrolliryhmiin.

Seuraavat tulokset saatiin, kun rasemaattia, eli
US-patenttijulkaisun 4 673 672 esimerkin 5 mukaista yhdis-
tettd, kaavan I mukaista yhdistettd ja sen enantiomeerii
annettiin 25 mg/kg/pdiva:

EAE-testi
Yhdiste Ehkéisev§ hoito Terapeuttinen hoito
Eldimill] tot. Eldimill3 EAE)
halvaus)
INo/kok.m. % INo/kok.m. %
Kontrolli 33740 83 40/4
US 4 673 672 esimerkki 5 3/7 43 2/70 lgg
Kaavan I yhdiste 5714 36
Kaavan I yhdisteen enantiomeeri 19,14 a6

D pldinten lukum#ird, joilla on tot. halvaus tai vastaa-
vasti taudin oireita per hoidettujen rottien kokonaismaa-

ra.

Kuten ylla olevista tuloksista voidaan ndhdd, ndyt-
t84 siltd, ettd kaavan I mukaisen yhdisteen enantiomeeris-
t4 ei ole hyttyd hoidettaessa multippeliskleroosia annok-
sella 25 mg/kg/pédivd ylla kuvatulla menetelmdlld. Lis3ksi
voidaan n#hdi, ettd kaavan I mukainen yhdiste on selvidsti
tehokkaampi hoidettaessa multippeliskleroosia kuin rasee-
minen seos, eli US-patenttijulkaisun 4 673 672 esimerkin 5
mukainen yhdiste.

3. Kokeellinen allergisen enkefalomyeliitin krooni-
nen uusiutuminen (CR~EAE testi) rotassa; terapeuttinen
hoito:

Testaus suoritetaan yhdenmukaisesti ylld kuvatun
menetelmdn kanssa paitsi, ettd antigeeninen seos koostuu
marsun selkidytimestd, joka on emulgoitu Freundin adjuvant-
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tiin, johon on lis&tty Mycobacterium tuberculosisia. Koe-
yhdistettd annetaan annoksilla 5 - 50 mg/kg/pdivad suun
kautta 16 pdivdn ajan, alkaen pdivédnd 16, joka vastaa en-
simmdisen spontaanin remission (taudin lieveneminen) alka-
mista. Koeajan aikana eldimet tarkastetaan p&ivittdin tau-
din oireiden havaitsemiseksi ja ne arvioidaan kuten edella
on kuvattu.

Sekd kaavan I mukainen yhdiste ettd US-patenttijul-
kaisun 4 673 672 esimerkissd 5 esitetty yhdiste ovat te-
hokkaita inhiboitaessa lievistd vakavien kliinisten oirei-
den ilmaantumista hoitoajan. Kuitenkin vield huomattavam-
paa on se, ettd kun ld&8kkeet lopetetaan pdivand 32, t&téa
ei seuraa pahentunut uudelleen sairastuminen hoidetuissa
eldimissé: hoito ehkdisee uudelleen sairastumisen ilmene-
mistd l&3kkeen lopettamigsen jdlkeenkin, eli rotat parane-
vat. On myds ilmeist&, ettd kaavan 1 mukainen vhdiste on
tehokas suojaamaan tdysin kaikkia el&imi8 sekd hoidon ai-
kana ettd ld&dkkeen lopettamisen jdlkeen. Kaavan I mukaisen
vhdisteen enantiomeerilld on paljon vahemm&n tehokasta
suojaavaa vaikutusta hoidon aikana, koska useat eldimet
osoittavat merkkejd EAE:sta. Kontrolliryhmédn eldimet sai-
rastuvat uudelleen helposti hoitoajan aikana sekd 35 pédi-
vén jédlkeen useat rotat menevdt Kolmanteen ja pitk&lliseen
sairastumisfaasiin. »

4. Hidastetun tyyppinen yliherkkyys (DTH testi)
hiiressi:

DTH:n epédsuoraa keskeytystd kloonatuilla auttaja
T-soluilla testataan hiirillsd, joita on injektoitu subku-
taanisesti kloonatuilla auttaja T-soluilla yhdessd sopivan
antigeenin, nimittdin lampaan erytrosyyttien, kanssa yh-
dessd takajalan k3péléassd ja sama klooni plus siitd riip-
pumaton antigeeni kontrollina toisessa kdpdldsséd. Ladkkeet
annetaan oraalisesti kaksi kertaa, ensimm#inen pdivai en-
nen ja taas soluinjektion antamisaikana. 24 tunnin jédlkeen
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kdpdldn paksuuden kasvu mitataan. Turvonnut kép&ld ilmais-
taan prosentteina verrattuna kontrolliryhméd&n (placebo).
Seuraavat tulokset saatiin:

DTH testi
Yhdiste DHT:n suppressio (%) annoksella
2 x 40 mg/kg 2 x 80 mg/kg
Kontrolli 0 0
US 4 673 672 esimerkki 5 31 88
Kaavan I yhdiste 73 88
Kaavan I yhdisteen enantiomeeri 16 40

DTH reaktion keskeytymist& havaitaan sek&d kaavan I
mukaisella yhdisteelld ettd US-patenttijulkaisun 4 673 672
esimerkissd 5 kuvatulla yhdisteelld. Sitd vastoin kaavan I
mukaisen yhdisteen enantiomeeri osoittaa suhteellisen
heikkoa inhiboivaa vaikutusta kummallakin annoksella.

Kaavan I mukaisen yhdisteen tarkka annos kdytet-
téessid sitd multippeliskleroosin hoidossa riippuu useista
tekijbistd, kuten isd@nndstd, hoidettavan tilan luonteesta
ja wvakavuudesta ja antamisen tavasta. Kuitenkin yleenséa
multippeliskleroosin oireiden tyydyttédvd inhibointi saavu-
tetaan, kun yhdiste annetaan oraalisesti pé&ivdannoksen
ollessa noin 0,5 mg - noin 30 mg painokiloa kohden, edul-
lisesti noin 1 mg/kg - 20 mg/kg. Pé&ivdn kokonaisannos on
normaalisti noin 100 mg - 600 mg. Edullinen pd&divitté&inen
annos on 100 mg ~ 300 mg.

Kaavan I mukainen yhdiste voidaan yhdist&d yhden
tai useamman farmaseuttisesti hyvidksyttédvan kantajan kans-
sa ja valinnaisesti yhden tai useamman tavanomaisen far-
maseuttisen adjuvantin kanssa ja se voidaan antaa oraali-

sesti tablettien, dispergoituvien jauheiden, rakeiden,
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kapseleiden, eliksiirien, suspensioiden ja vastaavien muo-
dossa. Koostumukset voidaan valmistaa tavanomaisilla mene-
telmilla.

Kaavan I mukaisen yhdisteen enantiomeerin aktiivi-
suus hoidettaessa kasvaimia voidaan osoittaa kayttémdlla
seuraavia koemenetelmiéd:

1. Kasvainsolun sytotoksinen testi (TCC testi):

Tasapohjaisille mikrotiitterilevyille (nunc Roski-
eide, Tanska) laitetaan Abelson 8.1 lymfoomaa, YAC-1-,
L1210- +tai P815 kasvainsoluja Dulbecon modifioidussa
Eagle-alustassa (DMEM) + 10 % vasikan sikidseerumia ja
kasvainsoluja sisdltdvid levyjd inkuboidaan yhdessd 1, 3
ja 5 pg testiyhdistettd 6 - 72 tunnin ajan. Eldvien Kkas-
vainsolujen md&ra l&dsnd Abelson 8.1, Yac-1, L1210 ja P815
médrityksissd mddritetddn mittaamalla alkalinen fosfataasi
seuraavalla tavalla: kasvainsélulevyja sentrifugoidaan
(500 x g) 10 minuutin ajan ja supernatantti heitetdin
pois. Ilman lisdpesuja lis&t&8n 100 pl puskuria, joka si-
sédltdd 20 pl dietanoliamiinia, 2 pM MgCl,x6H,0, 2,5 M
p-nitrofenyylifosfaattia ja 10 mg Triton X-100:a. Nayttei-
t8 inkuboidaan 60 minuuttia huoneenldmm$ssd@ ja entsymaat-
tinen reaktio lopetetaan lis&&m&11la 100 pl 0,5 N NaOH:a.
Sitten mitataan absorbanssi 405 nM kéyttéep Titertek
Multiskan laitetta.

72 tunnin inkubointijaksona saatiin seuraavat tu-

lokset:
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TCC testi
Yhdiste pitoisuus Inhibitio kasvainsoluilla (%)
(ug/ml)
Abelson 8.1 YAC-1 L1210 P815
US 4 673 672 esimerkki § 1 68 19 0 40
3 97 74 80 87
5 98 91 91 95
Kaavan I yhdisteen enantio- 1 91 40 45 84
meeri 3 98 78 92 93
5 98 91 97 97
Kaavan I yhdiste 1 29 8 16 32
3 93 86 76 80
5 95 96 87 97

Kuten ylld olevista tuloksista voidaan n&hd& kaavan
I mukaisen yhdisteen (S)-enantiomeeri on selvdsti tehok-
kaampi hoidettaessa kasvaimia kuin raseeminen seos, eli
US-patenttijulkaisun 4 673 672 esimerkin 5 mukainen yhdis-
te ja kaavan I mukainen yhdiste. Erityisemmin (S)-isomeeri
on tehokkaampi inhiboitaessa erityyppisid kasvaimia kuin
kumpikaan raseemisista seoksista tai (R)-isomeeri, erityi-
sesti alhaisemmissa pitoisuuksissa.

2. ET-18-0CH, testin vaikutus sytotoksisuuteen
(IC-ET testi):

[BALB/CX57/BL.]Fl hiiristd saatuja luuytimen soluma-
krofaageja (10°/kaivo) inkuboidaan yhdessd 10 pg (%)-1-ok-
tadekyyli-2-metoksi-3-fosforyylikoliinin (ET-18-=CH,) kans-
sa 24 tuntia tasapohjaisilla mikrotiitterilevyilld (Nunc
Roskieide, Tanska), sitten ne sentrifugoidaan ja pestdén
kerran. Sitten levyille, joissa on Abelson 8.1 lymfoomaa,
YAC-1, L1210 tai P815 kasvainsoluja DMEM + 10 % vasikan
luuydinseerumissa, lisétd&n 1 pg, 3 pug ja 5 pg koeyhdis-
tettd. Kun ET-18-OCH; (10 pg) sytotoksisuus on asetettu
100 %$:ksi, mddritetddn sytotoksisen tehon inhibitio tai
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lisdys mitattuna alkalisella fosfataasi-mé&ritykselld, ja
arvot merkitddn ylds 72 tunnin jdlkeen testiaineille.

Seuraavat tulokset saatiin:

IC-ET testi

Yhdiste pitoisuus Inhibitio kasvainsoluilla (%)
(ug/ml)

Abelson 8.1 YAC-1 L1210 P815

US 4 673 672 esimerkki 5 1 99,6 84 90,6 96
3 99,8 97,5 98,4 99,
5 99,9 98,8 99,1 99,
Kaavan I yhdisteen enantio- 1 99)5 89 96,6 97,6
meeri 3 99)7 97,7 99,4 98,9
5 99,8 9931 99,8 99,7
Kaavan I yhdiste 1 99’2 89 94,7 96
3 99,7 98,4 986 98!
5 99,6 99,1 98,9 98

Kuten ylld olevista tuloksista wvoidaan n&hdd on
kaavan I mukaisen yhdisteen enantiomeeri tehokkaampi
ET-18-0CH, sytotoksisen tehon lisd8misessd erityyppisissd
kasvaimissa kuin raseeminen seos eli US-patenttijulkaisun
4 673 672 esimerkin 5 mukainen yhdiste ja kaavan I mukai-
nen yhdiste. _

3. In vivo Meth A fibrosarkooma testi hiiressi:

Meth A fibrosarkoomasoluja indusoidaan BALB/C hii-
rissd antamalla metyylikolantreenid 0ld et al. kuvaaman
menetelmin mukaisesti (Ann.N.Y.Acad.Sci., 101 (1962) 80).
N&m& kasvainsolut otetaan talteen vatsakalvon ontelosta
10 - 12 pdivad metyylikolantreenin annon jalkeen. Kymmenen
10 - 12 wviikon ik#istd CBF, bhiirtd Kkukin implantoidaan
7,3 x 10° Meth A sarkoomasoluilla ja nimi toimivat kontrol-
lina. Toinen kymmenen CBF, hiiren ryhmd& implantoidaan
7,3 x 10° Meth A sarkoomasoluilla ja implantoimisen j&lkei-
send paivind kutakin hiirtéd késitellé&n p.o. 5 -~ 50 pg:lla
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koeyhdistettd per pdivd ja kokonaishoitoaika on 20 tai 27
pdivdd. Kasvaimen kasvu ja eloonjdidneet médritetsin padivi-
nd 7, 14, 21 ja 28 kasvaimen implantoinnin j&lkeen.

- Seuraavat tulokset saatiin:

In vivo Meth A fibrosarkoomatesti hiiressd

Yhdiste pitoisuus Kasvaimentilavuus Eloon-
L (% kontrollista) . jadneet
(ug)hiiri) pv 7 pv 14 pv 21 pv 28 Tei kasv.)

10 -

US 4 673 672 esimerkki 5 5 82 47 20 32 3710
50 76 38 14 21 6/10
Kaavan I yhdisteen enantio~ 5 66 19 6 11 8/10
meeri 50 70 28 8 13 8/10
15  Kaavan I yhdiste 5 90 52 21 37 2/10
50 85 53 21 32 3/10

Kuten yllad olevista tuloksista voidaan n&hdi&, on

kaavan I mukaisen yhdisteen enantiomeeri paljon tehokkaam-

20 pi hoidettaessa kasvaimia kuin raseeminen seos eli US-pa-

tenttijulkaisun 4 673 672 esimerkin 5 mukainen yhdiste ja
kaavan I mukainen yhdiste, erityisesti pienemmillid annok-
sella. Lisdksi kun yksikddn kontrolliryhmén eldimistd ei
jd&nyt henkiin 8 kymmenestd eldimestd, joille annettiin

sse 30 - .
e savn

a
e

25 5 pg (S)-isomeerid jaiviat henkiin.

(]
..

Sen tosiasian perusteella, ettd kaavan I mukaisen

.
L]
.
s e supm  ww

vyhdisteen enantiomeeri on tehokkaampi hoidettaessa kasvai-

"
as @
*
.

mia kuin sen raseeminen seos, eli US-patenttijulkaisun

. 4 673 672 esimerkissd 5 esitetty seos, voidaan sanca, ettd

30 farmaseuttisilla koostumuksilla, jotka sisé&dltdvit kaavan I

: mukaisen yhdisteen enantiomeerid aktiivisena ainesosana,

: on terapeuttisia etuja verrattuna raseemisen seoksen si-
: sdltdviin farmaseuttisiin koostumuksiin.

.es Kuten multippelisklercosissa kédytettdvdn kaavan I

* 35 mukaisen yhdisteen kohdalla todettiin, riippuu kaavan I
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mukaisen yhdisteen enantiomeerin tarkka annos kdytettiessi
sitd kasvainten, esimerkiksi useiden lymfoomien, sarkoo-
mien, myeloomien ja leukemioiden, inhiboinnissa useista
tekijdistd, kuten isdnndstd, hoidettavan tilan luonteesta
ja vakavuudesta, antamisen tavasta ja kdytetystd yhdis-
teestd. Kuitenkin yleensd tyydyttdvd kasvainten inhibitio
saavutetaan, kun yhdistettd annetaan enteraalisesti, edul-
lisesti oraalisesti tai parenteraalisesti paivdaannoksen
ollessa noin 1 mg ~ noin 100 mg painokiloa kohden, edulli-
sesti noin 2 mg/kg - 50 mg/kg. P&divdn kokonaisannos on
normaalisti noin 50 mg - 1 000 mg, edullisesti noin
100 mg - noin 700 mg. Tyypillinen pédivittdinen annos on
400 mg tai 10 mg/kg intravenoosisesti 24 tunnin aikana.
Tyypillinen annosyksikké oraalisessa annossa 2 - 4 kertaa
paivassd kasvainten inhiboinnissa voi sisdltdi noin
75 mg - noin 300 mg yhdistettd. Edulliset oraaliset annos-
yksikot kasvainten inhiboimiseksi sisdltévdt noin 75 mg -
noin 250 mg, edullisesti noin 100 mg - noin 200 mg yhdis-
tettd. Kaavan I mukaisen yhdisteen enantiomeeri voidaan
yhdist&dd yhden tai useamman farmaseuttisesti hyvédksyttédvén
kantajan kanssa ja sitd voidaan antaa oraalisesti tablet-
tien, dispergoituvien jauheiden, rakeiden, kapseleiden,
eliksiirien ja suspensioiden muodossa.

Kaavan I mukainen yhdiste ja vastaavasti sen enan-
tiomeeri voidaan formuloida sellaisiin farmaseuttisiin
koostumuksiin, jotka sisdltdvat mainittua ortisesti aktii-
vista yhdistettd sellaisen md&rdn, joka on tehokas hoidet-
taessa multippelisklerocosia tai, vastaavasti, kasvaimia,
jolloin mainitut koostumukset ovat yksikkéannosmuodoissa
ja sisdltdvat kiintedn farmaseuttisesti hyvdksyttdvan kan-
tajan.

Tabletit ja kapselit, jotka sis&ltavét alla esitet-
tyjd ainesosia, voidaan valmistaa tavanomaisilla menetel-
milld ja ne ovat hyddyllisi8 hoidettaessa multippeliskle-
roosia tai vastaavastl inhiboitaessa kasvaimia:
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Ainesosa Tabletti Kapseli
paino (mg)‘
Kaavan I yhdiste tai sen enantiomeeri 150 150
Tragantti 10 -
Laktoosi (spray-kuivattu) 197,5 250
Maiggitdrkkelys 25 -
Talkki 15 -
Magnesiumstearaatti 2,5 -
kokonaismdard: 400 400

Valmistuksen ja antamisen helppouden kannalta edul-
lisia farmaseuttisia koostumuksia ovat kiinte#dt koostumuk-
set, erityisesti nesteet tai kovatdytetyt kapselit ja tab-
letit, jotka sisdltdvsdt noin 100 mg - noin 300 mg kaavan I
mukaista yhdistettd tai vastaavasti noin 100 mg ~ noin
200 mg sen enantiomeerid.



10

15

20

25

30

35

iy

31
Patenttivaatimukset

1. Menetelmd kaavan I mukaisen yhdisteen, nimitt&in
(R)-2-[(2-oktadekyylioksimetyylitetrahydrofuran-2-yylime-
toksi )hydroksifosfinyylioksi]-N,N,N-trimetyylietaaniami-
niumhydroksidi-sisdinen suola-4-oksidin, ja sen enantio-

meerin valmistamiseksi,
ot=)

(+)
—w CH,-0P(=0)0-CH,CH; -N(CH; )3 I

CH,-0Cy ¢ H 9

tunnettu siitd, ettd oktadekyloidaan ja fosforyy-
likolinoidaan kaavan II mukainen (R)-2,2-bis(hydroksime-
tyyli)tetrahydrofuraanimonobutyraatti

O——:IW CH,-0—C0C;3H, II
CH, -OH

ja kdytetdsn sopivasti vdlivaiheina suojausta ja suojauk-

sen poistoa.
2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd,

tunnettu siitd, ettd kaavan II mukainen yhdiste on
suojatussa muodossa ja se on kaavan IIa mukainen yhdiste

L

0— gy~ CH2-0-COC3Hy

: IIa
CH,-0Si(Phe);
C(CH3)s
3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd kaavan II mukainen yhdiste on
suojatussa muodossa ja se on kaavan IIb mukainen yhdiste
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o—,— CH, -0-COC; H-

:(R)

. IIb
CH;-0C(Phe),

4. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd kaavan
I mukaisen yhdisteen valmistamiseksi, tunnet tu
siit8, ettd8 se suoritetaan seuraavan reaktiosarjan mukai-

sesti:
I1 suojatussa muodossa
J/ Vaihe 1
: —J—— CH,-0-H v
0 -(5) 2
CH,-OR
(R = hydrolyyttisesti lohkeava suojaryhméd)

l vaihe 2
:o—J— CH,-0-Bz v

CH,-0R
(Bz = hydrogenolyyttisesti lohkeava suoja-
ryhmé&)

Vaihe 3

0—,I— CH,-0-Bz VI

CH,-0H
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Vaihe 4

5 (] |
0—- CH,-0-Bz VII

éHz-OC]. sHi9

\L Vaihe 5
10 '
—-I——- CH,-0H VIII
0 - (8) 2 :
CH,-0C, gH39
15 \l, Vaihe 6
0 :(R) CH,-0P=0 ’ IX
CH,-0Cy ¢ B -
20 2-0CyH37
J/ Vaihe 7
P ) I
e 25 5. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelm# kaavan
OO I mukaisen yhdisteen enantiomeerin valmistamiseksi,
e tunnettu siitid, ettd se suoritetaan seuraavan
P’ reaktiosarjan mukaisesti:
II suojatussa muodossa
s 30 Vaihe A
. (= Vaihe 1)

IV
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l Vaihe B
(= Vaihe 4)

O_—_l'_ CH:—O‘C]_ 5&3 7

CH,-OR

(R = hydrolyyttisesti lohkeava suojaryhmi)
Vaihe C
(= Vaihe 3)

0—-—1'-—- CH;-0-Cy 8837 XI

+(R)
CH,-OH

| vVaihe D
(= vVaihe 6)

o-—-l-—-— CH,-0-Cy4H39 X1l

-(8)

CH;-0P=0 ‘

Vaihe E
(= Vaihe 7)

ot=)

(+)
0 CH,-0P(=0)0-CH,CH,-N(CH; ),

:(R)
CH,-0C, sHs 7

kaavan I mukaisen yhdisteen enantiomeeri.



»
" ssew
-

*
sss swe ¢ &

*
.-
L]
.
.

10

15

20

25

30

35

NG

35
Patentkrav

1. Forfarande £fOr framstdllning av en fdrening med
formeln I, ndmligen (R)-2-[(2-oktadecyloximetyltetrahydro-
furan-2-ylmetoxi )hydroxifosfinyloxi]-N,N,N-trimetyletan-
aminiumhydroxid-inre salt-4-oxid, och dess enantiomer,

o

(+)
O0—— gy CH2-0P(=0)0-CH, CH;-N(CH; ),

CHz-0Cy 4 Hy

kdnnetecknat av att man oktadecylerar och fos-
forylkolinerar (R)-2,2-bis(hydroximetyl)tetrahydrofuran-

monobutyrat med formeln II

.

—m®

CH,-OH

CH,-0-COC3 H, 11

~och anvdnder l&mpligt som mellansteg blockering och de-

blockering.

2. Forfarande enligt patentkrav 1, k &nne -
tecknat av att fdreningen med formeln II fdreligger
i blockerad form och dr en férening med formeln IIa

<i::L___ IIa

Y -5y CH2-0—C0C; B,

CH,-0Si (Phe),

C(CH;);
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3. Férfarande enligt patentkrav 1, k & nne -
tecknat av att féreningen med formeln II fdreligger
i skyddad form och 8r en fdrening med formeln IIb

un

—m

CH;-0C(Phe),

CH;-0~COC; Hy 1Ib

4. Férfarande enligt patentkrav 1 f6ér framstdllning
av fdreningen med formeln I, kdnnetecknat av
att det utfdérs enligt fSljande reaktionssekvens:

II i blockerad form

J, Steg 1
0— gy~ CH2-0-d v
CH, -OR

(R = en hydrolytiskt spjdlkbar skyddsgrupp)
\L Steg 2

o—,—- CH;-0-Bz v

CH,-0R

(Bz = en hydrogenolytiskt spjédlkbar skydds-
grupp)

‘L Steg 3
<——'| VI
o— CH,-0-Bz

CH,-0H
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. \L Steg 4
5 ‘L
0 CH,-0—Bz VII

CH,-0C; gH3 5

10 ‘l Steg 5
O—IIF CH,-0H VIII
CH,-0C,; sHs 5
15
\L Steg 6
0—_’— CH;-OPfO)
20 . (R) IX
CH;~0C; ¢H; 4 T
-in Steg 7
LR 25 I
“geed 5. Forfarande enligt patentkrav 1 f8r framst&llning
¢, av enantiomeren av féreningen med formeln I, k d&nne -
tecknat av att det utférs enligt féljande reak-
30 tionssekvens:

* II i blockerad form

m:g. Steg A
N (= Steg 1)

. 35 IV
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\L Steg B

. (= Steg 4)
5 L
0 CHy-0~C, 4 Hj X
CH, -OR
(R = en hydrolytiskt spjdlkbar skyddsgrupp)
10 Steg C
(= Steg 3)
°"'J?§7“ CH3-0-C; 3 Hy 5 XI
15 .
CH,-0H

\L Steg D
(= Steg 6)

20 ( l
0 CH;-—O—ClgHg 7

-(S)
: — XII
%5 CH,-0P=0

: 25 Steg E
: (= Steg 7)

23 <i::]__—- ?‘_)

{
30 O——lrgs CB;~0P(=0)0-CH CE, -N(CE3 )

: CH;-0C; ¢Hy 7

35 enantiomer av fdreningen med formeln I.
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