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L7
Uusia muramyylidipeptidijohdannaisia ja nditd johdannaisia

sisdltivd influenssarokote

Tamd keksintd koskee muramyylidipeptidijohdannai-
sia, joilla on apuaktiivisuus ja jotka ovat kdyttodkelpoi-
sia influenssaviruspartikkelin tapaisen keinotekoisen mem-
braanirokotteen komponenttina, niin sanottuna virosomiro-
kotteena. Tama& keksintd koskee myts influenssarokotetta,
joka kédsittda muramyylidipeptidijohdannaisten ja influens-
savirusantigeenin kompleksin.

Koska nykyisin kaytetyn influenssa HA rokotteiden
tehokkuus vaihtelee johtuen mutaatioista, joita tapahtuu
yleisten virusten hemagglutiniinimolekyylissd, on erityi-
sen haluttavaa kehittd&d tehokkaampia rokotteita kuin ta-
vanomaiset.

Mitd tulee viimeisimpiin l&hestymisiin influenssa-
rokotteen kehittelyssd, tunnetaan komponenttirokote, joka
sisdltda HA:ta (hemagglutiniini) ja NA:ta (neuraminidaasi)
influenssaviruspartikkelin tapaisen keinotekoisen membraa-
nirokotteen pddainesosina, joka rokote tehtiin 6-0-(2-tet-
radekyyliheksadekanoyyli )-N-asetyylimuramoyyli-L-alanyyli-
D-isoglutamiinista, niin sanottu virosomirokote, [katso
japanilainen tutkimaton julkaistu patenttihakemus (viita-
taan t&md@n jdlkeen "JP KOKAI":na) nro 61-282321]. Tiede-
td8a8n, ettd erityisesti jadlkimm&inen osoittaa erinomaista
parantavéa vasta-ainearvon tehokkuutta veressd ja niiden
hyvdksikayttHad siten odotetaan.

Kuitenkin tam& rokote drsyttdd sit& osaa ihmikehos-
ta, johon se laitetaan, mik& aiheuttaa punehtumista ei-ha-
Juttuna vastakkaisena reaktiona eikd@ se ole hyvaksyttavaa
ladkkeena.

Tam&n keksinnotn kohde on tarjota uusia muramyylidi-
peptideja, jotka ovat erityisen kéyttdkelpoisia virosomi-

rokotteen komponenttina.
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Toinen tdmdn keksinndn kohde on tarjota influenssa-
rokote, jolla on erinomainen vasta-aineita tuottava kapa-
siteetti ja turvallisuus.

N&m& ja muut té&mén keksinntn kohteet kdyvét ilmei-
seksi seuraavasta selityksestd ja esimerkeista. |

Intensiivisten tutkimusten j&lkeen, joita tehtiin
edelld kuvattujen ongelmien ratkaisemiseksi, keksijdt ovat
padtyneet tdhidn keksintddn.

Ensimm8isen tdmén keksinntn mukaisen ndkdkulman mu-
kaisesti tarjotaan muramyylidipeptidijohdannaisia, joilla

on seuraava yleinen kaava (I), ja niiden suoloja:

A—0-CH,
! 0
0 OH (1)
HO
NHR

CONH . Ry
! /

CH;CHCO - X— NHCHCH,CH,CON \

R:

jossa R esittd8d asyyliryhmda, jossa on 2 - 6 hiiliatomia,
X esittdd L-alaniinitdhdettd, L-seriinitdhdettd, L-valii-
nitdhdettd tai glysiinitd&hdettd, A esittdd rasvahappotdh-
dettd, jossa on 10 - 60 hiiliatomia, ja R, ja R, itsendi-
sesti esittévat vetyatomia, substitutoitua tai substitu-
oimatonta alempaa alkyyliryhm&&d, substituoitua tai substi-
tuoimatonta sykloalkyyliryhm&s, substituoitua tai substi-
tuoimatonta aryyliryhm&d, substituoitua tai substituoima-
tonta aralkyyliryhm&&, hydroksyyliryhm&id, alempaa alkoksi-
ryhmdd, aminoryhm&& tai alempaa alkyyliaminoryhm&a tai R,
ja R, voivat muodostaa syklisen aminoryhm&n yhdessad typ-

piatomin kanssa, johon R, ja R, kiinnittyv&t suoraan, jossa



10

15

20

25

30

syklisessd aminoryhmédsséd voi olla yksi tai useampi hetero-
atomi rengasatomina valittuna ryhm&std, joka k&sitt&& hap-
pi-, rikki- ja typpiatomit, ja se voi olla substituoitu
tai substituoimaton.

Toisen tamén keksinndn mukaisen n&kokulman mukai-
sesti tarjotaan influenssarokote, joka kdsittaa edella
mainitun yleisen kaavan (I) mukaisen vyhdisteen tai sen
susolan ja influenssavirusantigeenin.

Kuvio 1 on té@m&n keksinnén mukaisen naytteen nro 1
rokotteen elektronifotomikrografi (x 95.000)

Kuvio 2 on t@médn keksinndn mukaisen ndytteen nro 2
rokotteen elektronifotomikrografi (x 95.000)

Kuvataan substituentit edelld olevassa kaavassa
(1).

Asyyliryhmét, joissa on 2 - 6 hiiliatomia, kasittaad
asetyyli-, propionyyli-, butyryyliryhmdt, jne. Rasvahappo-
tdhteet kdsittdvdt suoraketjuiset tai haaraketjuiset ras-
vahjappotahteet, joissa on 20 - 60 hiiliatomia, joissa voi
olla yvksi tai usemapi tyydyttymédtotn sidos. Niiden esimer-
kit kdsittavat dekanoyyli-, dodekanoyyli-, tridekanoyyli-,
tetradekanoyyli-, heksadekanoyyli-, oktadekanoyyli-, eiko-
sanoyyli-, dokosanoyyli-, tetrakosanoyyli-, heksakosanoyy-
li-, triakontanoyyli-, tetrakontanoyyli-, 9-heksadekeno-
yyli-, 9-oktadekenoyyli-, 11,14-eikosadienoyyli-, ll-eiko-
senoyyli-, 11,14,17-eikosatrienoyyli-, 2-dodekyyliheksade-
kanoyyli-, 2-tetradekyyliheksadekanoyyli-, 2-dodekyylitet-
radekanoyyli-, 2-tetradekenyyliheksadekanoyyli-, 2-tetra-
dekenyylihekadekanoyyli-, 2-heksadekyyliopktadekanoyyli-
ryhm8t ja sellaiset. Ne ovat edullisesti haarautuneita
ketjuja, joissa on 20 - 40 hiiliatomia.

Alemmat alkyylirymdt k&ésittdvat ne, joissaon 1 - 6
hiiliatomia, kuten metyyli-, etyyli-~, propyyli-, isopro-
pyyli-, tert-butyyliryhmdt ja sellaiset. Alemmilla alkyy-

liryhmilld voi olla substituentteja kuten halogeeniatome-



10

15

20

25

30

35

4
Q/ @3—&@7&&1{&\,
ja, hydroksyliryhm&, aminoryhm& ja séllaisia. Substituent-
tien mididr3d on tavallisesti edullisesti 1 - 3.

Sykloalkyyllri%;t ovat 5 - 7 j8senisid kuten syklo-
propyyli-, syklopentyyli-, sykloheksyyli-, sykloheptyyli-
ryhmat ja seitaiest. Sykloalkyyliryhmilld voi olla yksi
tai useampi substituentti, jotka kdsittavit alemman alkyy-
liryhm&n, halogeeniatomin, hydroksyyliryhm&n, aminoryhmén
ja sellaiset. Substituenttien lukum&drd on tavallisesti
edullisesti 1 - 3.

Esimerkit halogeeniatomeista ké&asittavat kloori-,
bromi-, fluori- ja jodiatomit.

Aryyliryhmét k&sittdvat fenyyli-, naftyyli-, bife-
nyyliryhmdt ja sellaiseti Aryyliryhmillsd voi olla yksi tai
usemapi substituentti, jotka kasittdvét almemman alkyyli-
ryhmdn, halogeeniatomin, hydroksyyliryhm&n, aminoryhmé&n ja
sellaiset. Substituenttien lukumddrd on tavallisesti edul-
lisesti 1 - 3.

Aralkyyliryhmédt kédsittavat, esimerkiksi, fenyylime-
tyyli-, fenyylietyyli-, naftyylimetyyliryhmat ja sellai-
set. Aralkyyliryhm&n aryyliosassa voi olla yksi tai useam-
pi substituentti, jotka kadsittdvdt alemman alkyyliryhmén,
halogeeniatomian, hydroksyyliryhmédn, aminoryhmédn ja sel-
laiset. Substituenttien lukumddrd on tavallisesti edulli-
sesti 1 - 3.

Sykliset aminoryhm&t k&sittdvdt 5 - 7 j&seniset
sykliset aminoryhm&t kuten pyrrolidinyyli-, piperidinyy-
li-, homopiperidinyyliryhmé&t ja sellaiset. Sykliset amino-
ryhmat voivat sis&ltdda yhden tai useamman heterocatomin va-
littuna ryhmdst&d, joka kdsittdd happi-, rikki- ja typpi-
atomit, rengasatomina. Esimerkit niistd sisdltdvat 3-ok-
satsolidinyyli-, 3-tiatsolidinyyli-, morfolino-, tiomor-
folino-, l-pyratsolidinyyli-, l-imidatsolidinyyliryhmdt ja
sellaiset. Syklisissd@ aminoryhmissd voi olla vyksi tai
useampi substituentti, jotka k&sittadvdt alemman alkyyli-

ryhmén, halogeeniatomian, hydroksyyliryhmdn, aminoryhmé&n
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ja sellaiset. Substituenttien lukum##rd on tavallisesti
edullisesti 1 - 3. Esimerkit alemmista alkoksiryhmist8 si-
siltdvadt metoksin, etoksin, propoksin, isopropoksin ja
sellaiset. Alkyyliaminoryhm& tarkoittaa mono-alempialkyy-
liaminoryhm88 tai di-alempialkyyliaminoryhm88 ja esimerkit
niistd kdsittdvdt monometyyliaminon, monoetyyliaminon, di-
metyyliaminon, dipropyyliaminon, monobutyyliaminon ja sel-
laiset.

Kaavan (1) mukaisen yhdisteen osarakenteella
-NHCH( CONH, )CH,CH,CO- on D- ja L-isomeerit, koska silla on
asymmetrinen hiiliatomi. Tavallisesti D-isomeeri on edul-
linen.

Mitd tulee kaavan (I) mukaisen yhdisteen sakkaroo-
siosan l-asemaan, silld on anomeeriset isomeerit (a- ja 8-
isomeerit), joista molemmat ovat kayttokelpoisia rokottee-
seen mitd tulee t&h&n keksintddn.

Tarkoituksenmukaisuuden vucksi molemmat isomeerit
esitetddn tédssd samanaikaisesti seuraavalla osittaisella

rakennekaavalla:

A— 0~ CH,

HO
NHR
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Kuvataan menetelmid tuottaa kaavan (I) mukaisia
yhdisteité:

CH:0A N
0 HN / ()
0 OH .
HO — G
RHR

CONH,
|
CH,CHCO - X= NH- CHCH,CH,COOH

()

Nimitt&in kaavan (II) mukainen yhdiste voidaan
saattaa reagoimaan kaavan (I1II) mukaisen yhdisteen kanssa
kondensaatiomenetelmills, jota kdytetddn useasti peptidien
synteesisstd kuten karbodi-imidimenetelmd, eintopf-mene-

it Sl
telmd tai aktiivinen esterimenetelmd@, jolloin muodostuu
aiottu kaavan (I) mukainen yhdiste. Esimerkiksi, kun ak-
tiivista esterimenetelmdd k&ytetdsdn tavallisesti, kaavan
(II) mukainen yhdiste liuotetaan inaktiiviseen orgaaniseen
liuvuottimeen kuten dimetyyliformamidiin, tetrahydrofuraa-
niin, dioksaaniin, asetonitriiliin tai niiden seokseen ja
saatetaan reagoimaan reagenssin kanssa, jolloin muodostuu
aktiivinen esteri kuten N,N-disukkinimidyylikarbonaatti,
N,N-karbonyyli-imidatsoli tai N,N-disukkinimidyylioksa-
laatti, edullisesti, orgaanisen em&ksen l&sndollessa kuten
trietyyliamiinin, N-metyylimorfoliinin tai 4-dimetyyliami-
nopyridiinin 0 °C:sta noin 60 °C:seen 30 minuutista usei-
siin tunteihin, jolloin muodostuu aktiivinen esteri, johon

kaavan (III) mukainen amiiniyhdiste lis&td8n emdksen lds-

‘ndollessa, kuten edelld kuvatut emikset, lampdtilassa noin

-15 °C:sta noin 60 °C:seen, edullisesti 0 °C:sta

25 °C:seen, ja reaktio voidaan suorittaa useista minuu-
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teista noin yhteen pdivédédn. Edelld olevaa reagenssia, joka
muodostaa aktiivisen esterin, voidaan kayttda ekvimolaari-
sessa médrdssd suhteessa kaavan (II) mukaiseen yhdistee-
seen. Edelld mainittua orgsanista emdst&@ voidaan k&yttédd
my®s ekvimolaarisesti taili ylimdarin suhteessa kaavan (II)
mukaiseen yhdisteeseen. Sitten syntynyt tuote puhdistetaan
silikageelikolonnikromatografisesti tai muuten, jolloin
saadaan kaavan (I) mukainen yhdiste.

Kaavan (II) mukainen l&ht6yhdiste voidaan valmistaa
JP-patenttijulkaisussa 6 311 359 kuvatun menetelmd@n mukai-
sesti.

Kompleksi, joka muodostaa t&mén keksinndn mukaisen
rokotteen, on sellainen, ettd kaavan (I) mukainen yhdiste
tai sen suola, kasaantuu, haluttaessa, 1lipidin kanssa,
jolloin muodostuu suljettu endoplastinen retikulum ja in-
fluenssavirusantigeeni liitetaan.sen membraaniin. Tyypil-
linen esimerkki siitd on viruspartikkelin tapainen rokote,
so. niin sanottu virosomi.

Kuvataan antigeeni t&mén keksinndn mukaisessa ro-
kotteessa.

Antigeenit, jotka ovat kdyttokelpoisia té&sséd kek-
sinndssd, kdsittdvat influenssaviruksen HA (hemagglutiini)
antigeenin, NA (neuraminidaasi) antigeenin ja sellaiset.
Tavallisesti niiden seosta, so. niin sanottu HANA antigee-
ni, ké&ytetddn edullisesti. HANA antigeenia voidaan saada
puhdistamalla influenssavirus pieninopeuksisella ja suu-
rinopeuksisella sentrifuugierotuskésittelyllé tai allanto-
iininesteen, joka on infektoitu influenssaviruksella, ke-
miallisella kasittelylld, liuottamalla puhdistettu virus
surfaktantin kanssa kuten Triton X-100, natriumkolaatti
tai sellainen, tai erottamalla virus orgaanisen liuottimen
kanssa kuten eetteri ja puhdistamalla ja eristamdllsd suk-
roosi tiheysgradienttisentrifugoinnilla, affiniteettikro-
matografialla tai sellaisella. Siten saatua antigeenia

kdytetdsdn md&drissd tavallisesti 1/300 - 10 paino-osaan,
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edullisesti 1/100 - lrpaino—osaa, 1 osaa kaavan (I) mukai-
sen yvyhdisteen tai sen suolan painosta.

Tédmén keksinndén mukainen rokote voidaan tuottaa
erilaisilla prosesseilla kuten tavallisella prosessilla
liposomien tuottamiseksi. Tyypillisi& prosessiesimerkkejéa
kuvataan alla.

Influessavirusantigeeni, kaavan (1) mukainen yhdis-
te tai sen suola ja edullisesti fosfolipidi sekoitetaan
yhdess& sopivaan puskuriliuokseen kuten fosfaattipuskuri-
liuvos tai sellainen ja tehokas m&&r& (edullisesti 0,1 - 20
paino/tilavuus-%) pinta-ainetta, kuten natriumkolaatti,
oktyyliglykosidi tai sellainen, lis&t&dn seokseen liukois-
tamaan se. Sitten seos dialysoidaan kédytetyn surfaktantin
poistamiseksi, siten saadaan taman keksinntn mukainen in-
fluenssarokote. Sakkaridia kuten glukoosi, maltoosi tai
laktoosi, suolaa kuten natriumkloridi, tai niiden seosta
voidaan 1liittdd isotonisoijaksi siten saatuun t&mén kek-
sinndn mukaiseen rokotteeseen.

Esimerkit fosfolipideistd kédsittadvat fosfatidyyli-
glyserolit kuten dimyristoyylifosfatidyyliglyseroli ja di-
palmitoyylifosfatidyyliglyseroli; fosfatidyyliseriinin;
fosfatidyylikoliinit kuten dipalmitoyylifosfatidyylikolii-
ni; fosfatidyylietanoliamiinin; fosfatidyyli-inositolin;
fosfatidihapon ja sellaiset. Ne voidaan johtaa luonnolli-
sista aineista kuten munankeltuaisesta tai soijapavusta
tai ne voivat olla synteettisi&. Niit& voidaan kdyttisa jo-
ko yksittdin tai seoksen muodossa. Niiden kdytetty maara
on tavallisesti 1/20 - 20 paino-osaa, edullisesti 1/4 - 3
paino-osaa, 1 paino-osaa kaavan (I) mukaista yhdistetta
tai sen suolaa kohti.

Edelld kuvatussa menetelmdssd fosfolipidid voidaan
kdyttdd yhdessd8 kolesterolin, a-tokoferolin, diasetyyli-
fosfaatin, stearyyliamiinin tai sellaisen kanssa, jota

kadytetd8an tavallisestl mddrdssda ei enemmdn kuin 2 paino-
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osaa, edullisesti 1/10 - 1/2 paino-osaa, 1 paino-osaa kaa-
van (I) mukaista yvhdistettd tai sen suolaa kohti.

Siten tuotettu t&m&n keksinnén mukainen rokote on
tavallisesti sellaisessa muodossa, ettd kaavan (I) mukai-
nen yhdiste tai sen suola ja fosfolipidi muodostavat par-
tikkeleita ja antigeeni liitet&&n sen membraaniin, joka on
niin sanottu virosomi. Keskimdédrdistd virosomipartikkelin
ldpimittaa ja pinnan zeta-potentiaalia voidaan kontrolloi-
da muuttamalla kaavan (I) mukaisen yhdisteen tai sen suo-
lan suhdetta fosfolipidin suhteen. Tavallisesti keskim&&-
rdinen virosomipartikkelin l&dpimitta on edullisesti 40 -
300 nm ja sen zeta-potentiaali on edullisesti -5 - -70 mV.

T&8mé&n keksinndn mukainen rokote annetaan tavalli-
sesti ihonalaisella annostelulla. 350 - 12 pg (antigeeni-
proteiinin méd&8réd) rokotetta annostellaan yhdesta useisiin
kertoihin kaudessa.

Taman keksinndn mukaisilla muramyylidipeptidijoh-

dannaisilla on erinomainen apuaineaktiivisuus ja ne ovat

erinomaisia virosomirokotteen komponentteja.

T&md&n keksinndén mukaisen rokotteen vasta-aineita
tuottava kapasiteetti on yhtd suuri tai korkeampi kuin ta-
vanomaisten virosomirokotteiden ja paljon suurempi turval-
lisuus punehtuvuuden ja kuumeen ndkdkulmista. Lis&ksi t&-
man keksinnén mukaisella rokottééiiéAén korkea stabiili-
suus myds s8ilytyksen aikana ja sitd voidaan s&ilyttéa
jéadytettynad tai j&&kuivatussa muodossa.

Seuraavat esimerkit kuvaavat edelleen tatd keksin-

tbd, jotka esimerkit eivat milladn tavalla-—rajoita—keksin-

55
Esimerkki 1
1,0 g [6-0-(2-tetradekyyliheksadekanoyyli)-N-ase-
tyylimuramoyyli)-L-alanyyli-D-isoglutamiinia liuotettiin
100 ml:aan tetrahydrofuraania. 0,3 g N,N-disukkinimidyyli-
karbonaattia ja 0,15 ml trietyyliamiinia lis&ttiin liuok-

seen ja niitd sekoitettiin huoneenla&mpdtilassa 1,5 tuntia.
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0,22 ml 28 %:sta ammoniakin vesiliuosta lisdttiin sitten

niihin ja niit& sekoitettiin huoneenldmpdtilassa vield 30
minuuttia.

Reaktioneste konsentroitiin alennetussa paineessa

5 ja jaannds silikageelikolonnikromatografoitiin. Puhdistuk-

sen j&lkeen, eluoimalla kloroformi/metanolilla, mit& seu-

rasi j8&kuivatus vesi/dioksaanista, saatiin 0,44 g [6-0-

I

) . /. f  (2-tetradekyyliheksadekanoyyli)-N-asetyylimuramoyyli]-L-

~ [ A
_ {3
N A t"?é/‘/"\p’\,{‘

alanyyli-D-glutamamidia.

10 Sulamispiste: 155 - 165 °C
Molekyylimassa: 926 (C,Hy,N;O,,):
FAB massa m/z 927 (M+1)
'H-NMR (DMSO-d,) &6: 0,85 (6H, t, J = 7 Hz), 1,2 - 1,3,
1,39, 1,50 (58H, m), 1,72 (1H, m), 1,80 (3H, s), 1,93 (1H,
15 m), 2,08 (2H, t, J = 8 Hz), 2,30 (1H, m), 3,28 (1H, t, J =
9 Hz), 3,46 (1H, t, J = 9 Hz), 3,67 (1H, m), 3,81 (1H, m),
4,02 (1H, d-4, J = 12 Hz, 5 Hz), 4,12 (1H, d-gq J = 9 Hz, 5
Hz), 4,31 (2H, m), 4,34 (1H, 4, J = 10 Hz), 4,44 ja 4,98
(1H), 5,43 (1H, 4, J = 4 Hz), 6,67 (1H, 4, J = 4), 6,47

20 (1H, s), 7,01 (1H, s), 7,27 (1H, s), 7,30 (1H, s), 7,65
(1H, 4, J = 7 Hz), 8,08 (1H, 4, J = 8 Hz), 8,17 (1lH, 4, J
= 8Hz).

Esimerkki 2
1,0 g [6-0-(2-tetradekyyliheksadekanoyyli)-N-ase-
25 tyylimuramoyyli)-L-alanyyli-D-isoglutamiinia liuotettiin
100 ml:aan tetrahydrofuraania. 0,3 g N,N-disukkinimidyyli-
karbonaattia ja 0,15 mlutrietyyliamiinia lisdttiin liuok-
seen. Niitd sekoitettiin huoneenléampdtilassa 1,5 tuntia.
0,2 ml 40 %:sta metyyliamiinin vesiliuosta 1lis&dttiin ja
30 sekoitettiin huoneenlampdtilassa vield 30 minuuttia.
Reaktioneste konsentroitiin alennetussa paineessa
ja jdannds silikageelikolonnikromatografoitiin. Puhdistuk-
sen jdlkeen, eluoimalla kloroformi/metaniolilla, mitd seu-

rasi jaadytyskuivaus vesi/dioksaanista, saatiin 0,5 g [6-
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O-(2-tetradekyyliheksadekanoyyli)-N-asetyylimuramoyyli]-L-
alanyyli-N-metyyli-D-glutamamidia.
Sulamispiste: 95 - 100 °C
Molekyylimassa: 939 (C; HyN;0;,):
FAB massa m/z 940 (M+1)
'H-NMR (DMSO-d,) &: 0,85 (6H, t, J = 7 Hz), 1,2 - 1,3,
1,39, 1,50 (58H, m), 1,73 (1H, m), 1,79 (3H, s), 1,93 (1H,
m), 2,07 (24, t, J = 8 Hz), 2,30 (1H, m), 2,55 (3H, 4, J =
5 Hz), 3,26 (1H, t, J = 9 Hz), 3,46 (1H, t, J = 9 Hz),
3,68 (1H, m), 3,82 (1H, m), 4,03 (1H, d-d, J = 12 Hz, 5
Hz), 4,12 (1H, d-q, ' J = 9 Hz, 5 Hz), 4,30 (2H, m), 4,36
(1H, 4, J = 10 Hz), 4,98 (1H, t, J = 3,5 Hz), 5,43 (1H, 4,
J =17 Hz), 6,67 (1H, 4, J = 3 Hz), 7,01 (1H, s), 7,31 (1H,
s), 7,64 (1H, 4, J = 7 Hz), 7,71 (1H, 4, J = 5 Hz), 8,07
(1H, 4, J = 8 BHz), 8,17 (1H, d, J = 8 Hz).

Esimerkki 3

[6-0-(2-tetradekyyliheksadekanoyyli)-N-asetyylimu-
ramoyyli]-L-alanyyli-N-etyyli-D-glutamamidi valmistettiin
samalla tavalla kuin esimerkissad 2.
Molekyylimassa: 953 (C;;HyNO,,):
FAB massa m/z 954 (M+1)
'H-NMR (DMSO-d,) &: 0,85 (6H, t, J = 7 Hz), 0,99 (3H, t, J
= 7 Hz), 1,2 - 1,3, 1,39, 1,50 (58H, m), 1,71 (1H, m),
1,79 (3H, s), 1,93 (1H, m), 2,06 (2H, t, J = 8 Hz), 2,29
(1H, m), 3,04 (2H, d-q, J = 3, 5Hz, 7 Hz), 3,28 (1H, t, J
= 9 Hz), 3,45 (1H, t, J = 9 Hz), 3,68 (1H, m), 3,81 (1H,
m), 4,03 (1H, d-d4, J = 12 Hz, 5 Hz), 4,12 (1H, d-q, J = 9
Hz, 5 Hz), 4,29 (2H, m), 4,35 (1H, 4, J = 10 Hz), 4,97
(1H, t, J = 3,5 Hz), 5,44 (1H, d, J = 7 Hz), 6,68 (1H, 4,
J =4 Hz), 7,01 (1H, s), 7,30 (1H, s), 7,64 (1H, d, J = 7
Hz), 7,76 (1H, 4, J = 5,5 Hz), 8,07 (1H, 4, J = 8 Hz),
8,16 (1H, d, J = 8 Hz).
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Esimerkki 4

Influenssa HANA antigeenin valmistaminen

Puhdistettua virusta saatiin allantoiininesteests,
joka oli infektoitu influessa A /Yamagata / 120 /86 kan-
nalla korkeanopeussentrifugikdsittelylla (23 000 rpm,
90 min), pieninopeussentrifuugikdsittelyllda (6 000 rpm,
60 min), ja sukroositiheysgradienttisentrifugoinnilla
(30 000 rpm, 3 h). Sitten lis&ttiin Triton X-100:aa virus-
Jiuokseen sellaisessa médridssid, ettd Triton X-100:n kon-
sentraatio olisi 1 3¥. Niit& sekoitettiin hyvin huolelli-
sesti viruksen liuottamiseksi ja sitten saatiin puhdistet-
tua HANA antigeeniliuosta sukroositiheysgradientti tasa-
painomenetelmi&lli.

Virosomirokotteen valmistaminen

Edelld saadusta puhdistetusta HANA antigeeniliuok-
sesta valmistettiin neljé&nlaisia rokotenadytteitd, joiden
kunkin koostumus on ndytetty taulukossa 1l: vastaavat ai-
nesosat sekoitettiin keskenddn ja sitten lis&ttiin oktyy-
liglukosidia seokseen sellaisessa médridsssd, ettd sen kon-
sentraatio olisi 4 ¥ liuottamaan ainesosat. Sitten suori-
tettiin dialyysi 5 % glukoosia sisdltédvidlla fosfaattipus-
kuriliuoksella (pH 7,4) tavanomaisten menetelmien mukai-
sesti. Siten saaatujen kunkin n&ytteen HANA antigeenikon-
sentraatio s&d&dettiin 70 pg/ml:aan. Virosomin muodostumis-
ta havaittiin syntyneessd nidytteesséd. Virosomit té@mdn kek-
sinndn mukaisissa n&dytteissd nro 1 ja 2 on ndytetty kuvis-
sa 1 ja 2.

Tamdn keksinntn mukainen virosomirokote (nro 1 tai
2) ja kontrollirokote laimennettiin 1/15 konsentraatioon
edellisestd rokoteliuoksesta ja ihonalaisesti rokotettiin
10 marsun ryhmd&n kunkin takamukseen 0,5 ml:n m8&ri&ssi.
Kolme viikkoa rokottamisen j&dlkeen rokotettiin j&lleen
sama mddrd. 3 viikon ja 5 viikon jdlkeen marsuista otet-
tiin verta ja verelle suoritettiin Hemagglutiini inhibi-

tiokoe WHO:n menetelmidn mukaisesti vasta-ainetta mudosta-
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van kapasiteetin m@drittdmiseksi. Tulokset on annettu tau-

lukossa 1.

Taulukko 1
Ndyte Vasta-aineita muodostava
nro Koostumus kapasiteetti (HI-arvo)
3 viikkoa 5 viikkoa
1 HANA 70 ng
Esimerkin 1 yhdiste 300 nug < 80 5120
1) = Fosfatidyylikoliini 225 ng
2) = Fostatidyyliglyseroli 150 ng
HANA 70 ng
2 Esimerkin 2 yhdiste 300 ng <80 2560
1) = Fosfatidyylikoliini 225 pg
2) = Fosfatidyyliglyseroli 150 pg
HANA 70 ng
Esimerkin 1 yhdiste 600 ng
3 Dimyristoyylifosfatidyyli- 450 ng <80 2560
koliini
Dimyristoyylifosfatidyyli- 300 ug
glyseroli
HANA 70 ng
Esimerkin 1 yhdiste 600 ng
Dimyristoyylifosftidyyli- 600 ug <80 2560
glyseroli
Kolesteroli 300 ng
HANA 70 ng
Kontrolli Kontrolliyhdiste 300 pg <80 2560
1 Kolestercoli 300 nug
Kontrolli HANA 70 ng <80 1280
2
Kontrolli HANA-rokote 70 ug <80 1280
3
Kontrolli Formaliini-~inaktivoitu
4 kokonaispartikkelirokote 70 ng <80 1280
Edelld olevasta taulukosta kdy ilmi, ettd t&man
keksinndn mukaiset rokotteen osoittivat wvasta-ainetta
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tuottavaa kapasiteettia, joka on sama tai suurempi kuin
kontrollirokotteiden.
* Kontrolliyhdiste: 6-0-(2-tetradekyyliheksadekanoyyli)-N-

asetyylimuramoyyli-L-alanyyli-D-isoglutamiini

5 Punehtuvuusreaktiotesti
Tdssd punehtuvuusreaktiotestissd, 0,5 ml ndytettéa
rokotettiin ihonalaisesti kunkin 5 kaniinin takamukseen,
kunkin kaniinin punehtunut pinta-ala m&8dritettiin joka
pdivd, kunkin viiden kaniinin kokonaisalue laskettiin ja
10 sitten kaniinien punehtuneen pinta-alan keskiarvo lasket-
tiin. Tulokset on annettu taulukossa 2.
Taulukko 2
15
Nayte Koostumus Punehtuvuusreaktiokoe
nro Positiivinen Punehtuneen pinnan
eldin ala
(Nro)/Testattu 1 2 3
20 eldin (nro) pdivd pdaivd pdivd
HANA 70 ng
Esimerkin 1 yhdiste 300 ug
25 1 1) = Fosfatidyylikoliini 225 ng 1/5 1,1 o 0
2) = Fosfatidyyliglyseroli 150 ng
HANA 70 ug
30 Esimerkin 2 yhdiste 300 pg
2 1) = Fosfatidyylikoliini 225 ug 1/5 1,0 o o]
2) = Fosfatidyyliglyseroli 150 nug
35 Kontrolli HANA 70 pg
1 Kontrolliyhdiste 300 ug 5/5 5/7 4,2 8,5
Kolesteroli 300 ng
40 Kontrolli HANA-rokote 70 ug 3/5 4.5 4,0 1.6
2
E(,{/\!’iln i ln,
45 | Edelld olevasta taulukosta kdy ilmi, ettd punaisuu-
i den aste, jonka aiheuttaa t&mé&n keksinndn mukaiset rokot-
teet, 0li almepi kuin mitd kontrollirokotteet aiheuttivat.
Kuumekoe
Kuumekokeessa 1 ml kutakin ndytettd vietiin kanii-
50 nin laskimoon biologisten tuotteiden standardin yleisen
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koementelmé&n mukaisesti. Kon kolmen kaniinin reaktion ko-
honnut kokonaiskuume o0li 1,3 °C tai vd@hemm#n, KkKuumekokeen
tulokset annettiin negatiivisena ja kun se oli 2,5 °C tai
enemmidn, tulokset annettiin postiivisena. Tulokset on an-

nettu taulukossa 3.

Taulukko 3
Nayte Koostumus Kuumekoe
nro (3 kaniinin kehon lamp&tilan
kokonaiskchoaminen
1 HANA 70 ug
Esimerkin 1 yhdiste 300 ng 0,81 ‘c
1) = Fosfatidyylikoliini 225 ng Tulokset: negatiiviset

2) = Fosfatidyyliglyseroli 150 pg

2 HANA 70 ug
Esimerkin 2 yhdiste 300 ng 0,14 ‘¢
1) Fosfatidyylikoliini 225 pg Tulokset: negatiiviset

2) Fosfatidyyliglyseroli 150 ug

Kontrolli HANA 70 ng 2,66 ‘C
1 Kontrolliyhdiste 300 ng Tulokset: positiiviset
Kolesteroli 300 pg

Edelld olevasta taulukosta k&dy ilmi, ettd t&mdan
keksinnén mukaisten rokotteiden aiheuttaman kuumeen kohoa-
misen aste o0li alhaisempi kun mitd kontrollirokotteet ai-
heuttivat.
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Patenttivaatimukset

1. Muramyylidipeptidijohdannainen tai sen suola,
tunnettu siitid, ettd silli on yleinen kaava (I):

A" 0" CHz

0 OH ap
HO.

NHR ~
CONH: R!‘

! /

CH, CHCO = X= NHCHCH,CH, CON

\

Rz

jossa R esittdd asyyliryhmd@&, jossa on 2 - 6 hiiliatomia,
X esittdd L-alaniiniryhmdsa, A esittd& rasvahapporyhm&d,
jossa on 20 - 60 hiiliatomia, ja R, ja R, itsendisesti
esittidvit vetyatomia tai substituoitua tai substituoima-
tonta alempaa alkyyliryhmaa.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen muramyylidipepti-
dijohdannainen, tunnettu siitd, ettd A esittédd
haarautunutta rasvahapporyhm&ad, jossa on 20 - 40 hiiliato-
mia. ‘

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen muramyylidipepti-
dijohdannainen, tunnet tu siitd, ettd alempialkyy-
liryhm&ssd on 1 - 6 hiiliatomia.

4. Patenttivaatimuksen 1 mukainen muramyylidipepti-
dijohdannainen, tunnettu siitd, ettd R esittda
asyyliryhmdd, jossa on 2 - 6 hiiliatomia, X esitt&d L-ala-
niiniryhmdd, A esittdsd harautunutta rasvahapporyhmda, jos-
Sa on 20 - 40 hiiliatomia ja R, ja R, itsendisesti esitta-
vat vetyatomia tai alempaa alkyyliryhm&s.

5. Patenttivaatimuksen 1 mukainen muramyylidipepti-

dijohdannainen, tunnettu siitd, ettd se on valit-
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tu ryhmastda, joka kasittdsa [6-0-(2-tetradekyyliheksadeka-
noyyli)-N-asetyylimuramoyyli]-L-alanyyli-D-glutamamidin,
[6-0-(2-tetradekyyliheksadekanoyyli)-N-asetyylimuramoyy-
li]-L-alanyyli-N-metyyli-D-glutamamidin ja [6-0O-(2-tetra-
dekyyliheksadekanoyyli)-N-asetyylimuramoyyli]-L-alanyyli-
N-etyyli-D-glutamamidin.

6. Menetelmd influenssarokotteen valmistamiseksi,
tunnettu siitd, etta

a) influenssavirusantigeeni saatetaan kosketukseen
jonkin patenttivaatimuksista 1 - 5 mukaisen muramyylipep-
tidijohdannaisen tai sen suolan kamnssa puskuriliuoksessa,

b) liuotetaan vaiheessa a) saatu tuote tehokkaassa
madrassd pinta-aktiivista ainetta, ja

c) dialysoidaan saatu liuos kdytetyn pinta-aktiivi-
sen aineen poistamiseksi ja influenssarokotteen saamisek-
si, joka sis#dltdd influenssavirusantigeenin ja muramyyli-
peptidijohdannaisen tai sen suolan v&lisen kompleksin.

7. Patenttivaatimuksen 6 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd kdytetdsn 1/300 - 10 paino-
osaa antigeenia yhtd paino-osaa muramyylipeptidijohdan-

naista tai sen suolaa kohti.
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