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L2

Trisykliset takykiniinin antagonistiyhdisteet, niiden valmis-
tus ja farmaseuttiset koostumukset, jotka sisdltidvit sellai-
sia yhdisteitd - Tricykliska takykinins antagonistf&reningar,
deras framstdllning och farmaceutiska sammansdttningar, som
inneh8ller sddana féreningar

Tdmd keksintd koskee yhdisteitd, joilla on seuraava yleinen
kaava (I)

R, Rz
\! ¢ 2 7
CH —Xz— CH—-Xy — CH

|
| (CH,)n I
|
|
| e
CH—XV—CH-XS—-CH
R/l H 3 \R3

jossa:

X1, X2, X3, X4, X5 ja X6 ovat identtisid tai erilaisia ja
niistd kukin valitaan ryhmdstd, joka kadsittdd -NR'-CO-:n,
-CO~-NR'-:n, joissa R' on H tai C;_jz-alkyyli,

Y valitaan ryhmadstd, joka koostuu -CONR-:std, -NRCO-:sta,
-0CO-:sta, -COO-:sta, -CH,-NR-:std, -NR-CH,-:std, -SS-:std,
-CH,-CH,-:sta, cis- tai trans-muodossa olevasta ryhmdstd
-CH=CH-, joissa ryhmissd R on H tai C;_j-alkyyli,

R1, R2, R3 ja R4 ovat hydrofobinen ryhmd,

n ja m, jotka ovat identtisid tai erilaisia, niistd kukin on
kokonaisluku 1 - 4,

ndiden yhdisteiden valmistusta sekd farmaseuttisia koostumuk-

sia, jotka sisdltdvidt mainittuja yhdisteitsd.

Takykiniinin antagonistiyhdisteet ovat kirjallisuudesta tun-
nettuja. Niiden joukosta sykliset yhdisteet ovat erityisen
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kiinnostavia [GB-A-2 216 529; McKnight, British Journal of
Pharmacology, 104, 2 (1991); Gilon et al., Biopolymers, osa
31, 745-750 (1991); Harbeson et al., Peptides, Chemistry and
Biology Proceedings 12. APS, 124 (1992), julkaisija Escom].

Vaikka tédssd keksinntssd huomioon otettujen yhdisteiden ke-
miallinen kaava olennaisesti eroaa jo tunnetuista yhdisteis-
td, ensiksi mainittujen yhdisteiden farmakologinen aktiivi-
suus on yhtd suuri tai vieldpd suurempi kuin viimeksi mainit-
tujen yhdisteiden. Sen td@hden yhdisteitd, joille vaatimukset
esitetddn, voidaan pitdd perusteltuina vaihtoehtoina.

Esilld oleva keksintd koskee uusia tuotteita, joilla on seu-

raava yleinen kaava (I)

R, R,
Nt 6 2 ,
CH —X, — CI:H —Xy— CH

l (CHa)a I
|
X,. Y X4
|
|
CH —X;—~ CH —X;— CH
R’ s 3 \R,

jossa:

X1, X2, X3, W4, W5 ja X6 ovat identtisid tai erilaisia ja
kukin niistd valitaan ryhmdstd, joka kdsittdd -NR'-CO-:n,
-CO-NR'-:n, Jjoissa R' on H tai C;_jz-alkyyli,

Y valitaan ryhmdstd, joka koostuu -CONR-:std, -NRCO-:sta,
-0CO-:sta, -COO-:sta, -CH,-NR-:st&, -NR-CH,-:std, -SS-:std,
-CH,-CH,-:sta, cis- tai trans-muodossa olevasta ryhmdstd
-CH=CH~, joissa ryhmissd R on H tai C;_z-alkyyli,

Rl, R2, R3 ja R4 kukin ovat hydrofobinen ryhm&d,

n ja m ovat identtisid tai erilaisia, ja niistd kukin on
kokonaisluku 1 - 4,

sellaisten yhdisteiden valmistusta sekd farmaseuttisia koos-
tumuksia, jotka sisdltdvdt nditd yhdisteitsi.
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Kuten voidaan ndhdd, kaavan (I) mukaisilla, yll&d kuvatuilla
yhdisteilld on useita kiraalisia keskuksia: on ymmidrrettdvid,
ettd myds erilaiset enantiomeerit ovat esilld olevan keksin-
nén kohteena.

Hydrofobiset ryhmdt R1, R2, R3 ja R4 koostuvat mieluummin
sekd luonnonmukaisten ettd synteettisten, hydrofobisten ami-
nohappojen sivuketjuista tai ei-hydrofobisten aminohappojen
sivuketjuista, joiden funktionaalisista ryhmistd muodoste-
taan johdannaisia, niin ettd ryhmistd tulee hydrofobisia.

Erityisesti R1, R2, R3 ja R4 voidaan valita ryhmistd, jotka
ovat seuraavat:

a) lineaariset tai haarautuneet alkyyliryhmdt, jotka ovat
tyyppid C Hy,,;, jossa n =0, 1 - 4;

b) lineaariset tai haarautuneet alkyyliryhmdt, jotka ovat
tyyppid CH,,-U-W, jossan=1- 4; U =0, CO, COO, CONH, S,
guanidiini, NH ja W = H, jolloin hydrofobinen ryhmd sis&dlt&id
1 - 10 hiiliatomia;

c) CH,CgH3XY, jossa X ja Y ovat identtisid tai erilaisia Jja
kukin on H, halogeeni, OH, NH,, CH;, bentseenirenkaan orto-
tai meta- tai para-asemassa;

d) CH,CgH4X, jossa X = OR, SR, NHR, jossa R = hydrofobinen
ryhmé, joka sisdltdd 1 - 10 hiiliatomia;

e) CgH3XY, jossa X ja Y ovat identtisid tai erilaisia ja ku-
kin on H, halogeeni, OH, NH,, CH3, bentseenirenkaan orto- tai
meta- tai para-asemassa;

f) CH,CgHq;;

g) l-metyylinaftyyli, 2-metyylinaftyyli;

h) CH,-imidatsoli;

i) CH,-indoli;

1) CH,-(furanyyli-3-yyli);

m) CH,-(pyridyyli-3-yyli);

n) CH,-(imidatsolyyli-3-yyli);

o) lopuksi substituoitu ryhmd -(CH,);-, joka syklisoituu yh-
den kanssa kahdesta vierekkdisestd X-ryhmdstd, jotta
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aikaansaadaan proliinin, hydroksiproliinin, dehydroproliinin
sivuketiju.

Erityisesti substituentit R1, R2, R3 ja R4 voivat olla hydro-
fobisten, sellaisten luonnonmukaisten aminohappojen sivuket-
juja, jotka valitaan ryhmdstd, joka koostuu glysiinistd, ala-
niinista, valiinista, leusiinista, isoleusiinista, metionii-
nista, fenyylialaniinista, tyrosiinista, tryptofaanista,
proliinista, histidiinistd. R1, R2, R3 ja R4 voivat olla myds
ei-hydrofobisten aminohappojen sivuketjuja, joista on tehty
hydrofobisia johdannaisia, jotka aminohapot valitaan ryhmis-
td, joka koostuu seriinistd, treoniinista, kysteiinisti,
asparagiinihaposta, asparagiinista, glutamiinihaposta, gluta-
miinista, t-karboksiglutamiinihaposta, arginiinista, orni-

tiinista, lysiinistd.

R1l, R2, R3 ja R4 voivat olla myds hydrofobisten, sellaisten
ei-luonnonnukaisten aminohappojen sivuketjuja, jotka valitaan
ryhmdstd, joka koostuu norleusiinista, norvaliinista, al-
loisoleusiinista, dehydroproliinista, hydroksiproliinista,
sykloheksyyliglysiinistd (Chg), a-amino-n-voihaposta (Aba),
sykloheksyylialaniinista (Cha), aminofenyylivoihaposta (Pba),
fenyylialaniineista, jotka ovat mono- tai disubstituoituja
aromaattisen renkaan orto-, meta- tai para-asemassa yhdelld
tai useammalla ryhm&lld, jotka ovat seuraavat: C;_;p—alkyyli,
Ci-10-alkoksyyli, halogeeni, B-2-tienyylialaniini, B8-3-tie-
nleialaniini, B-2-furanyylialaniini, B—3—fﬁranyylialaniini,
B-2-pyridyylialaniini, B-3-pyridyylialaniini, B-4-pyridyy-
lialaniini, B-(1-naftyyli)alaniini, B-(2-naftyyli)alaniini,
seriinin, treoniinin, tyrosiinin O-alkyloidut johdannaiset,
S-alkyloitu kysteiini, S-alkyloitu homokysteiini, alkyloitu
lysiini, alkyloitu ornitiini, 2,3-diaminopropionihappo.

Edelld md&dritellyn kaavan (I) mukaisista tuotteista erityisen
edullisia ovat ne tuotteet, joissa:

1) Rl = -CH,CH(CH3),, R2 = -CH,C¢Hg, R3 = -CH,-7 “NH,

=~
\\_//->
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R4 = ~(CH,y),-SCH3, X1 = X2 = X3 = X4 = X5 = X6 = —CONH-,

Y = ~NHCO-, joissa kiraalisilla hiiliatomeilla on L-konfigu-
raatio,

2) Y = -NHCO- ja muut substituentit ovat kohdassa (1) esite-
tyn mddritelmdn mukaisia ryhmid,

3) R4 = -CH,-C¢H;;, ja muut substituentit ovat kohdassa (1)
esitetyn mddritelmdn mukaisia ryhmid,

4) Y = -NHCO-, ja muut substituentit ovat kohdassa (3) esi-

tetyn .mddritelmdn mukaisia ryhmid,
5) R2 = R4 = -CH,~CgHg, R1 = R3 = -CH2-,/\NH , Jja muut

substituentit ovat kohdassa (1) esitetyn mddritelmdn mukaisia

ryhmid,

6) Y = =-NHCO-, ja muut substituentit ovat kohdassa (5) esite-
tyn mddritelmdn mukaisia ryhmid,

7) ¥ = -SS-, ja muut substituentit ovat kohdassa (1) esitetyn
mddritelmdn mukaisia ryhmid,

8) Y = -CH,-CH,-, Jja muut substituentit ovat kohdassa (1)
esitetyn mddritelmdn mukaisia ryhmii,

9) Y = =-CH=CH- (cis), ja muut substituentit ovat kohdassa (1)
esitetyn mddritelmdn mukaisia ryhmid,

10) Y = -CH=CH- (trans), ja muut substituentit ovat kohdassa

(1) esitetyn mddritelmdn mukaisa ryhmid,

11) m = n = 1, ja muut substituentit ovat kohdassa (1) esite-
tyn mddritelmdn mukaisia ryhmid, '

12) m = 1, n = 2, ja muut substituentit ovat kohdassa (1)
esietyn mddritelmdn mukaisia ryhmid,

13) m = 1, n = 3, ja muut substituentit ovat kohdassa (1)
esitetyn mddritelmdn mukaisia ryhmid,

14) m = 1, n = 4, ja muuta substituentit ovat kohdassa (1)
esitetyn mddritelmdn mukaisia ryhmid,

15) m = 2, n = 1, ja muut substituentit ovat kohdassa (1)
esitetyn mddritelmdn mukaisia ryhmid,
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16) m = 2, n = 2, ja muut substituentit ovat kohdassa (1)
esitetyn mddritelmdn mukaisia ryhmid,

17) m = 2, n = 3, ja muut substituentit ovat kohdassa (1)
esitetyn mddritelmdn mukaisia ryhmid,

18) m = 2, n = 4, ja muut substituentit ovat kohdassa (1)
mddriteltyjd ryhmisd,

19) X1 = X2 = X3 = X4 = X5 = X6 = ~NHCO-, ja muut substituen-
tit ovat kohdassa (1) mdariteltyjd ryhmid,

20) Y.= =NHCO-, ja muut substituentit ovat kohdassa (19)
mddriteltyjd ryhmisd,

21) R4 = -CH,-CgH;;, Ja muut substituentit ovat kohdassa (19)
mddriteltyjd ryhmid,

22) Y = -NHCO-, ja muut ryhmdt ovat kohdassa (15) md&dritelty-
jd ryhmisd,

23) R2 = R4 = -CH,-CgHg, Rl = R2 = -CHZ-/\NH , Jja muut

\

substituentit ovat kohdassa (19) mddriteltyjd ryhmii.

24) Y = =NHCO-, ja muut substituentit ovat kohdassa (23) mdi-
riteltyjd ryhmid,

25) Y = -SS-, ja muut substituentit ovat kohdassa (19) m&dri-
teltyjd ryhmid,

26) Y = -CH,-CH,-, ja muut substituentit ovat kohdassa (19)
mddriteltyjd ryhmid,

27) ¥ = =-CH=CH- (cis), ja muut substituentit ovat kohdassa
(19) mddriteltyjd ryhmid,

28) Y = -CH=CH- (trans), Jja muut substituentit ovat kohdassa
(19) mddriteltyjd ryhmid,

29) m = n = 1, ja muut ryhmdt ovat kohdassa (19) mddriteltyja
ryhmia,

30) m = 2; n = 4, ja muut substituentit ovat kohdassa (19)
mddriteltyjd ryhmid,

31) hiiliatomeilla asemissa 5 ja 6 on D-konfiguraatio, ja
kaikki substituentit ovat kohdassa (1) mddriteltyjd ryhmii;
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32) kaikilla kiraalisilla hiiliatomeilla on D-konfiguraatio,
ja kaikki substituentit ovat kohdassa (1) mddriteltyjd ryh-

mid,

Kaavan (I) kattamat yhdisteet voidaan valmistaa tunnetuin
menetelmin vert. esim. Schroeder et al. "The Peptides", osa
1, Academic Press, 1965; Bodansky et al. , "Peptide Synt-
hesis", Interscience Publishers, 1966; Barany ja Merrifield,
"The Peptides: Analysis, Synthesis, Biology", 2. Ch. 1, Aca-
demic Press, 1980.

Ne menetelmdt, jotka valitaan edelld mainittujen tuotteiden
saamiseksi, ovat seuraavat:

i) synteesi lineaarisen peptidiketjun liuoksessa, siten ettd
sopivasti aktivoidut, N-suojatut aminohapot kytketddn amino-
hapon tai C-suojatun peptidiketjun kanssa, ja vdlivaiheet
eristetddn, mitd seuraa C- ja N-terminaalisten ketjujen suo-
jauksen selektiivinen poisto, syklisointi orgaanisten liuot-
timien laimeassa liuoksessa, sivuketjujen suojauksen selek-
tiivinen poisto ja niiden syklisointi orgaanisten, polaaris-
ten liuottimien laimeassa liuoksessa (vrt. myds Bodansky-
Bodansky, "The procedure of peptide synthesis", Sringer Ver-
lag, 1984);

ii) peptidiketjun synteesi C-terminaalisesta pddstd N-ter-
minaaliseen p&d&hdn kiintedssd faasissa, liukenemattomalla
polymeerikannattimella, sellaisten sivuketjujen syklisointi
kiintedssd faasissa, joista suojaus on aiemmin poistettu,
mitd seuraa irrottaminen polymeerikannattimesta hydrolyysin
avulla vedettdmdssd fluorivetyhapossa, joka sisdltdd sopivia
lisdaineita, sekd monosyklisen peptidin syklisointi orgaanis-
ten polaaristen liuottimien laimeassa liuoksessa.

Y11d kuvattu menetelmd voi vaihtoehtoisesti kdsittdd peptidi-
ketjun synteesin C-terminaalisesta pddstd N-terminaaliseen

pddhdn kiintessd faasissa, liukenemattomalla polymeerikannat-
timella, irottamisen polymeerikannattimesta hydrolyysin avul-
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la, joka suoritetaan vedettdmdssd fluorivetyhapossa, joka
sisdltid8 sopivia lisdaineita, tai sopivia lisdaineita sisdl-
tdvidssd fluorietikkahapossa, C-terminaalisten ja N-terminaa-
listen pdiden syklisoinnin orgaanisten, polaaristen liuotti-
mien laimeassa liuoksessa, sivuketjujen suojauksen poiston
sekd ndiden ketjujen syklisoinnin orgaanisten, polaaristen
liuottimien laimeassa liuoksessa (vrt. menetelmddn, jota
kuvaavat Atherton et al., julkaisussa Bioorganic Chemistry,
8, 351, 1979; Merrifield, julkaisussa J. Am. Chem. Soc., 85,
2149-2154 (1963). Ensimmdinen syklisointireaktio voidaan
suorittaa suoraan liukenemattomalla, kiinte&dlld kannattimella
(vrt. A.M. Felix et al., Int. J. Pep. Prot. Res., 31, 231,
1988; P. Rovero et al., Tetrahedron Letters, 32, 23, 2639
(1991), kun taas toinen syklisointi voidaan suorittaa myds
liuoksessa menetelmin, jotka ovat hyvin tunnettuja pepti-
disidosten kemiassa (vrt. Kopple K.D., J. Pharmaceutical
Sci., 61, 1345, 1972).

Erityisen menetelmdn mukaan haluttu tuote voidaan saada PAM-
hartsilla (fenyyliasetoamidometyylihartsi - A.R. Mitchell et
al., J. Org. Chem., 43, 2845, 1978), joka on saatettu toimin-
nalliseksi N-terminaalisesta pddstd Boc-ryhmdlld suojatun
aminohapon avulla. Suoraan hartsiin sidotut aminohapot ovat
mieluummin hydrofobisia, kuten esimerkiksi Leu. Sen jidlkeen
kun sekvenssin muut aminohapot on viety muodostuvaan pepti-
disekvenssiin, ensimmdinen syklisointi voidaan suorittaa,
siten etti saadaan edullisten aminohappojen sivuketjuja, sen
jdlkeen kun niiden suojaus on poistettu selektiivisesti ja ne
on aktivoitu. Monosyklinen peptidi voidaan poistaa nestemdi-
selld fluorivetyhapolla. Vapaa peptidi voidaan vield sykli-
soida N- ja C-terminaalisissa pdissd, siten ettd kdytetddn

perinteisid synteesimenetelmid.

Edelld mddritellyn kaavan (I) mukaiset yhdisteet ovat osit-

tautuneet tehokkaammiksi takykiniinin antagonisteiksi kuin
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muut analogiset antagonistit; siitd seuraa, ettd tunnettuihin
tuotteisiin verrattuina niitd voidaan annostella pienempind
annostasoina.

Sen tdhden ne soveltuvat artriitin, astman, tulehdusten,
kasvainperdisen kasvun, mahalaukkuun ja suoleen liittyvédn
hypermobiliteetin eli liikaliikkuvuuden, Huntingtonin sairau-
den, neuriitin eli hermotulehduksen, neuralgian eli hermo-
sdryn,. migreenin, hypertension eli kohonneen verenpaineen,
virtsan pididtyskyvyttémyyden, nokkosihottuman, karsinoidi-
oireyhtym3n oireiden, influenssan ja kylmettymisen hoitoon.

Kaavan (I) mukaiset yhdisteet, jotka keksint& kattaa, sovel-
tuvat terapeuttiseen antoon eldimillsd ja ihmiselld, kun yh-
disteitd annostellaan parentraalisesti, suun kautta, hengi-
tysteiden kautta ja kielen alta, jolloin farmakologiset vai-
kutukset sopivat yhteen kuvattujen ominaisuuksien kanssa.
Parenteralisen annon tapauksessa (laskimonsisdinen, lihaksen-
sisdinen, ihonsisdinen) kdytettdvidt yhdisteet ovat steriileja
liuoksia tai jdddytyskuivattuja valmisteita. Suun kautta
annettaessa sellaisia valmisteita, kuten esimerkiksi tablet-
teja, kapseleita ja siirappeja, voidaan kdyttdd haitatta.
Sopivasti annostellut salvat ja voiteet ovat ihonsisdisesti
kdyttdkelpoisia. Nen#ddn liittyvdn annon, inhalaation ja kie-
lenalaisen annon tapauksessa kdytettdvdt yhdisteet ovat vas-
taavasti vesiliuoksia, aerosolivalmisteita tai kapseleita.

Aktiivisen ainesosan annokset edelld mainituissa koostumuk-

sissa ovat alueella 0,1 - 10 mg/kg kehon painoa.

Esimerkki 1

Syklo(Met-Asp-Trp-Phe-Leu) :n valmistus

[Kaavan (I) mukainen yhdiste, jossa: Y = X1= X2 = X3 = X4 =
X5 = X6 = -NHCO-; m = n = 1; Rl = -CH,-CH(CH3),; R2 =
—cnz—/ H ; Ry = -CH,-CgHg; R4 = -CH,-CH,-SCH;; ja hiili-
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atomeilla C;, C,, C3, C4, C5, C¢ on L-konfiguraatio]

Yhdiste (1)

a) Monosyklisen, H-Met-Asp-Trp-Phe-Dpr-Leu-OH-sekvenssin
mukaisen peptidin synteesi

0,625 grammaa Boc-Leu-OCH,-PAM-hartsia (Applied BioSystenm,
Usa, 0,8 mekviv./qg), joka vastaa 0,5 mmoolia amiiniryhmiid,
syb6tetddn puoliautomaattiseen peptidisynteesireaktoriin (Ap-
plied BioSystem 430A, Foster City, CA, USA). Boc~ryhmdd hyd-
rolysoidaan 33-prosenttisella TFA:1lla DCM:ssd 1,5 minuutin
ajan sekd 50-prosenttisella TFA:1la DCM:ssd 18,5 minuutin
ajan; sitten sitd neutraloidaan DMF:ssd 10-prosenttisella
DIEA-liuoksella kahden minuutin ajan. Seuraavat tdhteet saa-
tetaan reagoimaan samassa jdrjestyksessd, suluissa esitettyi-
nd mddrind: Boc-Dpr (Fmoc)-OH (0,852 g), Boc-Phe-OH (0,512 gqg),
Boc-Trp (CHO)-OH (0,664 g), Boc-Asp(OFm)-OH (0,822 g).

Ensimmdinen alkylointi kestdd yhden tunnin. Hartsi pesté&dén,
ja reaktio on ninhydriinikoe, joka suoritetaan Kaiser-mene-
telmdlld. Jos tulos on negatiivinen, Boc-ryhmd hydrolysoidaan
edelld kuvatulla tavalla ennen seuraavan aminohapon kytkemis-
td. Boc-Dpr(Fmoc)-OH:lla asyloidaan, siten ettd lis&dtdédn
aminohappo- (2 mmoolia) ja PyBop-liuos (2 mmoolia) DMF:ssd,
jotta hartsin suojaus poistetaan. Boc-Phe-OH ja Boc-Trp(CHO)-
OH kytketdidn symmetrisen anhydridin muotoon, siten ettd liuo-
tetaan 2 mmoolia aminohappoa viidessd millitrassa dikloorime-
taania. Liuoksen ladmpdtila saatetaan 0 °C:seen ja lis&dtdan 1
ml 0,5-molaarista disykloheksyylikarbodi-imidin liuosta, joka
on dikloorimetaanissa. Disykloheksyyliurea suodatetaan 15
minuutin kuluttua ja saatu liuos lisdtddn hartsiin, josta
suojaus on poistettu. Boc-Asp(OFm)-OH-kytkentd suoritetaan,
siten ettd hartsiin, josta suojaus on poistettu, lis&tdédn
aminohappo- (2 mmoolia) ja HOBt- (2 mmoolia) liuos DMF:ssid;
kahden minuutin kuluttua suspensioon lis&dtddn 0,5-molaarinen
DCC:n liuos DCM:ssd (4 ml). Asp- ja Dpr-sivuketjuilla sijait-
sevat fluorenyyliryhmdt poistetaan, siten ettd kdsitellddn
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20-prosenttisella (tilav./tilav.) piperidiiniliuoksella, joka
on DMF:ssd (15 ml kaksi kertaa kolmen ja seitsemdn minuutin
kuluttua). Kondensaatio B-amino- ja B-karboksyyliryhmien
vdlilld suoritetaan 0,25-molaarisella PyBop:n liuoksella
DMF:ss3d (3 ekvivalenttia) DIEA:n ladsndollessa (kuusi ekviva-
lenttia), kunnes saadaan Kaiser-kokeen negatiivinen vaste.

Aktivoitu Boc-Met-OH (0,498 g), joka on symmetrisen anhydri-
din muodossa, kytketddn ja terminaalisen aminoryhmdn poiston
jdlkeen tryptofaanin formyyliryhmdstd poistetaan suojaus,
siten ettd k&dsitellddn 120 ml:1lla 1-molaarisen TMSiBr:n ja 1-
molaarisen tiocanisolin liuosta, joka on TFA:ssa, kun ldsnd on
1,2 ml m-kresolia ja 1,2 ml EDT:a. Yhden tunnin kuluttua 0
°C:ssa liuos suodatetaan, hartsi pestddn TFA:1la ja kuiva-
taan. Kuiva hartsi asetetaan Teflon-reaktoriin yhden millit-
ran kanssa anisolia ja yhden millitran kanssa dimetyylisulfi-
dia. Seoksen lampétila saatetaan -50 °C:seen ja siind tisla-
taan 10 millitraa fluorivetyhappoa; sitten seosta sekoitetaan
60 minuutin ajan jddhauteessa. Fluorivetyhappo poistetaan
typpivirtauksen avulla. Raakaa tuotetta kuivataan imussa
kahden tunnin ajan, se pestddn etyylieetterilld (15 ml kaksi
kertaa), sitd uutetaan 50-prosenttisella etikkahapolla (15 ml
kolme kertaa) ja se suodatetaan huokoisessa suodatinsuppilos-
sa, jotta tyhjiin imetty hartsi poistetaan. Saatu liuos lai-
mennetaan vedelld ja jdddytyskuivataan. Lopuksi peptidi puh-
distetaan kddnteisfaasikromatografialla ja karakterisoidaan
analyyttiselld HPLC:11d, laitteella, joka on Varian LC Star
9010 Vydac C18, pylvadssd, jonka koko on 0,46 x 25 cm, line-
aarisella asetonitriilin gradientilla, joka sisdltdid 0,1
prosenttia (tilav./tilav.) trifluorietikkahappoa (faasi B),
0,l-prosenttista (tilav./tilav.) trifluorietikkahappoa (faasi
A) vastaan, 50 - 70 -prosenttisena faasina B, 50 minuutissa,
nopeudella yksi millitra minuutissa, ja samanaikaisesti frak-
tioita tarkkaillaan 210 nm:ssd UV-tarkkailulaitteella. Reten-
tioaika (Rt) = 26,3'; kromatografinen puhtaus > 99 prosent-
tia. FAB-MS: (M + H)* = 779.
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b) (a):n syklisointi

Edelld saatua tuotetta (a) liuotetaan 70 mg 90 ml:aan DMF:a.
Liuokseen lisdt3d3dn 47 mg PyBOP:a sekd 20 pl DIEA:a. Saatua
liuosta pidetddn sekoituksen alla 0 °C:ssa 18 tunnin ajan,
sitten DMF poistetaan tyhjossd ja saatu seos jddadytyskuiva-
taan. Yhdiste (1) puhdistetaan kddteisfaasinestekromatogra-
fialla ja sitd karakterisoidaan analyyttiselld HPLC:1lla,
laiteella Varian LC Star 9010 Vydac C18, pylvddssd, jonka
koko on 0,46 x 25 cm, lineaarisella asetonitriiligradientil-
la, joka sisdltdd 0,1 prosenttia (tilav./tilav.) trifluori-
etikkahappoa (faasi B), 0,l-prosenttista (tilav./tilav.)
trifluorietikkahapon vesiliuosta (faasi A) vastaan, 5 - 70 -
prosenttisena faasina B, 50 minuutissa, nopeudella yksi mil-
litra minuutissa, ja samanaikaisesti fraktioita tarkkaillaan
210 nm:ssd UV-tarkkailulaitteella. Retentiocaika (Rt) = 29,5';
kromatografinen puhtaus > 99 %. FAB-MS: (M + H)* = 761.

Biologinen aktiivisuus

Esilld olevassa keksinndssd kuvattujen tuotteiden vuorovaiku-
tusteho agonisteina tai antagonisteina mddritettiin neuro-
kiniini A:n reseptorin kanssa, siten ettd kdytettiin valmis-
tetta, jolle on luonteenomaista se seikka, ettd takykiniinien
ja vastaavuussuhteessa olevien peptidien tuottaman, biologi-
sen vasteen mddrd3 yksinomaan neurokiniini A -reseptori (re-
septori NK-2). Mainittu preparaatti k&sitti kaniinin eriste-
tyn keuhkovaltimon, johon vaikuttaa annoksesta riippuva su-
pistuminen, jonka takykiniinit aikaansaavat (Rovero et al.,
Neuropeptides, 13, 263-270, 1989). Peptidiaktiivisuuden md&-
rittidminen koevalmisteessa perustui NKA:n pitoisuuteen (3-
nolaarinen), joka aikaansai vasteen, joka oli 45 prosenttia
maksimivasteesta. Keksinndén yhteydessd arvioidut peptidit
lisdttiin valmisteeseen suurenevina pitoisuuksina. Niiden
aktiivisuus arvioitiin sellaisen vasteen inhibitiona, joka
saatiin NKA:lle.



10

15

20

25

13

Esimerkiksi yhdiste 1, joka tutkittiin 1-molaarisena konsent-
raationa, aiheutti 100-prosenttisen inhibition vasteessa
neurokiniini A:1lle, mik&d tutkittiin kaniinin eristetyssi

keuhkovaltimossa.

Tdssd yhteydessd kuvattujen tuotteiden sellaisen vuorovaiku-
tuksen kapasiteetti, joka niilld on substanssi P:n reseptorin
(reseptori NK-1) kanssa, mddritettiin in vitro kokeessa,
jossa takykiniinien sekd vastaavuussuhteessa olevien peptidi-
en aikaansaama biologinen vaste mddritettiin yksinomaan subs-
tanssi P:n reseptorilla. Koevalmiste kdsitti marsun eristetyn
sykkyrédsuolen, johon vaikutti annoksesta riippuva supistumi-
nen, jonka takykiniinit saivat aikaan (Lee et al., Schmied.
Arch. Pharmacol., 318, 281-287, 1982). Esilld olevan keksin-
ndén mukaisten tuotteiden aktiivisuuden mddrittdminen koeval-
misteessa perustui sellaisen SP-metyyliesterikonsentraation
(10 nm) kdyttddn, joka aikaansai vasteen, joka oli 45 pro-
senttia maksimivasteesta (S. Dion et al., Life Sci., 41,
2269-2278, 1987). Tdssd arvioidut tuotteet lisdttiin valmis-
teeseen suurenevina pitoisuuksina. Niiden aktiivisuus mddri-
tettiin SP:1lle saatavan vasteen inhibitiona tyydytt&dvin tu-

loksin.

Tuote 1 tutkittiin esimerkinomaisesti l10-mmolaarisena pitoi-
suutena, joka aiheutti S-metyyliesterille saatavan vasteen
100-prosenttisen inhibition.

Aminohappojen lyhennyksien ja nimistén suhteen viitataan
sd3dntdihin, jotka on julkaissut IUPAC-IUB Joint Comission on
Biochemical Nomenclature (Eur. J. Biochem., 1984, 138:9);
ellei muuten mainita, katsotaan, ettd aminohapot ovat L-kon-

figuraatiossa.

Muut k&dytetyt lyhennykset ovat seuraavat:
Boc = tert-butyylioksikarbonyyli; DCM = dikloorimetaani; BOP
= bentsotriatsolyyli-N-oksitri(dimetyyliaminofosfonium)heksa-
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fluorofosfaatti, Dpr = 2,3-diaminopropionihappo; DCC = N-N'-
disykloheksyyliureakarbodi-imidi; DCU = N-N'-disykloheksyy-
liurea; DIEA = Di-isopropyylietyyliamiini, DMF = N-N'-dime-
tyyliformamidi; EDT = etaaniditioli; FAB-MS = "fast atom bom-
bardment" -massaspektrometria; Fmoc = 9-luorenyylimetyyliok-~
sikarbonyyli, HOBt = l1l-hydroksibentsotriatsoli; HPLC = suur-
painenestekromatografia; iPrOH = isopropanoli; PAM = fenyy-
liasetamidometyyli; NKA = neurokiniini A; SP = Substanssi P;
PIP = pieridiini; TFA = trifluorietikkahappo; For = formyyli;
Me = metyyli; Ac = asetyyli; fluorenyylimetyyli; PyBop =
bentsotriatsoli-1-yylioksipyrrolidiinifosfoniumheksafluori-
fosfaatti.
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Patenttivaatimukset
1. Menetelmd sellaisten yhdisteiden valmistamiseksi, joilla

on seuraava yleinen kaava (I)

R, R2
\ 1 ¢ : 7
CH —xz‘—- CH —x’ - CH
}

l (CHa)a ‘
l

X, Y X¢
| .

\ (CHY)m l
I

R¢;EH x‘ s xs 3 \\na

)

jossa X1, X2, X3, X4, X5 ja X6 ovat identtisid tai erilaisia
ja niistd kukin valitaan ryhmidstd, joka kdsittdd ~NR'-CO:n,
-CO-NR'-:n, joissa R' valitaan ryhmdstd joka sis&dltdd H:n,
C,_3—alkyylin,

Y valitaan ryhmdstd, joka kdsittdd -CONR-:n, NRCO-:n,
-0CO-:n, -COO-:n, =-CH,-NR-:n, -NR-CH,-:n, -SS-:n, -CH,-CH,-
:n, cis- tai trans-CH=CH-:n, joissa R valitaan ryhmidstd, joka
k&sittdd H:n, C;_3-alkyylin,

Rl1, R2, R3 ja R4 kukin on hydrofobinen ryhmd,

n ja m, jotka ovat identtisid tai erilaisia, kumpikin on
kokonaisluku 1 - 4, tunnettu siitd, etta

lineaarinen peptidi syntetisoidaan liuoksessa, siten ettd
kytketddn sopivasti aktivoituja, N-suojattuja aminohappoja
aminohapon tai C-suojatun peptidiketjun kanssa, vdlivaiheet
eristetddn, minkd jdlkeen C- ja N-terminaalisten ketjujen
suojaus poistetaan selektiivisesti ja ne syklisoidaan or-
gaanisten, poolisten liuottimien laimeassa liuoksessa.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t unne t tu
siitd, ettd kaavan (I) mukaisissa yhdisteissd R1l, R2, R3 ja
R4 valitaan ryhmistd, jotka ovat seuraavat:
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a) lineaariset tai haarautuneet alkyyliryhmdt, jotka ovat
tyyppid C,Hy,4y, jossan=20, 1 - 4,

b) lineaariset ja haarautuneet alkyyliryhmdt, jotka ovat
tyyppid C,H,,~-U-W, jossan=1 - 4; U =0, CO, COO, CONH, S,
guanidiini, NH ja W = H, hydrofobinen ryhmd, joka sis&dltéda

1 - 10 hiiliatomia,

c) CH,CgH3XY, jossa X ja Y, jotka ovat identtisid tai erilai-
sia, kumpikin on H, halogeeni, NH,, OH, CH;, bentseenirenkaan
orto- tai meta- tai para-asemassa,

d) CH,CgH4X, jossa X = OR, SR, NHR, jossa R = hydrofobinen
ryhmd, joka sisdltdda 1 - 10 hiiliatomia,

e) CgH3XY, jossa X ja Y, jotka ovat identtisia tai erilaisia,
kumpikin ovat H, halogeeni, OH, NH,, CH;, bentseenirenkaan
orto-, meta- tai para-asemassa,

f) CH,CgH;,,

g) l-metyylinaftyyli, 2-metyylinaftyyli,

h) CH,-imidatsoli,

i) CH,-indoli,

1) CH,-(furanyyli-3-yyli),

m) CH,-(pyridyyli-3-yyli),

n) CH,-(imidatsolyyli-3-yyli),

o) lopuksi substituoitu -(CH,);-ryhmd, joka syklisoituu yhden
kanssa kahdesta vierekkdisestd X-ryhmdstd, jotta muodostuu
proliinin, hydroksiproliinin, dehydroproliinin sivuketju,
muut substituentit on mddritelty vaatimuksessa 1.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmd, t unnet tu
siitd, ettd kaavan (I) mukaisissa yhdisteissd R1, R2, R3 ja
R4 ovat sellaisten aminohappojen sivuketjuja, jotka valitaan
ryhmdstd, joka kdsittdi glysiinin, alaniinin, valiinin, leu-
siinin, isoleusiinin, metioniinin, fenyylialaniinin, tyrosii-
nin, tryptofaanin, proliinin, histidiinin, norleusiinin,
norvaliinin, alloisoleusiinin, dehydroproliinin, hydroksipro-
liinin, sykloheksyyliglysiinin (Chg), a-amino-n-voihapon
(Aba), sykloheksyylialaniinin (Cha), aminofenyylivoihapon
(Pba), fenyylialaniinin, jossa on yksi tai kaksi substituent-
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tia aromaattisen renkaan orto-, meta- tai para-asemassa,
jotka substituentit ovat ryhmistd, jotka ovat seuraavat: C;._
10—alkyyli, C;_jpo-alkoksyyli, halogeeni, B-2-tienyylialaniini,
B-3-tienyylialaniini, B-2-furanyylialaniini, B-3-furanyy-
lialaniini, B-2-pyridyylialaniini, B-3-pyridyylialaniini, B~
4-pyridyylialaniini, B-(l-naftyyli)alaniini, B-(2-naftyyli)-
alaniini, seriinin, treoniinin, tyrosiinin O-alkyloidut joh-
dannaiset, S-alkyloitu kysteiini, S-alkyloitu homokysteiini,
alkyloitu lysiini, alkyloitu ornitiini, 2,3-diaminopro-
pionihappo;

tai ettd ne ovat sellaisten ei-hydrofobisten aminohappojen
sivuketjuja, joiden toiminnallisista ryhmistd on tehty joh-
dannaisia, niin ettd ryhmdt ovat tulleet hydrofobisiksi, ja
mainitut aminohapot on valittu ryhmédstd, joka kdsittdd se-
riinin, treoniinin, kysteiinin, asparagiinihapon, asparagii-
nin, glutamiinihapon, glutamiinin, t-karboksiglutamiinihapon,

arginiinin, ornitiinin, lysiinin.

4) Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelmd, t unnet t u
siitd, ettd kaavan (I) yhdisteisséd

R! = -CH,CH(CH3),, R2 = -CH,C¢Hg, R3 = -CH,-,
R4 = -(CH,),-SCHj,

X1 = X2 = X3 = X4 = X5 = X6 = —-CONH-,

Y = -CONH-,

joissa kiraalisella hiiliatomilla on L-konfiguraatio.

5) Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelmd, t un ne t t u
siitd, ettd niissd Y = -NHCO-

ja muut substituentit ovat patenttivaatimuksessa 4 mddritel-
tyjd ryhmii.

6) Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelmd, t unnet tu
~CHy=CgH; 1
ja muut substituentit ovat patenttivaatimuksessa 4 md&dritel-

siitd, ettd kaavan (I) mukaisissa yhdisteiss&d@ R4

tyjd ryhmid.
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7) Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelmd, t unne t tu

siitd, ettd kaavan (I) mukaisissa yhdisteissd
muut substituentit ovat patenttivaatimuksessa

ryhmid.

Y = -NHCO- ja
6 mddriteltyja

8) Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelmd, t unnet tu

siitd, ettd kaavan (I) mukaisissa yhdisteissd
R2 = R4 = -CH,-CgHg, Rl = R3 = -CH,~

ja muut substituentit ovat patenttivaatimuksessa 4 mddritel-

tyjd ryhmid.

9) Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelmd, t un ne t t u

siitd, ettd kaavan (I) mukaisissa yhdisteissd
muut substituentit ovat patenttivaatimuksessa

ryhmid.

10) Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelmd,
siitd, ettd kaavan (I) mukaisissa yhdisteissd
muut substituentit ovat patenttivaatimuksessa
ryhmid.

11) Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelmd,
siitd, ettd kaavan (I) mukaisissa yhdisteissd

Y = -NHCO- ja
8 mddriteltyja

tunnettu
Y = -SS- ja

4 mddriteltyja

tunnettu
Y on "CHz-CHZ-

ja muut substituentit ovat patenttivaatimuksessa 4 mddritel-

tyjd ryhmiid.

12) Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelmid,

siitd, ettd kaavan (I) mukaisissa yhdisteissd

tunnettu
Y = -CH=CH-

(cis) ja muut substituentit ovat patenttivaatimuksessa 4

mddriteltyjd ryhmid.

13) Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelmd,
siitd, ettd kaavan (I) mukaisissa yhdisteissid

tunnet+tu
Y -CH=CH~-

(trans) ja muut substituentit ovat patenttivaatimuksessa 4

mddriteltyjd ryhmid.
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14) Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelmd, t unne t tu
siitd, ettd kaavan (I) mukaisissa yhdisteissd Y = -CH,NH- ja

>

muut substituentit ovat patenttivaatimuksessa middriteltyja

ryhmid.

15) Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelmd, t un ne t tu
siitd, ettd kaavan (I) mukaisissa yhdisteissd Y = -NHCH,- ja

(-

muut substituentit ovat patenttivaatimuksessa mddriteltyja

ryhmid.

16) Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelmd, t unnet tu
siitd, ettd kaavan (I) mukaisissa yhdisteissd m = n = 1 ja
muut substituentit ovat patenttivaatimuksessa 4 md&driteltyjia
ryhmia.

17) Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelmd, t un net tu
siitd, ettd kaavan (I) mukaisissa yhdisteissd m = 2, n = 4 ja
muut substituentit ovat patenttivaatimuksessa 4 mddriteltyja

ryhmid.

18) Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelmd, t unnet tu
siitd, ettd kaavan (I) mukaisissa yhdisteissd X1 = X2 = X3 =
X4 = X5 = X6 = =NHCO- ja muut substituentit ovat patentti-
vaatimuksessa 4 mddriteltyjd ryhmia.

19) Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelmd, t un ne t t u
siitd, ettd kaavan (I) mukaisissa yhdisteissd Y = -NHCO- ja
muut substituentit ovat patenttivaatimuksessa 18 mddriteltyja
ryhmid.

20) Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelmd, t un ne t -
t u siitd, ettd kaavan (I) mukaisissa yhdisteissd R4 =
~CH,-CgH;; ja muut substituentit ovat patenttivaatimuksessa
18 mddriteltyjd ryhmii.
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21) Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelmd, t unnet tu
siitd, ettd kaavan (I) mukaisissa yhdisteissd Y = -NHCO- .ja
muut substituentit ovat patenttivaatimuksessa 20 mddriteltyjd
ryhmid.

22) Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelmd, t unnet tu
siitd, ettd kaavan (I) mukaisissa yhdisteissd

R2 = R4 = -CH,-CgHg, Rl = R3 = -CH,-

ja muut substituentit ovat patenttivaatimuksessa 18 middritel-
tyjd ryhmia.

23) Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelmd, t un ne t t u
siitd, ettd kaavan (I) mukaisissa yhdisteissd Y = -NHCO- ja
muut substituentit ovat patenttivaatimuksessa 22 mddriteltyjd
ryhmid.

24) Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelmd, t un ne t tu
siitd, ettd kaavan (I) mukaisissa yhdisteissd Y = -SS- ja
muut substituentit ovat patenttivaatimuksessa 18 mddriteltyja
ryhmid.

25) Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelmd, t unnet tu
siitd, ettd kaavan (I) mukaisissa yhdisteissd Y = -CH,-CH,-
ja muut substituentit ovat patenttivaatimuksessa 18 md&dritel-
tyjd ryhmii.

26) Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelmd, t un ne t t u
siitd, ettd kaavan (I) mukaisissa yhdisteissd Y = -CH=CH-
(cis) ja muut substituentit ovat patenttivaatimuksessa 18
mddriteltyjd ryhmiia.

27) Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelmd, t un ne t -
t u siitd, ettd kaavan (I) mukaisissa yhdisteissd Y =
~CH=CH- (trans) ja muut substituentit ovat patenttivaatimuk-
sessa 18 middriteltyjd ryhmid.
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28) Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelmd,
siitd, ettd kaavan (I) mukaisissa yhdisteissi
muut substituentit ovat patenttivaatimuksessa

ryhmid.

29) Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelmid,
siitd, ettd kaavan (I) mukaisissa yhdisteissi
muut substituentit ovat patenttivaatimuksessa
ryhmid.

30) Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelmd,
siitd, ettd kaavan (I) mukaisissa yhdisteissid
muut substituentit ovat patenttivaatimuksessa
ryhmid.

31) Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelmd,
siitd, ettd kaavan (I) mukaisissa yhdisteisséd
muut substituentit ovat patenttivaatimuksessa
ryhmid.

32) Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelmd,
siitd, ettd kaavan (I) mukaisissa yhdisteissd
muut substituentit ovat patenttivaatimuksessa

ryhmid.

33) Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelnd,
siitd, ettd kaavan (I) mukaisissa yhdisteissd
muut substituentit ovat patenttivaatimuksessa
ryhmid.

tunnettau
m=n=1 ja
18 mddriteltyja

tunnettu
m=1, n= 2 ja
18 mddriteltyja

tunnettnu
m=1, n= 3 ja
18 mddriteltyja

tunnettu
m=1, n= 4 ja
18 mddriteltyjd

tunnettu
m=2, n=1 ja
18 mddriteltyjd

tunnettu
m=2, n=3 ja
18 md&driteltyjid

34) Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelmd t unne t t u

siitd, ettd kaavan (I) mukaisissa yhdisteissd
muut substituentit ovat patenttivaatimuksessa
ryhmid.

m=2, n=2 ja
18 mddriteltyja
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35) Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelmd, t unne t t u
siitd, ettd kaavan (I) mukaisissa yhdisteissd m = 2, n = 4 ja
muut substituentit ovat patenttivaatimuksessa 18 middriteltyja
ryhmid.

36) Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelmd, t unne t tu
siitd, ettd kaavan (I) mukaisissa yhdisteissd hiiliatomeilla
asemissa 5 ja 6 on D-konfiguraatio ja kaikki substituentit
ovat patenttivaatimuksessa 4 mddriteltyjd ryhmiid.

37) Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelmd, t unnet tu
siitd, ettd kaavan (I) mukaisissa yhdisteissd kiraalisilla
hiiliatomeilla on D-konfiguraatio ja kaikki substituentit
ovat patenttivaatimuksessa 4 miiriteltyji ryhmii.



Merkitse hakemusjulkaisun (esim. saksal. Offenlegungsschrift) aumeron

eteen H ja vastaavasti kuulutus- ja patenttijulkaisun numeron e

teen K ja P.
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WO
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