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Farmaseuttisia formulaatioita, jotka kdasittdvdt polytio-

ureaa seki menetelmi niiden kidyttimiseksi

Tamd keksint® koskee farmaseuttisia formulaatioi-
ta, jotka kédsittévit polytioureaoligomeereji sekd menetel-
madd niiden kaytta&miseksi. Polytioureaoligomeerit ovat
anionisia yhdisteit&, joilla on erityisen arvokas ihmisen
immunopuutosviruksen vastainen aktiivisuus, ja n&m& oligo-
meerit ovat t&sté syystd kayttokelpoisia hankitun immuuni-
puutossyndrooman (AIDS) hoidossa.

Keksinndn tausta

Td11l8 hetkelld suoritetaan paljon tutkimusta ih-
misten ja eldinten virusinfektioiden hoitojen ja parannus-
keinojen kehitt8miseksi. Etenkin AIDS:n ja AIDS:iin 1liit-
tyvdn kompleksin (ARC) esiintyvyys ihmisiss8 lisdantyy hé-
lyyttdvdlld nopeudella. Viiden vuoden henkiinjd&misluku
AIDS'iin sairastuneilla on masentava, ja AIDS-potilaat,
joiden immuunijdrjestelm&t ovat vakavasti heikentyneet in-
fektion takia, ké8rsivdt lukuisista opportunisista infek-
tioista, jotka kasittavadt Kaposin sarkooman ja Pneumocys-
tis carninii pneumonian. Ei tunneta AIDS:n parannusmene-
telmdd, ja suurimman osan nykyisid hoitoja tehokkuutta ei
ole riittavidsti osoitettu ja niillad on useita ei-toivottu-
ja sivuvaikutuksia. Sairauden pelko on johténut sellaisten
henkilfiden, joilla on tai joilla ep&ill&&n olevan sai-
raus, sosiaaliseen hylk&&miseen ja syrjintdan.

ZA-patenttijulkaisussa nro 90/0094, mydnnetty
31.10.1990, on esitetty, ettd hepariinin puhdistettu muo-
to, sulfatoitu polysakkaridi, sitoutuu wvuorovaikutusten
vdlitykselld viruksen sellaiseen proteiiniin, joka vastaa
solun tunnistamisesta, ja tarjoaa rajoittuneen is&nt#solun
infektoitumisen inhibition. Hepariini aiheuttaa kuitenkin
joitakin sivuvaikutuksia, etenkin verenvuotoa ja pidenty-
neen hyytymén muodostumisajan sekd trombosytopeniaa. Hepa-

riinin kdyttd on kontraindikoitua potilaissa, jotka vuota-
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vat aktiivisesti verta, tai joilla on hemofilia, purppura,
trombosytopenia, kallon sisdinen verenvuoto, bakteerin ai-
heuttama syddmen sis&kalvon tulehdus, aktiivi tuberkuloo-
gi, lisd&antynyt hiussuonien ldpdisevyys, gastrointestinaa-
lisen kanavan ulseratiivisid vaurioita, vakava verenpaine,
uhkaava keskenmeno tai vigkeraalinen karsinooma. Kontrain-
dikaatio hemofiliaa sairastavien kdytdn kohdalla on eri-
tyisen tarkedd, koska useat tédllaisista potilaista ovat
nyt HIV-positiivisia.

On tiedetty pitkdén, etta tietyilld synteettisil-
ld, veteenliukenevilla polymeereilld on laaja biologisen
aktiivisuuden spektri [R. M. Ottenbrite julkaisussa Biolo-
gical Activities of Polymers, Amer. Chem. Soc. Symp. Ser.,
nro 182, ss. 205 - 220, toimittajat C. E. Carraher ja
C. G. Gebelein (1982)]. Vaikka tdllaisten vesiliukoisten
polymeerien vaikutusmekanismia ei tunneta, erds oletus on,
ettd polymeeri sitoutuu viruksen membraaniin ioniattrak-
tion kautta tehden ndin viruksen kykenem&ttdmiksi infek-
toimaan isdntédsoluja. Valitettavasti nédiden polymeerien
“fdrimm&inen toksisuus on estdnyt niiden kliinisen k&aytén.
N&illd polymeereilld on myds korkea molekyylipaino eivatkd
ne pysty kulkemaan munuaismembraanien l&pi.

On tehty yrityksid vdltt&& toksisuus- ja erityson-
gelmat syntetisoimalla pienimolekyylipainoisia (1 000 -
10 000) alifaattisia polymeerej&d [R. M. Ottenbrite julkai-
sussa Biological Activities of Polymers, Amer. Chem. Soc.
Symp. Ser., nro 182, ss. 205 - 220, toimittajat C. E.
Carraher ja C. G. Gebelein (1982)]. On havaittu, ettd tadl-
laiset polymeerit ovat vdhemm&n toksisia, mutta niilld on
paljon vdhentynyt antiviraalinen aktiivisuus. N&md pieni-
molekyylipainoiset alifaattiset polymeerit voidaan luoki-
tella "umpimdhkdisesti kiertyviksi" polymeereiksi. Tdllai-
silla polymeereilld on konfiguraatio, jota ei voida ennus-
taa, johtuen runkoa linkittdvien ryhmien joustavuudesta.

Umpimdhkadisesti kiertyvien polymeerien konfiguraatio
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liuoksessa voidaan yleisesti kuvata globulaariseksi. N&i-
den umpimdhkdisesti kiertyvien polymeerien vadhentyneen an-
tiviraalisen aktiivisuuden uskotaan johtuvan polymeerien
matalasta sitoutumisaffiniteetista viruksen membraanin
kanssa.

Eris tapa ratkaista ongelmat umpim&hkdisesti kier-
tyvien polymeerien kyseessd ollessa olisi tarjota polymee-
rejda, joilla on jaykdt rungot, joilla on muutaman asteen
vapaus.

Nyt on léydetty tiettyjéd kiraalisia anionisia oli-
gomeerejd, jotka inhiboivat viruksen replikoitumista, il-
man hepariinin ja tunnettujen polymeerien aiheuttamia si-
vuvaikutuksia. N&illd anionisilla oligomeereilld on jar-
jestynyt anionien jakautuminen, niilld on jaykk& runko ja
ne ovat vesiliuokoisia. Anioniset oligomeerit polydisper-
goituneina seoksina on kuvattu samanaikaisesti vireilld
olevassa US-patenttihakemuksessamme, sarjanro 710 370,
haettu 10.6.1991, ja vastaavassa PCT-patenttihakemuksessa,
sarjanro PCT/US91/04 804, haettu 8.7.1991, joiden selitys-
osat liitet&&n tdh&n viitteind. Anioniset oligomeerit ka-
peina poly- ja monodispergoituneina oligomeereina on ku-
vattu US-patenttihakemuksessa, sarjanro 818 753, haettu
9.1.1992, jonka selitysosa liitetddn tdhdn viitteena.

Tiettyjd akiraalisia anionisia polyureaoligomeere-
ja, joilla on jaykdt rungot ja joilla on muutamien astei-
den vapaus, on kuvattu samanaikaisesti jatetysséd patentti-
hakemuksessa.

Tiettyjd polytioureoita on kuvattu antiviraali-
sen aktiivisuutensa suhteen BE-patenttijulkaisussa nro
544 868, myonnetty 31.7.1956.

Keksinndn yhteenveto

Nyt on keksitty, ettd polytioureaoligomeereilld on
ihmisen immunopuutogviruksen vastaista aktiivisuutta ja

tasta syysté ne ovat kadyttokelpoisia AIDS:n ja ARC:n hoi-
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dossa. Oligomeerit k&sittévidt niiden farmaseuttisesti hy-
vidksyttdvat suolat.

Tdméd keksintd koskee t&std syystd vesiliukoista,
Jjaykdn rungon omaavaa polytioureaoligomeeridi, joka késit-
td8 toistuvia yksikditd, jotka ovat perdisin yhdisteesti,

jolla on kaava:
H,N-X-NH, (1)

jossa X on divalenttinen aromaattinen hydrokarbyleeniradi-
kaali, joka on substituoitu v8hint&&n yhdelld sulfonihap-
poryhmdlla.

Keksinntn mukaisilla oligomeereilld on jarjestynyt
anioninen jaukautuminen anionisten sulfonihapporyhmien v&-
1i118. Oligomeerien keskimddrdinen molekyylipaino M, on v&-
hemm&n kuin 10 000.

Keksinntn yksityiskohtainen kuvaus

Keksinndn mukaisia oligomeerejid kuvaa kaava:

H H HS|H

1 ' t n '

R N-C N-X-N-C |-N-R
S m T n (II)

3

jossa

R on vety, C, ,~alkyyli, fenyyli tai fenyyli, joka on subs-
tituoitu O - 2 R'-ryhm3lld ja korkeintaan kolmella substi-
tuentilla, jotka on toisistaan riippumatta valittu kloori-
tai bromiatomista, tai C, ,-~alkyyliryhm&lls;

R' on -SO,R’, -CO,R?, -PO,R’ tai ~OPO,R?;

R’ on vety tai farmaseuttisesti hyvdksyttdvad kationi;

R’ on -R tai -X-NHR, jossa R on kuten edelli on mi#ritelty;
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a

Y on -CO,-, -C=C-, -N=N-,

o I l l
0 H 0

m on kokonaisluku O tai 1, sill¥ ehdolla, ettd kun m on O,
R! on vetyatomi, ja n on kokonaisluku 3 - 50.
Edullisia merkityksil kaavalle I ovat seuraavat:
R ja R’ ovat 4-metyylifenyyliryhm#,

m, on 1,
non 3 - 15 ja
X on
2
3R2 R 035 iOBRg SO3R
f so3R2

R2 2
ORROS NG
02 ‘ R203S

R03S
$05
@@ —O)- |
R203s
so3n2
@@ = |
R203S

R203S
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vaikka erityisen edullinen on

2
SO3R

R203s

Termi "farmaseuttisesti hyvéksyttdvd kationi" tar-
koittaa kationia, joka on hyviksyttdvd farmaseuttiseen
k8yttbon. Sellaiset kationit, jotka eivdt ole olennaisen
toksisia annettuina annoksina halutun vaikutuksen aikaan-
saamiseksi ja jotka eivit riippumattomasti omaa merkitta-
vdad farmakologista aktiivisuutta, sis8ltyvat termiin "far-
maseuttisesti hyvdksyttdvd kationi”. Havainnollistaen ndmd
suolat kisittidviat alkalimetallien, sellaisten kuten nat-
rium ja kalium, maa-alkalimetallien, sellaisten kuten kal-
sium ja magnesium, ammoniumin, ryhm&n IIIA kevyiden metal-
lien, kégittden aluminiumin, ja orgaanisten prim8sdristen,
sekunddaristen ja tertiddristen amiininen, sellaisten ku-
ten trialkyyliamiinien, kédsittden trietyyliamiinin, pro-
kaiinin, dibentsyyliamiinin, N,N'-dibentsyylietyleenidi-
amiinin, dihydroabietyyliamiinin, N-(C,_ ,)a’xkyylipiperidii-
nin ja minkd tahansa sopivan amiinin, suolat. Natrium- ja
kaliumsuolat ovaat edullisia.

Termi "farmaseuttisesti hyvédksyttd8va" tarkoittaa
sopivaa annettavaksi l8mminverisille eldimille, erityises-
ti ihmisille, ja k#sitt&d merkitykset ei-toksinen, esim.
sopiva farmaseuttisesti kdytettévidksi ja ei ole myrkylli-
nen ldmminveriselle el8imelle. T&m&n keksinndn mukaisten
oligomeerien farmaseuttisesti hyvdksyttdvdt kationit val-
mistetaan tavanomaisilla ioninvaihtomenetelmilld tai kia-
sittelemd&lls R'-happo sopivalla em#dkselly.

Kun k3yttd muuna kuin farmaseuttisina aineina on
tdmén keksinndn mukaisten oligomeerien tarkoitus, suoloja,
jotka eividt muutoin olisi niin hyvdksyttdvi8 farmaseutti-
siin k#yttotarkoituksiin, voidaan kéyttdd. Esimerkit t&l-
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laisista muista suoloista k&sittévdt bariumin, sinkin ja
titaniumin.

"Jdrjestyneelld jakautumisella" tai "sd&nndllisel-
14 jakautumisella anionisten ryhmien v&lilla" tarkoite-
taan, ettd anionisia sulfonihapporyhmid on l&sn8 polymee-
rin rungossa sellaisin valimatkoin, jonka kdytetty 18hté-
ainereagenssi mddrds, ja anionisten ryhmien esiintymists
kontrolloidaan ennustettavalla tavalla. Vaikka minkaan
teorian ei toivota koskevan oligomeerien sulfonihapporyh-
mi&, niiden uskotaan olevan se osa, joka sitoutuu HIV:iin
ja/tai solumembraaniin ja ndin keskeytt&d viruksen Kyvyn
replikoitua.

Tagsd kdytettyna termi "oligomeeri" k&sittéad kaik-
ki mahdolliset n:n arvot, esim. 3 - 50. Oligomeerit ovat
edullisesti lineaarisia n:n ollessa yhtasuuri kuin koko-
naisluku 3 - 50, edulligesti 3 - 20, edullisemmin 3 - 15.
Tietysti n:n arvo liittyy suoraan saatavan oligomeerin mo-
lekyylipainoon. On olennaista, ettd ndilld oligomeereilla
on riittavédn matala molekyylipaino, jotta ne pystyvdt kul-
kemaan munuaisen eritysmembraanin 1l&8pi, mutta kykenevat
inhiboimaan HIV-viruksen. Keskimddrdisen molekyylipainon
midrdd reagenssien stdkiometria. Keskimdédrdinen molekyyli-
paino (M,) on <10 000, edullisesti noin 500 - noin 10 000
ja edullisimmin noin 1 000 - noin 6 000.

Tamén keksinndn tarkoituksia varten tédssd kuvat-
tuja oligomeerejd ja niiden fysiologisesti hyvaksyttavia
suoloja pidetddn ekvivalentteina. Fysiologisesti hyvidksyt-
t&vat suolat viittaavat sellaisten emdsten suoloihin, jot-
ka muodostavat suolan vahintddn yhden R'-ryhma&n happoryh-
mdn kanssa ja jotka eivat aiheuta merkittdvia fysiologisia
haittavaikutuksia annettuina kuten t&ss& on kuvattu. Sopi-
vat emdkset kdsittavidt esimerkiksi alkalimetalli- ja maa-
alkalimetallihydroksidit, -karbonaatit ja -bikarbonaatit,
sellaiset kuten natriumhydroksidi, kaliumhydroksidi, kal-

siumhydroksidi, kaliumkarbonaatti, natriumbikarbonaatti,
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magnesiumkarbonaatti ja muut samanlaiset, ja ammoniakin,
primddriset, sekundddriset ja terti&driset amiinit ja muut
samanlaiset. Erityisen edullisia emdksid ovat alkalimetal-
lihydroksidit, -karbonaatit ja -bikarbonaatit. Fysiologi-
sesti hyvidksyttidvit suolat voidaan valmistaa tavanomaisil-
la ioninvaihtomenetelmillsd tai k&sittelem&llsd R!-happoa
sopivalla emédksellsd. Esimerkkejd muista suoloista on ku-
vattu tdssd.

Tdmdn keksinndn mukaiset formulaatiot ovat kiin-
tedssd tai nestemidisessd muodossa. N&ma formulaatiot voi-
vat olla pakkauksen muodossa siten, ettd komponentit se-
koitetaan sopivana ajankohtana ennen kayttdd. Ollessaan
joko ennaltasekoitettuja tai pakkauksena formulaatiot tar-
vitsevat tavallisesti farmaseuttisesti hyvdksyttidvian kan-
tajan tai apuaineen.

Tamdn keksinnén mukaiset oligomeerit ovat liuokoi-
sia veteen ja suolojen liucksiin, erityisesti fysiologi-
sessa pH:i:ssa ja suolaliuoksiin. N&in ollen némd oligomee-
rit voidaan helposti formuloida sopivaan vesipitoiseen
farmaseuttiseen annosmuotoon. My&tskin sen j&lkeen kun taméa
oligomeeriformulaatio on annettu, oligomeeri pysyy liukoi-
sena in vivo.

Heikkojen, haihtuvien happojen suolaa lisddmsalla
oligomeerit liuoksessa haihtuvien amiinien ammoniumsuoloi-
na voidaan konvertoida edullisemmiksi farmaseuttisesti hy-
vaksyttdviksi suoloiksi, sellaisiksi kuten natrium- tai
kaliumsuolat, kédsittelem&lld liuos heikon haihtuvan hapon
alkalimetallisuolalla. Konsentroitaessa liuos haihdutta-
malla tai lyofilisoimalla amiini ja heikko happo poiste-
taan ja oligomeerit eristetddn alkalimetallisuoloinaan.
Sopivia esimerkkejd ammoniumsuoloista, jotka voidaan kon-
vertoida t&dssad vaiheessa, ovat ammoniakin, monoetyyliamii-
nin, trietyyliamiinin, trimetyyliamiinin tai dimetyyli-

amiinin suolat (té&ssd "ammoniumsuolat"). Esimerkkejad alka-
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limetallisuoloista ovat natrium- tai kaliumhydroksidi,
-bikarbonaatti, -asetaatti, -formaatti tai -propionaatti.

Anionisen oligomeerin valmistus

Anioniset polymeerit valmistetaan ka&yttdamdllad kah-
ta menetelmd&. Ensimmdinen menetelmd, epdspesifinen mene-
telmd, jolla saadaan polydispersinen oligomeerien seos,
k&sittdd diamiinin yhdisté&misen tioureaprekursorin kanssa,
sellaisen kuten tiofosgeeni tai tiokarbonyylidi-imidatso-
1i. Mahdollisesti l8snd on monofunktionaalinen p&an peit-
tdva aine, happoakseptori reaktio-pH:n kontrollointia var-
ten ja veteensekoittumaton liuotin. Kuvataan myos menetel-
md pdistd vapaan polytiourean, jossa on amiinip&at, kon-
vertoimiseksi polymeeriksi, kdytt&mdllad monofunktionaalis-
ta amiinireaktiivista ainetta, tai yhdistidm&lld pidistd va-
paa polymeeri amiinia sis&dltdvdn monofunktionaalisen paén
peittdvdn aineen ja tioureaprekursorin kanssa.

Toinen menetelmd késittdd vaiheittaisen polymeeri-
ketjun rakentamisen bisisotiosyanaatin ja diamiinin per&k-
k8isillsd lisddmisilla., Vaikka tdmd menetelmd on ty®ladmpi,
saadaan polytioureaa, jolla on vdhdinen dispersiivisyys.

Menetelmda polytioureoiden valmistamiseksi kuva-
taan edelleen seuraavasti.

Diamiinit: T&mén keksinnon mukaiset diamiinit ovat
primé&drisesti aromaattisia, ja niillad on kaavat, jotka on
kuvattu edellisissd osissa. Tdllaiset diamiinit on subs-
tituoitu v&hint&&n yhdelld ryhm&dlld, joka on varautunut
neutraalisssa pH:ssa, edullisesti sulfonaatti. Monovalent-
tiset, alifaattiset substituentit ovat sallittuja. Pieni
ryhmd alifaattisia liitté&via ryhmid, jotka yhdistavit aro-
maattisia radikaaleja yhteen, voidaan k&ytt&s, sellaisia
kuten trans-substituoitu etyleeni ja asetyleeni. Edullisia
diamiineja ovat sellaiset, joissa hiili-typpi -sidokset on
pakotettu yhdensuuntaisiksi, sellaiset kuten 2,5-diamino-
1l,4~-bentseenidisulfonihappo, 4,4'-diamino-(1,1'~bifenyy-
1i)-2,2'~disulfonihappo, trans-2,2'-(1l,2-eteenidiyyli)bis-
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(5-aminobentseenisulfonihappo) ja 2,5-diaminobentseenisul-
fonihappo.

Tioureaprekursorit: Erilaisia tioureaprekursoreita
tai difunktionaalisia elektrofiilej&, sellaisia kuten tio-
fosgeeni (tiokarbonyylidikloridi), tiokarbonyylidibromidi,
ja muita ureaprekursoreita, sellaisia kuten tiokarbonyyli-
di-imidatsoli, heksaklooritioasetoni, C1,CSCO,CCl,, CCL,C5Cl
ja C1,0CSCl, voidaan kdyttés.

Happoakseptorit: Erilaisia epdorgaanisia emdksii
voidaan kayttdd, sellaisia kuten alkalimetalli- tai diva-
lenttisten metallien hydroksidit -karbonaatit, -bikarbo-
naatit, -fosfaatit. Edullisia ovat happoakseptorit, joilla
on puskuroivia ominaisuuksia, silloin kun kaikki emds 1li-
s&td@&n ennen difunktionaalisen elektrofiilin lisdamista.
Orgaanisia emdksi&d, sellaisia kuten trialkyyliamiinit,
voidaan kayttdsd, mutta ne eivdt ole edullisia.

Monofunktionaalinen p&&n peittdvé aine: Erilaisia
tdllaisia molekyylipainoa rajoittavia aineita voidaan
kdyttad. Téallaiset aineet voivat olla alifaattisia tail
aromaattisia yhdisteitd, jotka reagoivat diamiinien tai
difunktionaalisten elektrofiilien kanssa. Esimerkkejé so-
pivista monofunktionaalisista aineista ovat amiinit, sel-
laiset kuten aniliini, metyylianiliini, metyyliamiini,
etyyliamiini, butyyliamiini, dietyyliamiini, ammoniakki ja
N-metyylianiliini. Esimerkkeja monofunktionaalisista amii-~
nin kanssa reaktiivisista aineista ovat bentsoyylikloridi,
metyylibentsoyylikloridi, asetyylikloridi, metyyli-isosya-
naatti, metyyli-isotiosyanaatti, fenyyli-isosyanaatti, fe-
nyyli-isotiosyanaatti, p-tolyyli-isotiosyanaatti ja fenyy-~
likloroformaatti. N&m&d p&&n peittivat aineet voivat myls
sisdltdd varautuneita substituentteja, esimerkiksi kalium-
2-sulfofenolia tai kalium-4-sulfoaniliinia.

Erilaisia lis8aineita: Pinta-aktiivisten aineiden
lisddminen ei ole valttdmaténtd eikd edullista, ja se voi

komplisoida eristysprosessia.
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Liuvottimet: Yksi liuotin, vesi, on edullinen, sil-
loin kun difunktionaalinen elektrofiili on neste reaktio-
ldmp&tilassa. Esimerkki t&llaisesta difunktionaalisesta
eelektrofiilistd on tiofosgeeni. K&ytettédessd kiinteita,
veteen liukenemattomia reaktantteja pieni mdadrd veteense-
koittumatonta koliuotinta on toivottavaa. Esimerkkejd t&dl-
laisista veteensekoittumattomista koliuottimista ovat klo-
roformi, hiilitetrakloridi, tolueeni ja metyleenikloridi.
Orgaanisten ja vesipitoisten liuottimien tyypilliset suh-
teet ovat 0 - 1, 0 - 0,1 on edullinen.

Menetelmd suoritetaan lamp&btiloissa, jotka mah-
dollistavat reaktion etenemisen, tyypillisesti noin 0 -
100 °C:ssa. Edulliset l&mpétilat ovat O - 25 °C. Kaytet-
tdessd tiofosgeenia, kunnon sekoitus on tédrke&dd. Pient
laboratoriomittakaavan kokeet suoritettiin Mixxor™:ssa,
yvksinkertaisessa lasilaitteessa, jota kdytettiin manuaali-
sesti, jossa reaktantit pakotetaan edestakaisin kapean Ka-
navan l&pi. Paine ei cle tédrked ja tyyppillisesti kdyte-
tddan ympdristdn painetta. Reaktioseoksen pH tulee yllépi-
t88 huolellisesti optimaalisen prosessin saamiseksi. Erés
huomioon otettava seikka on se, ettd varautuneilla diamii-
neilla on rajoittunut liuckoisuus happamissa pH-arvoissa,
jotka ovat alle 4. Matalassa pHissa (< 6) reaktio on myds
hyvin hidas, kun taas korkeassa pH:ssa (> 10) difunktio-
naalinen elektrofiili on epdstabiili reagoimaan hydroksi-
din tai muun emdksen Kanssa. Polytiourean hajoamista voi
myHs esiintyd korkeassa pH:ssa. pH:ta pidetdidn edullisesti
vdalilla 6 - 9.

Kun ei kdytetd paidta peittdvdad ainetta, molekyy-
lipainon kontrollointi wvoidaan suorittaa reaktanttien
stOkiometrian huolellisella sddadollda tai kdyttédmdlla
toista menetelmdd. Joko diamiinia tai difunktionaalista
elektrofiilid voidaan k&yttdd ylima&rin, esimerkiksi 1 -
100~%:inen molaarinen ylimiddra. Tadmin stodkiometrian tulee

vastata kaikkea sitad difunktionaalista elektrofiilia, jo-
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ka tuhoutuu hydrolysoitumalla ennen reaktiota diamiinin
kanssa. Esimerkiksi kdytettdessd tiofosgeenia korkeassa
pH:ssa, tarvitaan suuri ylimd&rad kompesnsoimaan nopea
reaktio hydroksidin kanssa, joka tuhoaa sitd. Koska tamén
sivureaktion laajuutta on vaikea kontrolloida, kdytetdén
edullisesti monofunktionaalista p3#dn peittédvdd ainetta mo-
lekyylipainon kontrolloimiseksi. Vaikka mainittuja mene-
telmid voidaan kdyttdd kontrolloimaan keskimdadrdistd mole-
kyylipainoa kdytettdessd ensimméistd menetelmds, tuotteet
ovat useiden eri molekyylipaincoisten polymeerien seoksia,
joille on luonteenomaista dispersiivisyys.

Reaktanttien lis&8&misj8rjestys ei ole kriittinen.
Edullinen jarjestys on kuitenkin lisdtd difunktionaalinen
elektrofiili ensin. Kadytettdessd happoakseptoreita, jotka
eivdt ole puskureita, sellaisia kuten hydroksidi, on edul-
lisinta 1isdtd osa alussa halutun pH:n saavuttamiseksi ja
sen jdlkeen lis&td loppuosa yhtd aikaa difunktionaalisen
elektrofiilin kanssa.

Konsentraatio ei ole kriittinen, ja se voi olla
0,5 - 50 paino-%, ilmaistuna diamiinin painona liuottimen
painon suhteen. Edullinen védli on 0,5 - 5 paino-%.

Toinen menetelmd, joka on suunniteltu kapean dis-
persiivisyyden omaavien polytioureoiden valmistamiseksi,
esitetddn alla. Tdss8 menetelmdssd ketjun pituutta kasva-
tetaan kahdella toistoyksik&6lld joka kerta kun kaksivai-
heista syklid toistetaan. Havainnollistamiseksi, tarkas-
tellaan tilannetta, jossa ldht&aine on yksinkertainen di-
amiini ('n' = 0 ylimmidisessd8 kaavassa). Diamiini konver-
toidaan tieoureaprekursorilla, sellaisella kuten tiofos-
geeni, bis-isotiosyanaatiksi (keskimmdinen kaava, jossa
'n' = 0). Bis-isotiosyanaatin ké&dsittely ylimdAdralla di-
amiinia antaa tioureaoligomeerin, jossa on kaksi toistoyk-
sikkéd ('n' = 2 alimmassa kaavassa). TAmd sekvenssi tois-
tetaan ketjun pituuden lisdamiseksi sekvenssissad 0, 2, 4,

6 jne.
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Tdsséd menetelmédssd olosuhteet jokaisessa vaiheessa
ovat samanlaiset edelll ensimmiiselle menetelmidlle, jossa
tuotetaan polydispersistd polytioureaa, kuvattujen kanssa.
Ensisijainen ero on se, ettd reaktanttien stbkiometria ai-
kaisemmassa menetelmidssd oli l1dhes 1:1. TAssid menetelmissi
lis8ttédvaad reagenssia, tiourea ensimméisessd vaiheessa ja
diamiini toisessa vaiheessa, lis#dt&8n suurena ylim88r&ni.
Pidentyvén ketjun molaarinen suhde lisdttyyn reagenssiin
on karkeasti 1:3 - 1:50, edullisen v&alin ollessa 1:5 -
1:10.

Ei ole tarpeen erist88 pitenevdd ketjua missdin
vaiheessa. Edullinen menetelm8 on diamiinin (tail oligemee-
rin, jossa on amiinip&&dt) kdsitteleminen tioureaprekurso-
rin ylim#8rdlld riitt8vén ajan amiinipdiden tdydelliseksi

konvertoimiseksi isotiosyanaateiksi. Sen j&lkeen ylimd&-
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rdinen tioureaprekursori poistetaan uuttamalla veteense-
koittumattomaan liuottimeen, sellaiseen kuten metyleenik-
loridi. Bis-isotiosyanaatin vesipitoinen liuos k&sitell&én
sen jdlkeen ylimdardlld diamiinia. On mahdollista kuiten-
kin eristd8&8 bis-~isotiosyanaatti siten kuin erddssd esimer-
kissd kuvatussa tapauksessa tehtiin.

Tuote voidaan eristdd saostamalla reaktioliuos
Jiuvottimeen, joka sekoittuu veden kanssa, mutta on huono
liuotin tuotteelle. Esimerkkeja tédllaisista liuottimista
ovat asetoni, metanoli, etanoli, isopropanoli.

Formulaatioita ja kdayttOmenetelmi

HIV:n vastaisia anionisia oligomeereja wvoidaan
kdyttdd ehkdisemdin synsytiumin muodostumista soluissa,
jotka HIV-I-virus tai jokin muu sille sukua oleva virus,
jolla on gpl20 pintaproteiinia, on infektoinut. HIV:n vas-
taisia anionisia oligomeerejd voidaan k&dyttdda AIDSin ja
ARC:n ja muiden sairauksien hoidossa, jotka retrovirus
HIV-I tai jokin muu sille sukua oleva virus, jolla on
gpl20 pintaproteiinia, on aiheuttanut.

HIV:n vastaisten anionisten oligomeerien mddrd,
joka tarvitaan synsytiumin muodostumisen ehk&isemiseksi
HIV:n infektoimissa soluissa, voi olla mik&d tahansa vai-
kuttava masdrad. Kokeellisesti on mddritetty, ettd HIV:n
vastaiset anioniset oligomeerit kdytettyna konsentraationa
10 pug/ml vesipitoista formulaatiota johtivat synsytiumin
muodostumisen tdydelliseen estymiseen sek& vdhensivat p24-
antigeenin, joka on viruksen replikoitumisen indikaattori,
maarad alle 300 pg:aan ml:ssa. HIV:n vastaisten anionisten
oligomeerien md88rsd, joka annetaan AIDS:n tai ARC:n tai
muiden HIV-infektion aiheuttamien sairauksien hoitamisek-
si, voi vaihdella suuresti tietyn kaytetyn annosyksikén,
hoitoajan, hoidettavan potilaan idn ja sukupuolen, hoidet-
tavan sairauden luonteen ja laajuuden ja muiden l&8k38rin-
tointa harjoittavien hyvin tuntemien tekijéiden mukaan.

Lisdksi HIV:n vastaisia oligomeerejd voidaan k&ayttdd yh-
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dessd muiden retrovirusten aiheuttamien sairauksien hoi-
dossa kidyttoékelpoisiksi tunnettujen aineiden ja retrovi-
rusten aiheuttamiin sairauksiin ja tiloihin liittyvien
oireiden ja komplikaatioiden hoitoon kdyttokelpoisiksi
tunnettujen aineiden kanssa.

HIV:n vastaiseksi tehokas m&ddrd HIV:n vastaisia
anionisia oligomeerejd, joita annetaan t&mén keksinndn
mukaisesti, on tavallisesti v&lillad noin 0,1 - 500 mg/kg
potilaan kehon painoa ja ne voidaan antaa yhden tai useam-
man kerran p#ivassa.

HIV:n vastaisia anionisia oligomeerejd voidaan
antaa farmaseuttisen kantaja-aineen kanssa kayttamallad
tavanomaisia yksikkdannosmuotoja joko oraalisesti tai pa-
renteraalisesti.

Oraalisesti annettaviksi HIV:n vastaiset anioniset
oligomeerit voidaan formuloida kiinteiksi tai nestemdisik-
si valmisteiksi, sellaisiksi kuten kapselit, pillerit,
tabletit, l&dkenapit, pastillit, sulatteet, jauheet, 1li-
uokset, suspensiot tai emulsiot. Kiintedt yksikkOannosmuo-
dot voivat olla kapseli, joka voi olla tavanomainen Kko-
va tai pehmedkuorinen gelatiinityyppinen, joka sisdltaa
esimerkiksi pinta-aktiivisia aineita, voiteluaineita ja
inerttejsd t&yteaineita, sellaisia kuten laktoosi, sakka-
roosi, sorbitoli, kalsiumfosfaatti ja maissitirkkelys.
Toisessa suoritusmuodossa t&mdn keksinndén mukaisista anio-
nisista oligomeereist& voidaan +tehdd tabletteja tavan-
omaisten tablettiperusaineiden kanssa, sellaisten Kkuten
laktoosi, sakkaroosi ja maissitdrkkelys, yhdessd sitovien
aineiden, sellaisten kuten akaasia, maissitdrkkelys tai
gelatiini, disintegroivien aineiden, jotka on tarkoitettu
helpottamaan tabletin rikkoutumista ja liukenemista anta-
misen jdlkeen, sellaisia kuten perunatédrkkelys, algiini-
happo, maissitadrkkelys ja guarkumi, voiteluaineita, joiden
on tarkoitus parantaa tablettirakeiden virtausta ja est&sa

tablettiaineen adheesio tablettisuuttimien ja -l&8vistimien
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pinnoille, esimerkiksi talkki, steariinihappo tai magne-
sium-, kalsium- tai sinkkistearaatti, varien, véarjsddvien
aineiden ja flavoriaineiden, joiden on tarkoitus lisitad
tablettien esteettisid ominaisuuksia ja tehdd niista hy-
viaksyttdvampisd potilaalle, kanssa. Sopivat tayteaineet
kdytettdviksi oraalisissa nestemdisissd annosmuodoissa
kdsittavéat laimentimet, sellaiset kuten vesi ja alkoholit,
esimerkiksi etanoli, bentsyylialkoholi, ja polyetyleenig-
lykolit, joko lis&ten farmaseuttisesti hyvéaksyttdvas pin-
ta-aktiivista ainetta, suspendoivaa ainetta tai emulgoivaa
ainetta, tai ilman niit&.

Ta8man keksinndn mukaisia HIV:n vastaisia anionisia
oligomeerejd voidaan my®s antaa parenteraalisesti, eli
subkutaanisgesti, intravenoosisesti, intramuskulaarisesti
tai interperitoneaalisesti, kuten anionisten oligomeerien
injektoitavat annokset fysiologisesti hyvdksyttdvidssd lai-
mentimessa farmaseuttisen kantajan kanssa, joka voi olla
steriili neste tai nesteseos, sellainen kuten vesi, suola-
liuos, vesipitoinen dekstroosi ja l&heiset sokeriliuokset,
alkoholi, sellainen kuten etanoli, isopropanoli tai heksa-
dekyylialkoholi, glykolit, sellainen kuten prdpyleenigly—
koli tai polyetyleeniglykoli, glyseroliketaalit, sellainen
kuten 2,2-dimetyyli~1,3-dioksolaani-4-metanoli, eetterit,
sellaiset kuten poly(etyleeniglykoli) 400, 6ljy, rasvahap-
po, rasvahappoesteri tai glyseridi tai asetyloitu rasva-
happoglyseridi, farmaseuttisesti hyvédksyttdvdd pinta-ak-
tiivista ainetta, sellaista kuten saippua tai detergentti,
suspendoivaa ainetta, sellaista kuten pektiini, karbomee-
rit, metyyliselluloosa, hyrdoksipropyylimetyyliselluloosa,
tai karboksimetyyliselluloosa, tai emulgoivaa ainetta ja
muita farmaseuttisia apuaineita lis&3m&lli tai ilman nii-
ta.

Esimerkkejd 6ljyistd, joita voiddaan kayttaa ta-
mén keksinndn mukaisissa parenteraalisissa formulaatiois-

sa ovat raakadljy-, elain-, kasviperdiset tai synteettistd
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alkuperisd olevat, esimerkiksi maap&hkin&ddljy, soijadljy,
seesamifljy, puuvillansiementljy, maissiOljy, oliividljy,
vaseliini ja mineraalidljy. Sopivat rasvahapot kéasittavat
oleiinihapon, steariinihapon ja isosteariinihapon. Sopi-
via rasvahappoestereitd ovat esimerkiksi etyylioleaatti ja
isopropyylimyristaatti. Sopivat saippuat késittédvidt ras-
vaiset alkalimetalli-, ammonium- ja trietanoliamiinisuolat
ja sopivat detergentit kdsittdvdt kationiset detergentit,
esimerkiksi dimetyylidialkyylismmoniumhalidit, alkyylipy-
ridiniumhalidit ja alkyyliamiiniasetaatit; anioniset de-
tergentit, esimerkiksi alkyyli-, aryyli- ja olefiinisul-
fonaatit, alkyyli-, olefiini-, eetteri- ja monoglyseridi-
sulfaatit ja -sulfosukkinaatit; nonioniset detergentit,
esimerkiksi rasvaiset amiinioksidit, rasvahappoalkanoli-
amiinit ja polyoksietyleenipoly-propyleenikopolymeerit ja
amfoteeriset detergentit, esimerkiksi alkyyli-beta-amino-
propionaatit ja 2-alkyyli-imidatsoliinin Kvaternadériset
ammoniumsuolat sekd seokset. Td&mdn keksinndn mukaiset pa-
renteraaliset koostumukset sisialtavadt taavallisesti noin
0,5 - noin 25 paino-% HIV:n vastaista anionista oligomee-
rid liuoksessa. S&ildntdaineita ja puskuriaineita voidaan
myts edullisesti kaytt&d. Injektiokohdan &rtymisen mini-
moimiseksi tai eliminoimiseksi t&llaiset koostumukset voi-
vat sis#dltd83 nonionista pinta-aktiivista ainetta, jonka
hydrofiilyys-lipofiilisyys -tasapaino (HLB) on noin 12 -
noin 17. Pinta-aktiivisen aineen m&drd tédllaisissa formu-
laatioissa on v&liild noin 5 - noin 15 paino-%. Pinta-ak-
tiivinen aine voi olla yksittdinen komponentti, jolla on
edelld esitetty HLB tai se voi olla kahden tai useamman
komponentin seos, jolla on haluttu HLB. Esimerkkin&d paren-
teraalisissa formulaaitoissa kdytettdvistd pinta-aktiivi-
sista aineista on polyetyleenisorbitaanirasvahappoesterei-
den luokka, esimerkiksi sorbitaanimono-oleaatti.

Tamdn Keksinndn mukaisia anionisia oligomeereja

voidaan myds kdyttadad ennaltaehkdisevinid aineina eli esté-
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mdan viruksen siirtyminen infekoituneesta yksiléstd infek-
toitumattomaan kohteeseen. Virus levi&dd suhteellisesti ve-
ren valitykselld, mutta se voi siirtyd myds muiden ruumiin
nesteiden valitykselld. N#din ollen té&mén keksinnén mukai-
set oligomeerit voidaan formuloida standardidetergentti-
tuotteiden kanssa kdytettédviksi puhdistukseen, erityisesti
tutkimuslaboratorioissa ja kliinisiss& laboratorioissa ja
sairaaloissa, joissa kdsitellddn infektoituneiden potilai-
den verituotteita. Tdmadn keksinndén mukaigia oligomeerejé
sisdltdvid formulaatioita voidaan kaytt&d puhdistettaessa
lddkdrin/kirurgista valineistdd ja tarvikkeita sekd ter-
veydenhoitohenkil6stdn kdsid ja muita ihoalueita. Ehk&isy-
vdlineiden kdyttdjad tai niiden valmistaja ennen myyntii
voi myds laittaa tadmdn Keksinndn mukaisia oligomeereja,
nestemdisend tai jauhemaisena koostumuksena, ehkaisyvdli-
neiden, sellaisten kuten kondomit, pinnalle. Tamdn keksin-
non mukaiset oligomeerit voidaan formuloida suihkekoostu-
mukseksi, jota naiset kadyttdvat ennen sukupuolista kanssa-
kdymistd infektoituneen ihmisen kanssa. Tamidn keksinndn
mukaiset oligomeerit voidaan myds formuloida liukastimiin
ja spermisidisiin hyyteldihin ja pesunesteisiin. Lopuksi
tédman keksinndn mukaiset oligomeerit voidaan myts formu-
loida koostumuksiksi lis&ttdviksi kuumiin kylpyihin, py&r-
rehauteisiin ja uima-altaisiin inaktivoimaan mahdollista
viruksen aktiivisuutta.

Keksintdd selvennetddn edelleen ottamalla huomioon
seuraavat esimerkit, joiden on tarkoitettu olevan ainoas-
taan kyseessd olevaa keksinttd havainnollistavia.

Middritelmid

Termit, joita k&ytetddn nidissd esimerkeissid, on
mddritelty seuraavasti, jollei toisin osoiteta, ja esimer-
kiksi kuvaavat sopivan védlineen tai hartsin esimerkkeji,
mutta samanlaista védlinettd tai erocavia parametreja tai

hartseja voidaan kaytt&a:
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TCID,, = kudosviljelm#n infektoiva annos, eli se
midrsd viljelm#nestettd, joka on tehokas infektoimaan 50 %
soluista (50-%:inen sytopaattinen vaikutus) 7 vuorokauden
kuluttua infektion jadlkeen;

MTT = tetra-atsolium -pelkistysreagenssi; 3-(4,5-
dimetyylitiatsol-2-yyli)-2,5-difenyylitetratsoliumbromidi;

RPMI = soluviljelm&;

RF ja GBB tarkoittavat HIV-I -viruskantoja:

MT4, CBl166 ja JM = solulinjoja:

P24 Abbott-testi tarkoittaa viruksen kuoren anti-
geenin tutkimista k&yttdm&lls testipakkausta, jota Abbott
tdlla hefkella myy.

Esimerkki 1A

Polytiourean valmistus kiyttimdlld spesifistd me-
netelmdd

Bis-isotiosyanaatin valmistaminen

SO3H SO3H
CsChy
HN— NHy — 5 SCN NCS
HO;3S HO3S

4,4'-diaminobifenyyli-2,2'-disulfonihappoa (1,2 g,
3,48 mmol) sekoitettiin kiidvaasti 15 ml:n vettd ja 600
pl:n tiofosgeenia kanssa kolme tuntia. Lis#ttiin enemmidn
tiofosgeenia (250 pl) ja reaktioseosta sekoitettiin 14
tuntia lis84. Tuote eristettiin suodattamalla mediumhuo-
koisen sintterilasisuodatinsuppilon 1&pi, jolloin saatiin
70 mg liukenematonta jadnndsmonomeeria. Kirkas, purppuran-
varinen suodos haihdutettiin alle 50 °C:ssa noin 10 mmHg:n
paineessa, kuivattiin wvakuumissa kolme tuntia, jolloin
saatiin 1,35 g, 31,5 mmol bisisotiosyanaattidihydraattia
vaalean laventelin vidrisend, vetistyvdnd kiintednd ainee-
na. Tuote tutkittiin protoni- ja hiiliydinmagneettireso-

nanssi- sekd savukaasuanalyysillé.
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Piidstld peittimittémin polytiourean valmistus

SO3H SO3H

O + DO

HO35 HO3S

S SO3H

Ylimésrind,4'-diaminobifenyyli-2,2'-disulfonihap-
poa (6,0 g, 46,5 mmol) sekoitettiin 2 ekvivalentin kans-
sa NaHCO,:a (8,2 g, 97,6 mmol), mikd aiheutti pH:n nousun
7,5:een. Tdhdn sekoitettuun liuokseen lisdttiin liuvos (30
ml) edelld valmistettua bis-isotiosyanaattia (2,17 g, 4,67
mmol, pH 1,5) 10 minuutin aikana. Sen j&lkeen kun lisdys
0li suoritettu loppuun, pH oli laskenut 6,5:een ja reak-
tioseosta sekoitettiin 14 tuntia. pH s&dddettiin sitten
1,8:aan 12 M HCl:1la ja 8 tunnin kuluttua valkoinen kiin-
ted aine, joka muodostui, suodatettiin ja pestiin 25
ml:lla kylmd3& 0,1 M HCl:a. Kiinted aine kuivattiin vakuu-
missa, jolloin saatiin 12,0 g reagoimatonta lahtdainetta
(4,4'-diaminobifenyyli-2,2'-disulfonihappo) valkoisena
kiintednd aineena. Suodos haihdutettiin, jolloin saatiin
10,0 g tumman purppuran vdristd kiinte88 ailnetta. Tdmd
suodos indentifioitiin spektroskooppisesti melkein puh-
taaksi polytioureaksi (II, n=0 kontaminoitunut pienelld
madralla lahtddiamiinia (4,4'-diaminobifenyyli-2,2"'-disul-~
fonihappo) ja NaCl:a.

Pddstd peittdmdttdmin polytiourean puhdistaminen

Geelisuodatuspylvis valmistettiin antamalla 115 g
Pharmacia Sephadex® G-10 (40 - 120 pm tédytteen koko) hart-
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sin turvota noin 500 ml:ssa tislattua vettd yhden tunnin
ajan. Hieno aines dekantoitiin hartsiseoksesta sen jadlkeen
kun suspension o0li annettu asettua 1 l:n mittalieridssa.
Lasipylvds mérk#dpakattiin hartsilla ja 500 ml tislattua
vettd laitettiin pylvid&n 18pi, mikd johti 2,5 x 50 cm
tiytteeseen. Tasaista virtausnopeutta yllépidettiin pyl-
vidssd Kkidyttdmialld peristallista Gilson Minipuls -~-pumppua
(virtausnopeus noin 3 - 4 ml/minuutti). Eluenttia tark-
kailtiin 310 nm:ssid (Isco malli UA-5 -ultraviolettidetek-
tori) tuotteen ldsndolon havaitsemiseksi.

Liuos, jossa oli 50 mg ylla valmistettua polytio-
ureaoligomeeria, liuotettiin 2,5 ml:aan tislattua vettd ja
laitettiin varovasti pylv&&n yldosaan. Pylvidstd eluoitiin
tislatulla vedelld ja ker&ttiin kolme tuotefraktiota (15
ml kukin). Fraktioiden analysointi HPLC:1la osoitti, ettd
ensimmdinen fraktio sisdlsi polytioureaa, joka oli puhdas
lahttdiamiinista ja suolasta.

Esimerkki 1B - Pddstid peittimittdmin polytiourean
valmistaminen epdspesifiselld menetelmdlld kiyttdmdlld

tiofosgeenia
SO3H SO3H S SO3H
"
HzN@@NH; —_ HzN N-C-NHZ
) CsCly ;' " ) n
HO35 HO;35 HO;3S

4,4'-diaminobifenyyli-2,62'-disulfonihapponédyte
(100 mg, 0,29 mmol) lisdttiin 50 ml:aan vettd ja noin 4 ml
0,1 M NaOH:a lisdttiin hitaasti kiinte#dn aineen liuottami-
seksi. Liucksen pH nousi 6,8:aan. Tdmda liuos 1lis&ttiin
Mixxor™:iin, laitteeseen, joka mahdollistaa toisiinsa se-
koittumattomien nesteiden tarkoituksenmukaisen kiivaan se-
koituksen, ja 2,21 ml (0,29 mmol tiofosgeenia) tiofosgee-
nin (100 pl) varastoliuosta 10 ml:ssa kloroformia lisdt-
tiin. 2 minuutin sekoittamisen j&lkeen liuoksen pH s&ddet-
tiin 6 - 7:88n lis8&m&ll3 noin 2,5 ml 0,1 M NaOH:a. Liuvos-
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ta kuumennettiin 45 °C:isessa 6ljyhauteessa 16 tuntia ja
liuotin haihdutettiin. Saadun kiinte#n aineen analysointi
HPLC:lla osolitti, ettd oli tuotettu polytioureaocligomee-
rien seos.

Esimerkki 1C

Pddstd peittdmittdmien polytioureoiden valmistus
kdyttdmdlld tiokarbonyylidi-imidatsolia

$03H so;n
5C(C3HaN2)2 .
O Ot i S Ol
: \ R
. HO;S HO35 HO;S

Uudelleenkiteytettyd 4,4'-diaminobifenyyli-2,2"'~
disulfonihappoa (1,00 g, 2,91 mmol) lis#ttiin 50 ml:aan
vettd lietteend, jota seurasi natriumbikarbonaatin (489
mg, 5,82 mmol) lisdys. Kiinte#n aineen liuetessa saavutet-
tiin loppu-pH 6,5. Tiokarbonyylidi-imidatsolia (600 mg,
3,37 mmol, Aldrich Chemical Co.) lisdttiin sekoitettuun
liuokseen kiivaasti sekoittamalla, jolloin kehittyi kirk-
kaan keltainen vdri. Viiden minuutin aikana vdri haalistui
ja reaktioseosta sekoitettiin 24 tuntia. Tissi vaiheessa
HPLC:1lla havaittu oligomeerien jakaantuminen ei muuttunut
ajan mukana. Liuotin haihdutettiin vakuumissa (T = 35 °C),
jolloin saatiin 1,8 g raakoja tioureaoligomeerejd, joiden
suurimman Komponentin n = 4 HPLC:1lla médritettynd (n = 4
alan 9,9 prosentin osuutena 254 nm:ssi).

Pddstd peitettyjen polytioureaoligomeerien valmis-
tus peittéimdttémistd oligomeereista

Pddstd peitt8météntd polytioureaoligomeeria (400
mg), joka oli valmistettu kuten edelld on kuvattu, liuo-
tettiin 15 ml:aan vettd. 5-~%:ista kloorivetyhappoa kdytet-
tiin s#d&tdmd8dn pH 4,5:een. Tiokarbonyylidi-imidatsolia
(100 mg, Aldrich Chemical Co.) lisdttiin sekoittaen ja

saavutettiin pH 6,6 15 minuutin sekoittamisen j&lkeen.
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303H 5 SO3H
[
HiN N-C. SC(C3H3Ny),
@E, C,"-@ NH "
I
HOs$ HoH T 0s5 n pMePhNH,
S $O3H
N” a SO3H |S|
-C-
D hon @ @ N @—y-c-y-@-
HO;3S H H HO;S/ "H H

HPLC-analyysi paljasti, ettd oligomeerien jakaan-
tuminen oli muuttunut sarjaksi 1lipofiilisempi# 1lajeja
(pdsssd isotiosyanaatti). Toluidiinia (80 mg) lis&ttiin,
jolloin heti muodostui valkoinen saostuma (toluidiinitio-
urea). Kun lietettd oli sekoitettu 20 minuuttia (pH 7,0),
liuos suodatettiin ja em#liuos haihdutettiin (107 mm,
35 °C), jolloin saatiin 537 mg p-toluidiinilla pddst8 pei-
tettyjéd polytioureaocligomeerejd. HPLC-analyysi indikoi
prekursorin isotiosyanaattip8dtteisen lajin jadmisd (to-
luidiinilla pédstd peitetty aine on vield lipofiilisempdsd
ja sarja eluoituu vielsd pitemmilld retentioajoilla).

Paidstd peittimittomien polytioureaoligomeerien
fraktiointi

Raaka p4dstd peittamdtdn polytiourea (500 mg), jo-
ka oli valmistettu kuten edelld on kuvattu, liuvotettiin
2 ml:aan vettd ja liuos laitettiin 26 mm x 90 cm G™*°
-kokoiseen eksluusiogeelipylvidseen (Pharmacia). Kerdtyt
fraktiot (20 ml) analysoitiin HPLC:1la ja kahden ensimmii-
sen UV-aktiivisen fraktion (254 nm) arvioitiin omaavan ar-
von n = 7,2. Nam8 yhdistettiin ja haihdutettiin, jolloin
saatiin 140 mg:aa keskimddrdisen dispersiivisyyden n = 7,2
omaavaa tuotetta madritettynd p4ddteryhmén H-NMR-analyysil-
14. Rakenne oli konsistentti seki C- ettd 'H-NMR-analyy-
seilla.
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Biologiset tulokset

Esimerkki I

HIV:n vastaisen oligomeerin kyky estda synsytian
muodostumista ja viruksen kuoren antigeenin P24 ilmenty-
misti kiyttdmdlla IJM-soluja ja GBB-viruskantaa

Sen osoittamiseksi, ettd keksinndn mukainen oligo-
meeri blokkaa HIV-infektion, CD4' -T-solut (JM) altistet-
tiin HIV-I:n GBB-kannalle, GB8. Ensin virusta inkuboitiin
oligomeerin kanssa 15 minuutin ajan ja sen jdlkeen lisdt-
tiin solut. Kahden tunnin absorboitumisen j&lkeen virus-
ymppdysaine poistettiin, solut pestiin kolme kertaa aloi-
tusvirusten jaanteiden poistamiseksi ja soluja inkuboitiin
yhdisteen ldsnid ollessa. Antiviraalinen aktiivisuus m3&ri-
tettiin kolmen vuorckauden inkuboinnin j&dlkeen plottaamal-
la nelinkertaisissa viljelmissd havaitun synsytian keski-
lukuméddrd anionisen polymeerin tai muiden koeyhdisteiden
logl0 -konsentraatiota wvastaan. Oligomeerin voimakkuus
maddritettiin mySs tutkimalla viruksen Kkuoren antigeeni
(P24 Abbott-koe) supérnatanttinesteessa. Hepariini-,
dekstraanisulfaatti-, rs CD4-, ATZ- ja/tai ddC-tulokset,
kun ne esiintyvdt missd tahansa seuraavista taulukoista,
esitetddn positiivisina kontrolleina.

Tulokset esitetddn yhteenvetona taulukossa I.

Taulukko I

Yhdiste EDg,(12g/ml) +
Esimerkki 1c 1,9
peittamaton

Esimerkki lc 0,46
peitetty

+ tehokas annos, joka aikaansaa JM-soluissa HIV-1l:n GB8-
viruskannalla indusoidun synsytian muodostuksen 50-%:isen

inhiboitumisen
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HIV:n vastaisen oligomeerin kyky ehkaistd HIV:11&
indusoitu solukuolema kdyttdmdlla MT-4-soluja ja RF-virus-
kantaa

Tdssd kokeessa jokaiseen putkeen lisdttiin 1,5 ml
RPMI-v&liainetta koeyhdisteen liuottamiseksi. Sen jdlkeen
vhdisteistd tutkittiin HIV-1 -aktiivisuus tekem&lld liuok-
sista kaksinkertaiset laimennockset mikrotiitterilevylle.
Sen jadlkeen lis#dttiin 5 x 10* solua ja 100 TCID,, yksikk&a
virusta jokaiseen kuoppaan ja levyjd inkuboitiin 37 °C:ssa
7 vuorokautta. MTT:td& lisdttiin jokaiseen kuoppaan ja le-
vyja inkuboitiin edelleen Kaksi tuntia. Siniset formatsaa-
nikiteet liuotettiin kdyttédmidllsd happopitoista isopropano-
lia ja absorbanssi mitattiin 540 nm:ssa.

Tulokset on havainnollistettu taulukossa II alla.

Taulukko IT

Yhdiste ED.,(pg/ml) + CDy, (pg/ml)”
Esimerkki lc 5,1 >100
peittamaton

Esimerkki lc 8,5 >100
peitetty

+ Tehokas annos, joka aikaansaa HIV-1l:n RF -viruskannan
indusoiman MT-4-solujen solukuoleman 50-%:isen inhiboitu-
misen MTT-kokeessa.
Yhdisteen sytotoksinen anncos, mikid aikaansaa 50-%:isen

toksisuuden MT-4-soluille MTT-kokeessa.

HIV:n vastaisten oligomeerien wvaikutus HIV-I_.:n
kasvuun C8166 T -solulinjassa

Protokolla: C8166 -soluja infektoitiin HIV-I_:114
vyhden tunnin ajan huoneenlampdtilassa. Sen jialkeen solut
pestiin kahdesti RPMI:ssd ja jaettiin Kkudosviljelmi#levyn
kuoppiin, jotka sisidlsividt wvaihtelevia konsentraatioita
koeyhdistettd tai eivdt sisdltdneet yhdistettda (kontrol-
li). Kolmen vuorokauden inkuboinnin jdlkeen 37 °C:ssa so-
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luista tutkittiin synsytian muodostus ja soluvapaasta su-
pernatanttinesteestd tutkittiin viruksen kuoren antigeenin
P24 tasot ELISA:a kdyttémidlla. Tulokset on esitetty taulu-
koissa 1II ja IV alla.

Taulukko III

Yhdiste konsentr. synsytia P24 % kont-
pg/ml (pg/ml) rolli
Esimerkki 1C 100 0 negat. 0
peittdmaton 10 + 55950 14
1 ++ 241460 59
0,1 +++ 508610 >100
0,01 +++ 376670 93
Esimerkki 1C 100 0 negat. 0
peitetty 10 0 negat. 0
1 +/++ 150668 37
0,1 ++ 389080 96
0,01 +++ 435450 >100

Taulukko IV

Yhdiste ED.,(pg/ml) +
Esimerkki 1C 1,6
peittdmdtodn

Esimerkki 1C 0,6
peitetty

+ tehokas annos, joka aikaansaa HIV-1:113 indusoidun syn-
sytian muodostuksen ja viruksen kuoren antigeenin P24 maa-
rdn 50-%:isen inhiboitumisen C98166-soluissa, jotka on in-

fektoitu viraalisella kannalla RF.
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Patenttivaatimukset

1. Vesiliuokoinen, jédykdn rungon omaava poly-

tioureacligomeeri, t unn e t t u siitd, ettd se vastaa

kaavaa:
H H HS|H
] 1] 1 " A 3
R ]~-N-C 'N-X-N-C |-N-R
" (11)
S |m° “n
jossa

R on vety, Cj_s—alkyyli, fenyyli tai fenyyli, joka on sub-
stituoitu 0 - 2 R'-ryhmdlla ja korkeintaan kolmella substi-
tuentilla, jotka on toisistaan riippumatta valittu kloori-
tal bromiatomista, tai C;4-alkyyliryhmalléa;

R! on -SO3R%?, -COR?, -PO;R* tai -OPO;R%;

R? on vety tai farmaseuttisesti hyvaksyttdva kationi;

R® on -R tai -X-NHR, jossa R on kuten edelld on madritelty;

X on

rR!

©)<0)- -

rl

m on kokonaisluku 0 tai 1, silld ehdolla, ettd kun m on O,
R on vetyatomi, ja n on kokonaisluku 3 -~ 50.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen oligomeeri,
tunnettu siitd, ettd R on vety tai fenyyli, joka on
substituoitu Cy4-alkyyliryhmalls, R® on R, jossa R on kuten
edelld on maritelty, silld ehdolla, ettd kun m on 0, R ja

R3 eivat molemmat ole vetyja,

ja ¥ on SO3R2

R2o3s
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3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen oligomeeri,
tunnettu siitda, ettd m on 1, R ja R® ovat

4-metyylifenyyli, n on 3 - 15 ja X on

803R2

©2©)

R203s

4. Jonkin patenttivaatimuksista 1 - 3 mukainen oli-
gomeeri, tunnettu siitd, ettd keskimddrdinen mole-
kyylipaino on alempi kuin 10 000.

5. Jonkin patenttivaatimuksista 1 - 4 mukainen oli-
gomeeri, tunnettu siitd, ettd oligomeeri on suo-
lansa muodossa.

6. Farmaseuttinen formulaatio, tunne+ttu
siitd, ettd se kdsittdd jonkin patenttivaatimuksista 1 - 5
mukaisen oligomeerin farmaseuttisesti hyvdksyttavan kanta-
jan kanssa.

7. Patenttivaatimuksen 6 mukainen farmaseuttinen

formulaatio nesteend, Jauheena, suihkeena, hyyteléna tai

liuoksena.
8. Farmaseuttinen formulaatio, t unne t t u
siitd, ettd se kisittdd jonkin patenttivaatimuksista 1 - 5

mukaisen oligomeerin detergentin kanssa.

9. Jonkin patenttivaatimuksista 1 - 5 mukaisen oli-
gomeerin kayttd sellaisen farmaseuttisen koostumuksen val-
mistukseen, joka koostumus on tarkoitettu sairaustilan
diagnosoimiseksi ja/tai hoitamiseen lamminverisessa nisak-
kddssa.

10. Patenttivaatimuksen 9 mukainen k&yttd, t un -
nettu siitd, ettd sairaustila on AIDS ja/tai ARC,

11. Menetelmd jonkin patenttivaatimuksista 1 - 5
mukaisen polytioureacligomeerin valmistamiseksi, t un -
nettu siitd, ettd aromaattinen diamiini saatetaan rea-

goimaan tiokarbonyylidi-imidatsolin kanssa.
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