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Immuunijdrjestelmdd ja hermostoa sddtelevid pentapeptideji

Tamad keksintd koskee yleisesti peptideja, jotka
ovat hyodyllisi8 hoidettaessa vanhenemista ja immuunij&r-
jestelmdn ja keskushermoston ep#dnormaaleja tiloja.

Keksinndn tausta

Immuunijérjestelmdda moduloiva proteiini tymopoie-
tiini on eristetty naudan ja ihmisen kateenkorvasta. Li-
séksi on syntetoitu kemiallisesti pieni& peptidej&, jotka
jaljittelevdt tymopoietiinin biologista aktiivisuutta.
Katso esimerkiksi US-patenttijulkaisu 4 505 853 ja vastaa-
va EP-hakemusjulkaisu nro 146 266.

Nyt on julkaistu suuri joukko artikkeleita ja pa-
tentteja, jotka koskevat sellaisia proteiineja ja synte-
toituja peptideja. US-patenttijulkaisu nro 4 190 646 pal-
jastaa tymopentiini-pentapeptidin, joka on tymopoietiinin
aktiivinen kohta ja jolla on sekvenssi Arg-Lys-Asp-Val-
Tyr, samoin kuin peptidikoostumuksia, joissa t&m&n penta-
peptidin amino- ja/tai karboksyylipddhdn substituoidaan
erilaisia ryhmia.

Tymopoietiinin tiedet&88n s&8&televd@n Kkolinergistd
vdlittymistd hermosta lihakseen [G. Goldstein ja W. H.
Hoffman, J. Neurol. Neurosurg. Psychiatry, 31, 453 - 459
(1968); ja G. Goldstein, Nature, 247:11 - 14 (1974)]. T&-

man hermo-lihas-vaikutuksen aiheuttaa tymopoietiinin si-

toutuminen nikotiini-asetyylikoliinireseptoriin, ligandin
sddtelemédén ionikanavaan selkd@rankaisen hermon ja lihaksen
vadlisessd liitoksessa ja kalan s&hk&telimeen [F. Revah ym.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 84:3477 - 3481 (1987): ja K.
Venkatasubramanian ym., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
83:3171 - 3174 (1986)]. Tymopoietiini on l&dsn& aivoissa,

kuten myds tymopoietiinireseptorit (TPR), niin ettd ty-
mopoietiini on l&8hes varmasti osallisena aivojen toimin-

nassa.
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Tamén j&lkeen on tunnistettu, ettd tymopentiini on
stressin aikaansaamien muutosten antagonisti ja silld on
stressiltd suojaavaa vaikutusta [V. Klusa ym., Regulatory

Peptides, 27:355 - 365 (1990)].

Alalla on edelleen tarvetta lisdpeptideille diag-
nostisina ja/tai terapeuttisina aineina, jotka ovat hyo-
dyllisi&, kun halutaan hoitaa immuunij8rjestelm&n toimin-
tahdirititd nis&kkdissd, mukaan lukien ne, jotka ovat
osallisena ik&&ntymisessd ja erilaisissa ruumiillisissa
tiloissa, samoin kuin peptideille, jotka ovat hyddyllisia,
kun halutaan hoitaa aivojen toimintojen hairidita.

Keksinnén yhteenveto

T&m& keksintd kuvaa sarjaa uusia pentapeptideja,
jotka kykenevat sddtelemdé&n immuunijdrjestelmédn ja keskus-
hermoston solujen toimintaa ja joita karakterisoi epé&ta-
vallisen suuri immunomodulaattoriaktiivisuus tunnettuihin
peptideihin verrattuna.

Yhtend aspektina t&md keksint® koskee uusia penta-

peptidejid, joilla on seuraava kaava:
R'-V-W-X-Y-Z-R?

tai niiden farmaseuttisesti soveliaita happo- tai em&sad-
ditiosuoloja, joissa R!, V, W, X, Y ja Z ovat alla olevan
vksityiskohtaisen kuvauksen mukaisia. Proliinin (tai pro-
liinianalogin) l&sndolo t@mé&n keksinndn peptidien kohdas-
sa 4 (taili Y:ssd) antaa peptideille lisddntyneen vastustus-
kyvyn entsyymeille verrattuna niihin pentapeptideihin,
joilla on samanlaisia aminohappokoostumuksia kohdassa nro
1 - 3 ja 5. T&ten Kkeksinndn peptideilld on suurempi in
vivo -teho suun kautta annettuna tekniikan tason peptidei-
hin verrattuna.

Toisena aspektina tdméd@ keksintd tarjoaa menetelmisd,

joilla voidaan valmistaa yll& kuvatut peptidit liuossyn-
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teesilld, kiintedn faasin synteesilléd tai entsymaattisella
synteesilla.

Vield toisessa aspektissa t&md keksintd tarjoaa
farmaseuttisia koostumuksia, jotka sis&ltavat yhden tai
useamman ylld nimetyn peptidin yhdessd8 farmaseuttisesti
soveliaan kantajan kanssa.

Vield toinen t&mé&n keksinndbn aspekti tarjoaa mene-
telmi&, joilla voidaan hoitaa monia erilaisia immuunijér-
jestelm&an liittyvi& hdiriditd tai vajavaisuuksia, eri-
tyisesti ikd&ntymisen vaikutuksia, jotka aiheutuvat ka-
teenkorvan kutistumisesta ajan myotd, ja psykiatrisia hé&i-
riditsd, kuten ahdistusta ja masennusta, jotka sis&dltavat
sen, ettd kohteelle, joita nadma vaivaavat, annetaan teho-
kas ma&dra tamé&n keksinndn farmaseuttista koostumusta.

Muita t&m&n keksinntn aspekteja ja etuja paljaste-
taan seuraavassa yksityiskohtaisessa Kkuvauksessa, joka
sisdltd& t&mdnhetkisten edullisten suoritusmuotojen esi-
merkkejé.

Kuvioiden lyhyt kuvaus

Kuvio 1 on pylvdsdiagrammi, joka havainnollistaa
tymopentiinin ja asetyyli-Arg-Pro-Asp-Pro-Phe-NH,:n (pepti-
di IRI-514), jotka on saatettu kosketuksiin pohjukaissuo-
len kanssa diffuusiokammiossa 0, 2 ja 4 tunnin ajan, ent-
symaattista stabiiliutta, kuten esimerkiss&d 19 kuvataan.

Kuvio 2 esittdd8 suun kautta annetun peptidin IRI-
514 annosresponssivaikutusta hermosta lihakseen tapahtu-
vaan vélittymiseen, kynnysarvona 0,05 mg/kg, kuten esimer-
kissd 18 kuvataan.

Kuvio 3 esitt&8d8 yhteenvetona neljd koetta, joissa
arvioidaan niiden solujen kykyé&d, jotka ovat perdisin pep-
tidill& IRI-514 ké&sitellyist& ja plasebolla kasitellyistd
eldimistd, saada aikaan T-suppressorisoluja, kuten esimer-
kissd 19 kuvataan.

Kuvio 4 havainnollistaa peptidin IRI-514, wvehikke-
1i118 ké&siteltyjen ja kontrollin (ei-stressattu) vaiku-
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tuksia kdyttdytymisresponssiin sosiaalisen stressin lau-
kaiseman ahdistuksen j&lkeen rotissa, kuten esimerkissd 20
kuvataan.

Keksinndn yksityiskohtainen kuvaus

Tamé& keksint®d tarjoaa peptidej&d, jotka kykenevat
séd8telemdsn nisskkddn immuunijdrjestelmdsd ja/tai keskus-
hermostoa ja vaikuttamaan siihen. N&ill& pentapeptideilla
on osoitettu olevan biologista aktiivisuutta hermo-lihas-
ma&rityksessd, anti-CD3:n stimuloiman T-suppressorisolu-
jen kehityksen tehostamisessa, stressin laukaiseman HPA-
akseli-hormonien tason nousun lieventé&misessd, ja stres-
sin indusoimien ké&yttadytymismuutosten estadmisessd. Naitéa
pentapeptidejd karakterisoi lisdksi yllattdva teho suun
kautta annettaessa, toisin kuin muita tunnettuja pepti-
deja. A

T&m& keksintd tarjoaa jbukon uusia pentapeptidejé,

joilla on seuraava kaava:
R'-V-W-X-Y-Z-R?

tai niiden farmaseuttisesti soveliaita happo- tai emésad-
ditiosuoloja, joissa R' on vety tai C, ,,~alempi alkyyli tai
alkanoyyli:

V on Arg:;

W on Pro, dehydro-Pro tai hydroksi-Pro;

X on Asp, Ser, Thr, Ala, Asn, Glu tai Gln;

Y on Pro, dehydro-Pro tai hydroksi-Pro;

Z on Phe tai Tyr, mahdollisesti substituoitu yhdel-
ld tai useammalla halogeeni-, nitro- tai hydroksyyliryh-
m&llsd;

ja R? on OH tai NR’R‘,

jossa R® ja R* kukin voivat olla toisistaan riippu-
matta H, suoraketjuinen tai haarautunut alkyyli tai alke-
nyyli, jossa on 1 - 6 hiiliatomia, mahdollisesti substi-

tuoitu aryyliryhm#dlld tai aryylill&, joka on substituocitu
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alkyylillad tai alkenyylilléd, jossa on 1 - 6 hiiliatomia,
tai R® ja R* yhdessad muodostavat 3 - 7 hiiliatomin syklisen
metyleeniryhmén, ja

jossa mahdollisesti yksi seuraavista: V, W, X, Y ja
Z on D-aminohappo.

Koko tdssd paljastuksessa peptidien aminohappokom-
ponentit ja tietyt niiden valmistuksessa kdytetyt mate-
riaalit nimetd&n mukavuuden vuoksi lyhenteill&d. Useimmat
aminohappojen kolmikirjaimisista lyhenteistd ovat sinénsa
tunnettuja. Kuten yll& osoitetaan, kaikki yll& olevassa
kaavassa olevat aminohapot ovat normaalisti L-isomeerises-
sa konfiguraatiossa; kuitenkin missd tahansa tietyssé& pep-
tidissd yksi tai useampi aminohéppo voi olla D-isomeeri-
sessa konfiguraatiossa.

Ndiden kaavojen peptideitd, joilla on Pro tai sen
analogi aminohappokohdassa 2 ja aminohappokohdassa 4, ka-
rakterisoi tehostunut stabiilius ja resistenssi endo- ja
eksopeptidaasien ja trypsiinin kaltaisten entsyymien ha-
jottavalle vaikutukselle ruuansulatuskanavassa ja seeru-
missa. Tama tehostunut vastustuskyky entsymaattista pilk-
komista kohtaan suolistossa tekee sellaisista peptideistéa
erityisen hyvin soveltuvia suun kautta annettavaksi, mika
antaa peptideille yll&dttdvdn tehon muihin tunnettuihin
peptideihin verrattuna. Koska né&md peptidit ovat erittéin
aktiivisia suun kautta annettavina annoksina, ne soveltu-
vat erityisen hyvin farmaseuttista valmistusta varten tab-
lettimuodossa.

Yksi edullinen pentapeptidi on asetyyli-Arg-Pro-
Asp-Pro-Z-NH,, jossa Z voi olla Tyr tai mahdollisesti subs-
tituoituja Phe-valintoja. T&11& hetkelld edullisin penta-
peptidi on asetyyli-Arg-Pro-Asp-Pro-Phe-NH, [SEQ ID nro 1],
jota kutsutaan nimelld IRI-514. Yll&attdvad kyllsa, talla

peptidill& on suuri teho suun kautta annettuna.
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Ndin ollen tdm&n keksinndén erityisen edullisiin
peptideihin kuuluvat:

asetyyli-Arg-Pro-Asp-Pro-Phe-NH, [SEQ ID nro 1]

asetyyli-Arg-Pro-Asp-Pro-Tyr-NH, [SEQ ID nro 2]

asetyyli-Arg-Pro-Asn-Pro-Phe-NH, [SEQ ID nro 3]

asetyyli-Arg-Pro-Asn-Pro-Tyr-NH, [SEQ ID nro 4]

asetyyli-Arg-Pro~Ala-Pro-Phe-NH, [SEQ ID nro 5]

asetyyli-Arg-Pro-Ala-Pro-Tyr-NH, [SEQ ID nro 6]

asetyyli-Arg-Pro-Glu-Pro-Tyr-NH, [SEQ ID nro 7]

asetyyli-Arg-Pro-Ser-Pro-Phe-NH, [SEQ ID nro 8]

asetyyli-Arg-Pro-Thr-Pro-Phe-NH, [SEQ ID nro 9]

asetyyli-Arg-Pro-Thr-Pro-Tyr-NH, [SEQ ID nro 10]

asetyyli-Arg-Pro-Ser-Pro-Tyr-NH, [SEQ ID nro 11]

asetyyli-Arg-Pro-Asp~Pro-pClPhe-NH, [SEQ ID nro 12]

dekanoyyli-Arg-Pro-Asp-Pro-Phe-NH, [SEQ ID nro 13]

asetyyli-Arg-Pro-Glu-Pro-Phe~NH, [SEQ ID nro 14]

butyryyli-Arg-Pro-Asn-Pro-Phe-NH, [SEQ ID nro 15]

Vaikkakin ne ovat hyvin soveltuvia suun kautta an-
nettavia hoitoja varten, keksinndn mukaisia peptidejd voi-
daan antaa myds mitd tahansa sopivaa reittid, esimerkiksi
injektoimalla tai paikallisesti. Paikallisissa valmisteis-
sa kayttta varten dekanoyyli substituoidaan edullisesti
asetyylilla kohdassa R', koska sen lipofiiliset ominaisuu-
det tekevdt siitd8 erityisen soveliaan ihoon absorboita-
vaksi.

Tamdn keksinnétn peptidit voidaan valmistaa yleises-
ti sindns& tunnetulla tavalla. Keksinndén mukaisen polypep-
tidin synteettinen tuotanto voi noudattaa mukavasti kiin-
tedn faasin synteesimenetelmd&, jonka on kuvannut Merri-
field, J.A.C.S., 85: 2149 - 2154 (1963). T&md@ menetelmd
ymmdrretddn hyvin ja se on yleinen menetelmd peptidien
valmistuksessa. Kiinte&n faasin synteesimenetelmi sis&dltds
suojattujen aminohappojen vaiheittaisen lisd&misen kasva-
vaan peptidiketjuun, joka on sidottu kovalenttisilla si-
doksilla kiinte&&n hartsipartikkeliin. T&1ll4 menetelm&dlli
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reagenssit ja sivutuotteet poistetaan suodattamalla, mik&
eliminoi ndin v&dlituotteiden puhdistamisen tarpeen. T&mén
menetelmédn yleisajatus riippuu ketjun ensimmdisen aminoha-
pon kiinnittymisestd kiinte&&n polymeeriin kovalenttisella
sidoksella. Suojattuja aminohappoja lis&t&d&8n perdtysten
vksi kerrallaan (vaiheittainen strategia) tai ryhmin&
(segmenttistrategia), kunnes haluttu sekvenssi on koottu.
Lopuksi suojattu peptidi irrotetaan kiintedstd hartsikan-
tajasta ja suojausryhmdt lohkaistaan irti.

Aminohapot voidaan kiinnitt&& mihin tahansa sove-
liaaseen polymeeriin hartsina. Hartsiin taytyy sisaltya
funktionaalinen ryhm&, johon ensimmdinen suojattu amino-
happo voidaan kiinnitt&d& lujasti kovalenttisella sidoksel-
la. T&h&n tarkoitukseen soveltuvat erilaiset polymeerit,
kuten selluloosa, polyvinyylialkoholi, polymetyylimetakry-
laatti ja polystyreeni. Sellaisissa synteeseissd k&ytt6-
kelpoisiin soveliaisiin suojausryhmiin kuuluvat t-butyyli-
oksikarbonyyli (Boc), bentsyyli (Bzl), t-amyylioksikarbo-
nyyli (Aoc), tosyyli (Tos), o-bromi-fenyylimetoksikarbo-
nyyli (BrZ), 2,6-diklooribentsyyli (BzlCl,) ja fenyylime-
toksikarbonyyli (Z tai CBZ). Muita suojausryhmi& nimet&&n
ylla siteeratussa Merrifieldin artikkelissa, samoin KkKuin
J.F.W. McOmien teoksessa "Protective Groups in Organic
Chemistry", Plenum Press, New York, 1973. N&md& molemmat
tekstit liitet&8&8n t&@hé&n viitteens.

Tadmédn keksinndn peptidien yleinen valmistusmenetel-
md sisdltd8& sen, ettd suojattu karboksiterminaalinen ami-
nohappo kiinnitet&&n aluksi hartsiin. Kiinnitt&misen j&l-
keen hartsi suodatetaan, pestdin ja suojausryhmd@8 (edulli-
sesti t-butyylioksikarbonyyli) karboksiterminaalisen ami-
nohapon alfa-aminoryhmdsséd poistetaan. Té&mén suojausryhmén
poiston taytyy tietenkin tapahtua niin, ettd t&mé&n amino-
hapon ja hartsin va@linen sidos ei katkea. Seuraava amino-
suojattu, ja jos va&lttdmatdntd, sivuketjusuojattu amino-
happo, liitetd&n sitten hartsin pinnalla olevan aminochapon
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vapaaseen alfa-aminoryhmdédn. Tamd liittd&minen tapahtuu
niin, ettd8 muodostuu amidisidos toisen aminohapon vapaan
karboksyyliryhmé&n ja hartsiin kiinnittyneen ensimmédisen
aminohapon aminoryhmén védlille. Té&m8 tapahtumasarja tois-
tetaan seuraavilla aminohapoilla, kunnes kaikki aminohapot
ovat kiinnittyneet hartsiin. Lopuksi suojattu peptidi loh-
kaistaan hartsista ja suojausryhmd@t poistetaan, jolloin
haluttu peptidi paljastuu. Lohkaisumenetelm&t, joita kay-
tetd8n peptidin erottamisessa hartsista ja suojausryhmien
poistossa, riippuvat hartsin ja suojausryhmien wvalinnasta
ja ovat sindns& tunnettuja peptidisynteesin alalla.
Vaihtoehtoisia peptidisynteesimenetelmid kuvataan
Bodanszkyn ym. teoksessa Peptide Synthesis, 2. 1laitos
(John Wiley and Sons: 1976). Keksinndn peptidit voidaan
esimerkiksi syntetisoida myds kdyttdmdlla standardinomai-

sia liuospeptidisynteesimenetelmid, jotka sis&ltéavét ami-
nohappojen tai peptidifragmenttien liitt&misen joko vai-
heittain tai ryhmin&d ja kemiallisten tai entsymaattisten
menetelmien kdytén amidisidoksen muodostuksessa. [Katso
esimerkiksi H.D. Jakubke teoksessa The Peptides, Analysis,
Synthesis, Biology, Academic Press (New York 1987), s.
103 - 165; J.D. Glass, ibid., s. 167 - 184; ja EP-patent-
tijulkaisu O 324 659 A2, joka kuvaa entsymaattisia pepti-

disynteesimenetelmia.] N&am& liuossynteesimenetelmat ovat

sindnsa tunnettuja.

Tédm&n keksinndn peptidit voidaan tuottaa myds muil-
la sindnsa tunnetuilla menetelmilld, esimerkiksi geenitek-
nologisin menetelmin. Katso esimerkiksi Sambrook ym. teok-
sessa Molecular Cloning, a Laboratory Manual, 2. laitos,
Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New
York (1989).

Tam& keksintd paljastaa myds n8iden peptidien hap-

po- tai emdsadditiosuolat kdytett&vidksi diagnostisina ja/
tai terapeuttisina aineina. Happoihin, jotka kykenevét

muodostamaan suoloja n&iden peptidien kanssa, kuuluvat,
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ndihin rajoittumatta, epdorgaaniset suolat, kuten suola-
happo, bromivetyhappo, perkloorihappo, typpihappo, tio-
syaanihappo, rikkihappo, fosforihappo ja vastaavat. Kek-
sinndn suolojen muodostamisessa voidaan k&yttdd8 myds or-
gaanisia happoja, esimerkiksi muurahaishappoa, etikkahap-
poa, propionihappoa, glykolihappoa, maitohappoa, palorypé&-
lehappoa, oksaalihappoa, malonihappoa, meripihkahappoa,
maleiinihappoa, fumaarihappoa, sitruunahappoa, sukkinaa-
mihappoa, antraniilihappoa, kanelihappoa, naftaleenisulfo-
nihappoa, sulfaniilihappoa ja vastaavia.

Epdtdydelliseen listaan niistd emdksistd, jotka
kykenevédt muodostamaan suoloja niiden peptidien kanssa,
joilla on happamia osia, kuuluvat ep8orgaaniset emdkset,
kuten natriumhydroksidi, ammoniumhydroksidi, kaliumhydrok-
sidi ja vastaavat. Orgaanisiin em&ksiin sellaista ka8yttoéd
varten kuuluvat, ndihin rajoittumatta, mono-, di- ja tri-
alkyyli- ja aryyliamiinit (esimerkiksi trietyyliamiini,
di~isopropyyliamiini, metyyliamiini, dimetyyliamiini) ja
mahdollisesti substituoidut etanoliamiinit (esimerkiksi
etanoliamiini, dietanocliamiini).

N&md8 peptidit ja koostumukset, jotka sisdltavat
nditd peptidejd, osoittavat ylladttdvasti erilaisia sddte-
lyvaikutuksia nisdkkddn immuunijdrjestelmdssd ja/tai kes-
kushermostossa. T&mé&n keksinnén peptidit tarjoavat esi-
merkiksi hoitoterapioita autoimmuunisairauksia ja ik&anty-
mistd varten, samoin kuin muita tiloja, joita karakterisoi
immuunijdrjestelm&n h&irid.

Koska kohteena olevilla peptideilld on immuunij&r-
jestelmd&d moduloivia piirteitd, ne ovat terapeuttisesti
hytdyllisiad hoidettaessa ihmisi&d ja mahdollisesti eldimid,
koska ne kykenevdt saamaan aikaan muutoksia nisakk&an im-
muunijdrjestelmédssa.

Keksinndn peptidit wvoivat olla hyddyllisid my8s
rauhoittavina terapeuttisina aineina. Esimerkiksi potilaan

esihoito keksinnén peptidilld voi v@hentdid kortikotropii-
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nia vapauttavan tekij&n (CRF) tasoja, joka vaikuttaa
stressireaktioihin. T&ten sellaiset peptidit ovat hy6tdyl-
lisid masennuksen hoidoissa, ja vastaavasti hyddyllisia
hoidettaessa muita stressin laukaisemia h&iridits.

Taman keksinnén mukaisia peptidejd voidaan kdyttdsa
myds vdhentdmd&n ik&&ntymisen wvaikutuksia immuunijérjes-
telmé&ssd. Kun kateenkorva kutistuu i&n mydtéd, tymopoietii-
nin, joka on kateenkorvaperdinen polypeptidi, taso laskee
ja tuloksena stressin laukaisemat CRF:n, adrenokortiko-
trooppisen hormonin (ACTH) ja kortikosteroidien tasot 1li-
sddntyvat suhteellisesti. Tédten tadmdn keksinndn peptidien,
joilla on tymopoietiinin kaltaista biologista aktiivisuut-
ta, antaminen voi auttaa vdhentamddn ik&dntymisen vaiku-
tuksia, jotka 1liittyvadt tehottomiin tai toimimattomiin
immuunij&rjestelmiin.

Keksintd tarjoaa lis8ksi farmaseuttisia koostumuk-
sia, jotka sis&ltévat yhden tai useamman yll& kuvatun pep-
tidin tai niiden happo- tai em&sadditiosuolan. Kohdepepti-
dejd, tai farmaseuttisia koostumuksia, jotka sis8ltavit
peptidej& tai niiden happo- tai emdssuoloja, pidetdan
vyleensd hyddyllisind mill& tahansa alueella, joka koskee
soluperdistd8 immuniteettia ja erityisesti sielld misséa
immuniteetissa on vajavaisuuksia.

Keksintd tarjoaa myds menetelmdn, jolla voidaan
hoitaa tiloja, jotka johtuvat kohteen immuuni- ja/tai her-
mojarjestelmén h&iridstd, joka sisdltdsd sen, ettd maini-
tulle kohteelle annetaan terapeuttisesti tehokas maara
ainakin yht& t&m&n keksinntn peptidi&d tai farmaseuttista
koostumusta. Tédssd kdytettynd termi "terapeuttisesti teho-
kas m&dra" tarkoittaa m&&drda, joka on tehokas hoidettaessa
tiloja, joihin yll& viitataan.

Taman keksinnén farmaseuttisten koostumusten val-
mistusta varten t&mén keksinntn peptidi yhdistetdsn wvai-
kuttavana aineena ldheiseksi seokseksi farmaseuttisen kan-
tajan kanssa tavanomaisten farmaseuttisten valmistusmene-
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telmien mukaisesti. T&md kantaja voi olla monissa eri muo-
doissa riippuen antamista varten halutusta valmistemuo-
dosta, esimerkiksi suun kautta annettava, kielen alle an-
nettava, per&suolen kautta annettava, nendn kautta annet-
tava tai parenteraalinen.

Kun valmistetaan koostumuksia edullisessa suun
kautta annettavassa annosmuodossa, voidaan kayttdd mita
tahansa tavanomaisia farmaseuttisia wvé&liaineita. Suun
kautta annettavia nestemdisid valmisteita varten (esimer-
kiksi suspensiot, eliksiirit ja liuokset) voidaan k&ayttda
vdliaineita, jotka sisdltavdt esimerkiksi vettd, o6ljyjé,
alkoholeja, makuaineita, s&8ildnt&aineita, v&riaineita ja
vastaavia. Suun kautta annettavien kiinteiden valmisteiden
(esimerkiksi pulverit, kapselit ja tabletit) valmistusta
varten voidaan kayttdd sellaisia kantajia, kuten térkke-
lvkset, sokerit, laimennusaineet, rakeistusaineet, liuku-
aineet, sideaineet, hajotusaineet ja vastaavat. Voidaan
myds kdyttdd muotoja, joista la&keaine vapautuu s#iddellys-
ti. Niiden antamisen helppouden takia tabletit ja kapselit
edustavat edullisinta suun kautta annettavaa kerta-annos-
muotoa, missd tapaukseSsa kdytetddn tietenkin kiinteita
farmaseuttisia kantajia. Haluttaessa tabletit voivat olla
sokeripadllystettyjd tai enteropdédllystettyjd standardin-
omaisin menetelmin.

Parenteraalisia tuotteita varten kantaja sis&lt&a
tavallisesti steriilid vettd, wvaikkakin muita ainesosia
voidaan k&ytt&d, esimerkiksi auttamaan liukoisuutta, tai
sdilytystarkoituksiin. Voidaan valmistaa myds injektoita-
vissa olevia suspensioita, miss& tapauksessa voidaan kayt-
td8 soveliaita nestemdisid kantajia, suspendoivia aineita
ja wvastaavia.

Tamé&n keksinndn pentapeptidi on yleenséd aktiivinen,
kun se annetaan parenteraalisesti m&&rind noin yli 0,5 -

noin 10 mg/ruumiinpainokilogramma.
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N&m& peptidit ovat tehokkaampia suun kautta annet-
tuina Kkuin parenteraalisesti annettuina. Teorian mukaan
ndin k&y siksi, ettd peptidi absorboituu suolesta veren-
kiertoon pitemm#&n ajan kuluessa, noin 6 - 8 tunnissa. T&-
man absorptioajan kuluessa noin 30 % peptidistd absorboi-
tuu tehokkaasti. Kun l&&kkeet ovat kerran péddsseet veren-
kiertoon, niilld sitd8 vastoin on lyhyt puoliintumisaika,
koska munuaiset poistavat ne elimistbstd ja erittavat sit-
ten. Tekniikan tason peptidien nettoabsorption on havaittu
olevan noin 15 %. Parenteraalisesti annetut peptidit pois-
tuvat elimistdstd@ paljon nopeammin kuin suun kautta anne-
tut peptidit.

Tédmdn keksinndn peptidit ovat yleens& aktiivisia,
kun ne annetaan suun kautta m#ddrind noin 0,02 - noin
10 mg/ruumiinpainokilogramma, ja edullisesti noin 1 mg/kg.
Aktiivisuus t811& tasolla tekee ndistd peptideistd erityi-
sen hyvin soveliaita farmaseuttisiin formulaatioihin tab-
lettikoossa suun kautta tapahtuvaa antamista varten.

Seuraavat esimerkit esitetdédn keksinndén havainnol-
listamiseksi, ilman ettd keksintd rajoitettaisiin spesifi-
sesti siihen. Esimerkeissd ja koko patenttihakemuksessa
osat ovat painon mukaan ellei toisin ilmaista. Esimerkit
k&yttdvat seuraavia lyhenteit&: TFA: trifluorietikkahappo;
HOAc: etikkahappo; CH,Cl,: metyleenikloridi; CH,CN: aseto-
nitriili; DMF: dimetyyliformamidi; NH,OAc: ammoniumasetaat-
ti; NH,OH: ammoniumhydroksidi; n-PrOH: n-propanoli; n-BuOH:
n-butanoli; Pyr: pyridiini; DCC: disykloheksyylikarbodi-
imidi; HOBt: 1l-hydroksibentsotriatsoli; DMAP: dimetyyli-
aminopyridiini; HF: vetyfluoridi; TCA: trikloorietikkahap-
po; BHA: bentshydryyliamiinihartsi; p-MBHA: p-metyyli-
bentshydryyliamiinihartsi ja MeOH: metanoli. Muut standar-
dinomaiset lyhenteet voidaan nimetd viittaamalla kirjaan

The Peptides, Analysis, Synthesis, Biology, Vol. 1 ja 2,

toim. E. Gross ja J. Meienhofer, Academic Press (New York

1987) ja "IUPAC-IUB Commission on Biochemical Nomencla-
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ture", J. Biol. Chem., 242:6489 - 6497 (1970) ja J. Biol.
Chem., 250:3215 - 3216 (1975). Symbolia Asx kdaytetddan

osoittamaan Asn:n l&sn8olo, joka havaitaan analyysin j&l-

keen Asp:na.

Esimerkki 1

Asetyyli-Arg-Pro-Asp-Pro-Phe-NH,:n synteesi [SEQ ID

nro 1]

Pentapeptidiamidi syntetisoitiin kédytt&m&lla sym-
metristd anhydridiliittédmistekniikkaa lukuun ottamatta
arginiinia, joka kytkettiin DCC-HOBt-menetelm&lla kaytta-
mdlld standardinomaisia liittdmismenetelmia (Std 1 -sykli,
versio 1.40) Applied Biosystems ABI 430A -peptidisynteti-
saattorilla. Synteesi pantiin alkuun 0,45 millimoolilla
p-metyylibentshydryyliamiinihartsi HCl:88 (0,710 g, O,64
mmol/hartsigrammé). N-terminaalinen Boc-ryhm& poistettiin
"end-NH,"-ohjelmalla (versio 1.40). Tuloksena oleva peptidi
asetyloitiin kdyttédm&lld 30 minuutin ajan etikkahappoan-
hydridigd (1,0 ml) CH,Cl,:ssa (9 ml), joka sis&lsi 4-dime-
tyyliaminopyridiinid (15 mg). Sitten hartsi pestiin
DMF:118 (5 x 10 ml) ja CH,Cl,:1la (5 x 10 ml) ja kuivattiin
lopuksi alipaineuunissa 40 °C:n l&mpdtilassa (1,073 g).

Peptidi lohkaistiin irti hartsikantajasta (1,07 g,
0,45 mmol) sekoittamalla nestemdisess& HF:ssd (10 ml),
m-metyylianisolissa (1 ml) ja dimetyylisulfidissa (1 ml)
vyhden tunnin ajan O °C:n la8mpdtilassa. Sen jdlkeen kun
ylimd8r&dinen HF oli poistettu alipaineessa, hartsi-pepti-
disekoitﬁs uutettiin eetterillad (3 x 50 ml). Eetteriuutok-
set heitettiin pois. Vapautunut peptidi uutettiin sitten
20-prosenttisella HOAc:n vesiliuoksella (3 x 33 ml). Sen
jalkeen kun liuottimet oli poistettu alipaineessa, tulok-
sena oleva j88nnds liuotettiin H,O0:hon (40 ml) ja lyofili-
soitiin (0,248 g). Tamd kiinte& aine liuotettiin H,0:hon
(10 ml) ja vietiin asetaattimuodossa olevaan Amberlite
IRA-68 -ioninvaihtopylvddseen (60 g, 1,6 meqg/ml, 2,73 cm
i.d. x 18 cm pituus) H,0:ssa virtausnopeudella 60 ml/tun-
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ti. Soveliaat fraktiot yhdistettiin ja 1lyofilisoitiin
(0,240 g).

Ep&puhdas peptidi (0,240 g 1liuotettuna 4 ml:aan
puskuria "A", katso alla) puhdistettiin preparatiivisella
RP-HPLC:114 k&yttamadllsa vVydac 218TP1022 -pylvastsd (22 x
250 mm). Kaytetyt liikkuvat faasit ovat alla olevan esi-
tyksen mukaisia:

A =0,1 % TFA/H,0

B =0,1 % TFA/CH,CN - H,0 4:1 v/v

Kéytettiin lineaarista gradienttia 5 ¥ B - 23 % B
80 minuutin aikana virtausnopeudella 14 ml/min. Relevan-
tit fraktiot yhdistettiin ja orgaaniset liuottimet pois-
tettiin alipaineessa. Vesiliukoinen j&&nnds lyofilisoitiin
(206 mg).

Ohutlevykromatografia (TLC) suoritettiin Merck
F-254 -piidioksidilevyilld (5 x 10 cm) seuraavissa liuo-

tinjadrjestelmissa (v/v):

Rf(1l) = 0,17 (1-BuOH:HOAcC:H,0, 4:1:1)
Rf(2) = 0,47 (1-BuOH:HOAC:EtOAc:H,0, 1:1:1:1)
Rf(3) = 0,65 (1-BuOH:HOAc:Pyr:H,0, 5:4:4:2)

Aminohappoanalyysi (AAA):

Saannot [havaitut (odotetut)] olivat Arg 1,02(1),
Pro 1,98(2), Asp 0,99(1), Phe 1,02(1), NH; 1,04(1). Nopea-
atomipommitus/massaspektrometria (FAB-MS): [MH'] m/z:ss&
672 a.m.u. (molekyylipaino 671,76), jossa MH' edustaa posi-
tiivisesti wvarautunutta massaionia; m/z on massa/varaus;
ja a.m.u. on atomimassayksik&ita.

Esimerkki 2

Asetyyli-Arg-Pro-Asp-Pro-Tyr-NH,:n synteesi [SEQ ID

nro 2]

Pentapeptidiamidi syntetisoitiin, kuten esimerkisséa
1 kuvataan, niin ettd8 Tyr substituoitiin 5. paikkaan Phe:n
tilalle.

TLC: Rf(1) = 0,20, Rf(2) = 0,33, Rf(3) = 0,85.

AAA: Arg 1,06(1), Pro 1,99(2), Asp 1,03(1), Tyr
0,92(1), NH, 1,19(1).
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FAB-MS: [MH'] m/z:ssd8 688 a.m.u. (molekyylipaino
687,76).

Esimerkki 3

Asetyyli-Arg-Pro-Asn-Pro-Phe~NH,:n synteesi [SEQ ID

nro 3]

Pentapeptidiamidi syntetisoitiin, kuten esimerkissi
1 kuvataan, niin ettd Asn substituoitiin 3. paikkaan Asp:n
tilalle. Peptidin ominaisuudet ovat seuraavat.

TLC: Rf(1) = 0,22, Rf(2) = 0,56, Rf(3) = 0,72.

AAA: Arg 1,02(1), Pro 1,97(2), Asx 1,01(1l), Phe
1,01(1), NH; 1,95(2).

FAB-MS: [MH'] m/z:ssd 671 a.m.u. (molekyylipaino
670,78).

Esimerkki 4

Asetyyli-Arg-Pro-Asn-Pro-Tyr-NH,:n synteesi [SEQ ID

nro 4]

Pentapeptidiamidi syntetisoitiin, kuten esimerkissa
1 kuvataan, niin ettd Asn substituoitiin 3. paikkaan Asp:n
tilalle ja Tyr Phe:n tilalle paikassa 5. Peptidin ominai-
suudet ovat seuraavat.

TLC: Rf(1) = 0,2, Rf(2) = 0,36, Rf(3) = 0,83.

AAA: Arg 1,07(1), Pro 1,98(2), Asx 1,04(1), Tyr

0,91(1), NH, 1,92(2).

FAB-MS: [MH'] m/z:ss& 687 a.m.u. (molekyylipaino
686,77).

Esimerkki 5

Asetyyli-Arg-Pro-Ala-Pro-Phe-NH,:n synteesi [SEQ ID

nro 5]

Pentapeptidiamidi syntetisoitiin, kuten esimerkissa
1 kuvataan, niin ettd Ala substituoitiin 3. paikkaan Asp:n
tilalle. Peptidin ominaisuudet ovat seuraavat.

TLC: Rf(1) = 0,18, Rf(2) = 0,49, Rf(3) = 0,69.

AAA: Arg 0,98(1), Pro 1,97(2), Ala 1,03(1), Phe
1,02(1), NH; 1,00(2).

FAB-MS: ([MH'] m/z:ss& 628 a.m.u. (molekyylipaino
627,75).
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Esimerkki 6

Asetyyli-Arg-Pro-Ala-Pro-Tyr-NH,:n synteesi [SEQ ID

nro 6]

Pentapeptidiamidi syntetisoitiin, kuten esimerkisséi
1 kuvataan, niin ett& Ala substituoitiin 3. paikkaan Asp:n
tilalle ja Tyr Phe:n tilalle paikkaan 5. Peptidin ominai-
suudet ovat seuraavat.

TLC: Rf(1) = 0,16, Rf(2) = 0,32, Rf(3) = 0,71.

AAA: Arg 1,04(1), Pro 1,96(2), Ala 0,99(1l), Tyr
1,02(1), NH; 1,03(2).

FAB-MS: [MH'] m/z:ssd8 644 a.m.u. (molekyylipaino
643,75).

Esimerkki 7

Asetyyli-Arg-Pro~Glu-Pro-Phe~NH,:n synteesi [SEQ ID

nro 14]

Pentapeptidiamidi syntetisoitiin, kuten esimerkissa
1 kuvataan, niin ettd Glu substituoitiin 3. paikkaan Asp:n
tilalle. Peptidin ominaisuudet ovat seuraavat.

TLC: Rf(1) = 0,26, Rf(2) = 0,58, Rf(3) = 0,74.

AAA: Arg 0,97(1), Pro 2,03(2), Glu 1,01(1), Phe
1,00(1), NH, 1,02(2).

FAB-MS: [MH'] m/z:ssd 686 a.m.u. (molekyylipaino
685,79).

Esimerkki 8

Asetyyli-Arg-Pro-Glu-Pro-Tyr-NH,:n synteesi [SEQ ID

nro 7]

Pentapeptidiamidi syntetisoitiin, kuten esimerkisséa
1 kuvataan, niin ettd Glu substituoitiin 3. paikkaan Asp:n
tilalle ja Tyr Phe:n tilalle paikkaan 5. Peptidin ominai-
suudet ovat seuraavat.

TLC: Rf(1) = 0,18, Rf(2) = 0,35, Rf(3) = 0,66.

AAA: Arg 1,02(1), Pro 1,95(2), Glu 1,03(1), Tyr
1,01(1), NH; 0,99(1).

FAB-MS: [MH'] m/z:ssd& 702 a.m.u. (molekyylipaino
701,79)
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Esimerkki 9

Asetyyli-Arg-Pro-Ser-Pro-Phe-NH,:n synteesi [SEQ ID

nro 8]

Pentapeptidiamidi syntetisoitiin, kuten esimerkissi
1 kuvataan, niin ettd Ser substituoitiin 3. paikkaan Asp:n
tilalle. Peptidin ominaisuudet ovat seuraavat.

TLC: Rf(1) = 0,28, Rf(2) = 0,62, Rf(3) = 0,78.

AAA: Arg 1,01(1), Pro 2,00(2), Ser 0,62(1), Phe
0,99(1), NH; 1,16(1).

FAB-MS: [MH'] m/z:ssd8 644 a.m.u. (molekyylipaino
643,75).

Esimerkki 10

Asetyyli-Arg-Pro-Thr-Pro-Phe-NH,:n synteesi [SEQ ID

nro 9]

Pentapeptidiamidi syntétisoitiin, kuten esimerkissé
1 kuvataan, niin ettd Thr substituoitiin 3. paikkaan Asp:n
tilalle. Peptidin ominaisuudet ovat seuraavat.

TLC: Rf(1) = 0,13, Rf(2) = 0,47, Rf(3) = 0,72.

AAA: Arg 1,00(1), Pro 2,00(2), Ser 0,82(1), Phe
1,15(1), NH; 1,19(1).

FAB-MS: [MH'] m/z:ssd&8 658 a.m.u. (molekyylipaino
657,78).

Esimerkki 11

Asetyyli-Arg-Pro~Thr-Pro-Tyr-NH,:n synteesi [SEQ ID

nro 10]

Pentapeptidiamidi syntetisoitiin, kuten esimerkissé
1 kuvataan, niin ettd@ Thr substituoitiin 3. paikkaan Asp:n
tilalle ja Tyr Phe:n tilalle paikkaan 5. Peptidin ominai-
suudet ovat seuraavat.

TLC: Rf(1) = 0,13, Rf(2) = 0,43, Rf(3) = 0,66.

AAA: Arg 1,00(1), Pro 2,00(2), Thr 0,87(1l), Phe
1,00(1), NH; 0,93(1).

FAB-MS: [MH'] m/z:ss& 674 a.m.u. (molekyylipaino
673,78).
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Esimerkki 12

Asetyyli-Arg-Pro-Ser-Pro-Tyr-NH,:n synteesi [SEQ ID

nro 11]

Pentapeptidiamidi syntetisoitiin kuten esimerkisséi
1 kuvataan, niin ett8 Ser substituoitiin 3. paikkaan Asp:n
tilalle ja Tyr Phe:n tilalle paikkaan 5. Peptidin ominai-
suudet ovat seuraavat.

TLC: Rf(1) = 0,29, Rf(2) = 0,65, Rf(3) = 0,82.

AAA: Arg 1,03(1), Pro 1,95(2), Ser 0,65(1), Tyr
1,01(1), NH; 1,20(1).

FAB-MS: [MH'] m/z:ssd 660 a.m.u. (molekyylipaino
659,75).

Esimerkki 13

Asetyyli-Arg-Pro-Asp-Pro-pClPhe-NH,:n synteesi [SEQ

ID nro 12]

Pentapeptidiamidi syntetisoitiin, kuten esimerkisséa
1 kuvataan, niin ettd8 parakloori-Phe substituoitiin 5.
paikkaan Phe:n tilalle. Peptidin ominaisuudet ovat seu-
raavat.

TLC: Rf(l) = 0,19, Rf(2) = 0,49, Rf(3) = 0,66.

AAA: Arg 1,00(1), Pro 1,99(2), Aasp 0,97(1), pClPhe
1,04(1), NH; 1,02(1).

FAB-MS: [MH'] m/z:ssd 706 a.m.u. (molekyylipaino
706,29).

Esimerkki 14

Butyryyli-Arg-Pro-Asn-Pro-Phe-NH,:n synteesi [SEQ ID

nro 15]

Pentapeptidiamidi syntetisoitiin, kuten esimerkissa
1 kuvataan, niin ettd@ Asn substituoitiin 3. paikkaan Asp:n
tilalle. N-terminaalinen Boc-ryhmd poistettiin "end-NH,"-
ohjelmalla. N-terminaalinen butyryyliryhmd tuotiin liit-
tdmdllad n-butyraattihapolla ké&ytté&m&llad di-isopropyyli-
karbodi-imidi& ja HOBt:t&. Peptidin ominaisuudet ovat seu-

raavat.
TLC: Rf(1) = 0,32, Rf{(2) = 0,65, Rf(3) = 0,84.
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AAA: Arg 1,01(1), Pro 1,98(2), Asx 1,02(1), Phe
1,00(1), NH, 1,98(2).

FAB-MS: [MH'] m/z:ssd 699 a.m.u. (molekyylipaino
698,83).

Esimerkki 15

Dekanoyyli-Arg-Pro-Asp-Pro-Phe-NH,:n synteesi [SEQ

ID nro 13]

Pentapeptidiamidi syntetoitiin oleellisesti, kuten
esimerkiss& 1 on kuvattu, seuraavilla muutoksilla. Kiin-
te8n faasin synteesi aloitettiin 5 millimoolilla bentshyd-
ryyliamiinihartsia ja N-terminaalinen Boc-ryhmd poistet-
tiin sen j&lkeen kun aminohapot o0li tuotu perdkkdin. Tu-
loksena oleva peptidihartsi kédsiteltiin dekaanihapolla
DMF:ssd, joka sis&lsi hydroksibentsotriatsolia ja di-iso-
propyylikarbodi-imidi&. Sitten hartsi pestiin ja kuivat-
tiin (11,17 g).

Peptidi lohkaistiin irti hartsikantajasta k&yttéa-
mé&lla nestemdistd HF:8&, kuten esimerkissd 1 on kuvattu.
Epdpuhdas peptidi (1,8 g) puhdistettiin ioninvaihdon
jalkeen preparatiivisella RP-HPLC:11& k&yttdm&lld samoja
liikkuvia faaseja, jotka on kuvattu esimerkissd 1. Kadytet-
ty gradientti oli 25-prosenttinen B - 50-prosenttinen B
100 minuutin aikana virtausnopeudella 14 ml/min. Puhtaan
tuotteen saanto oli 1,19 g. T&m&n peptidin ominaisuudet
ovat seuraavat.

TLC: Rf(1) = 0,30, Rf(2) = 0,64, Rf(3) = 0,82.

AAA: Arg 0,99(1), Pro 2,00(2), Asp 0,99(1), Phe
1,01(1), NHy; 1,07(1).

FAB-MS: [MH'] m/z:ssd 785 a.m.u. (molekyylipaino
784,72).

Esimerkki 16

Asetyyli-Arg-Pro-Asp-Pro-Phe-NH,:n [SEQ ID nro 1]

livosfaasisynteesi

Tam& peptidi tehtiin my&s liuossynteesilld, Kkuten

alla kuvataan.
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A. Boc-Pro-Phe-NH,:

Boc-Pro-OH-liuokseen (4,304 g, 20 millimoolia)
etyyliasetaatissa (200 ml) -15 °C:n l&mpdtilassa lis8ttiin
N-metyylimorfoliinia (2,2 ml, 20 millimoolia) ja isobutyy-
likloroformaattia (2,6 ml, 20 millimoolia). 10 minuutin
aktivaatioajan jédlkeen ~15 °C:n lampdtilassa lis&ttiin
HCl.Phe-NH,:n (4,014 g, 20 millimoolia) ja N-metyylimorfo-
liinin (2,2 ml, 20 millimoolia) liuos dimetyyliformamidis-
sa (20 ml). Reaktioseosta sekoitettiin -15 °C:n lamp&ti-
lassa 30 minuuttia ja annettiin l&mmet& huoneenlampdti-
laan. Kun oli sekoitettu 2 tuntia huoneenlampéttilassa,

reaktioseos sammutettiin 10-prosenttisella kaliumkarbo-

"naattiliuoksella (30 ml). Kaksi kirkasta kerrosta siirret-

tiin erotussuppiloon ja orgaaninen Kerros pestiin perétys-
ten 10-prosenttisella kaliumkarbonaattiliuoksella (2 x 30
ml), kyll&disella natriumkloridiliuoksella (1 x 30 ml),
l-normaalisella HCl:11& (2 x 30 ml) ja kylldiselld nat-
riumkloridiliuoksella (2 x 30 ml). Sen j&lkeen Kkun oli
kuivatettu vedettom&lld natriumsulfaatilla, orgaaninen
liuos suodatettiin ja konsentroitiin pyordhaihduttimella
talon alipaineella. Tuote saostettiin heksaanilla, suoda-
tettiin ja kuivattiin.

Saanto (teoreettinen): 7,229 g.

Kokeellinen saanto: 6,795 g (94 % teoreettisesta).

B. HCl.Pro-Phe-NH,:

Boc-Pro-Phe-NH,-liuokseen, joka oli valmistettu, ku-
ten A:ssa edelld (6,506 g, 18 millimoolia), etyyliasetaa-
tissa (50 ml) ja j&&etikassa (25 ml), lis&ttiin 5-normaa-
lista HCl-etyyliasetaattia (20 ml) ja anisolia (2 ml).
Liuvosta sekoitettiin 1 tunnin ajan ja konsentroitiin pyo6-
rohaihduttimessa. Dipeptidin hydrokloridisuola saostettiin
lisdamidllsa eetterid (200 ml). Kiinted aines suodatettiin
ja Kkuivattiin alipaineessa KOH-rakeilla.

C. Boc-Asp(0Bzl)-Pro-Phe-NH,:

Seka-anhydridiin, joka valmistettiin saattamalla

reagoimaan Boc-Asp(0Bzl) (5,82 g, 18 millimoolia), N-me-
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tyylimorfoliini (1,98 ml, 18 millimoolia) ja isobutyyli-
kloroformaattia (2,34 ml, 18 millimoolia) etyyliasetaatis-
sa (200 ml) ~15 °C:n lampbtilassa, Kkdsiteltiin HCl.Pro-
Phe~NH,-liuoksella (valmistettu kuten yll& B:ssid kuvataan)
ja N-metyylimorfoliinilla (1,98 ml, 18 millimoolia) dime-
tyyliformamidissa (40 ml). Reaktion annettiin edetd 30
minuutin ajan -15 °C:n lampdtilassa ja 2 tuntia huoneen-
ldammYsssd. Tuote Kkédsiteltiin ylld kuvatulla tavalla ja
saostettiin uudelleen etyyliasetaatti-heksaanista.

Saanto (teoreettinen): 10,20 g.

Kokeellinen saanto: 9,76 g (95,7 % teoreettisesta).

D. Boc-Pro-Asp(0Bzl)-Pro-Phe-NH,:

Boc-Asp(0OBzl)-Pro-Phe-NH,:1le, joka valmistettiin,
kuten y1l18 C:ss8 kuvataan (9,067 g, 16 millimoolia), teh-
tiin suojauksen poisto ka&aytté&m&lla HCl-etyyliasetaattia,
kuten yl11l48 osassa B kuvataan, ja tripeptidin hydrokloridi-
suola saostettiin eetterilld, suodatettiin ja kuivattiin.

Seka-anhydridiin, joka valmistettiin Boc-Pro:sta
(3,44 g, 16 millimoolia), N-metyylimorfoliinista (1,76 ml,
16 millimoolia) ja isobutyylikloroformaattia (2,08 ml,
16 millimoolia) etyyliasetaatissa (160 ml) ké&siteltiin
HCl.Asp(OBzl)-Pro-Phe-NH,-1liuoksella ja N-metyylimorfolii-
nilla (1,76 ml, 16 millimoolia) dimetyyliformamidissa
(30 ml). Reaktio-olosuhteet ja tuotteen k&sittely kuvat-
tiin aikaisemmin. Tuote kiteytettiin etyyliasetaatti-hek-
saanista.

Saanto (teoreettinen): 10,62 g.

Kokeellinen saanto: 10,09 g (95 % teoreettisesta).

E. Z-Arg-Pro-Asp(0OBzl)-Pro-Phe-NH,:

Boc-Pro-Asp(OBzl)~-Pro-Phe-NH,:1le, joka oli valmis-
tettu, kuten esimerkissd D yll& kuvataan (9,96 g, 15 mil-
limoolia), tehtiin suojauksen poisto kdyttdm&lld HCl-etyy-
liasetaattia ja tetrapeptidin hydrokloridisucla saostet-

tiin eetterilld, suodatettiin ja kuivattiin.
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Z-Arg.HCl:n (5,17 g, 15 mmol) sekoitettuun liuok-
seen dimetyyliformamidissa (25 ml) 1lis&ttiin 25 °C:ssa
HCl.Pro-Asp(OBzl)-Pro-Phe-NH,:n ja N-metyylimorfoliinin
livos (1,65 ml, 15 millimoolia) dimetyyliformamidissa
(25 ml). Tuloksena olevaan liuokseen lis#ttiin dietyyli-
syaanifosfonaattia (2,45 g, 15 millimoolia) ja N-metyyli-
morfoliinia (1,65 ml, 15 millimoolia) ja seosta sekoitet-
tiin 4 tunnin ajan. Reaktio sammutettiin lis&&m&ll& 10-
prosenttista etikkahappoa (10 ml) ja liuottimet poistet-
tiin pyorthaihduttimella alipaineessa. Tuloksena oleva
kiinted aine trituroitiin 10-prosenttisella kaliumkarbo-
naatilla ja sitten vedelld ja suodatettiin.

Saanto (teoreettinen): 12,81 g.

Kokeellinen saanto: 10,25 g (80 % teoreettisesta).

F. Asetyyli-Arg-Pro-Asp-Pro-Phe-NH, [SEQ ID nro 1]:

Z-Arg-Pro-Asp(OBzl)-Pro-Phe-NH,-liuokseen, joka val-
mistettiin, kuten E:ss& yll& kuvataan (11,10 g, 13 milli-
moolia), etikkahapossa (50 ml), lis&ttiin 20-prosenttista
Pd-hydroksidilla kasiteltyd hiiltd (1,0 g) ja alistettiin
hydraukseen 3 105 kPa:n vetykaasun paineella. Reaktiota
monitoroitiin TLC:11d ja 1 tunnin j&lkeen katalysaattori
suodatettiin pois ja liuottimet poistettiin alipaineella,
mikd tuotti Arg-Pro-Asp-Pro-Phe-NH,:n. Jd&nnds liuotettiin
veteen (50 ml) ja kylm&kuivattiin.

Arg-Pro-Asp-Pro-Phe-NH, liuotettiin etikkahappoon
(20 ml) ja kasiteltiin seka-anhydridillad (6,12 g, 60 mil-
limoolia) jatkuvasti sekoittaen. 1 tunnin kuluttua reaktio
sammutettiin lis&&m&llsa vettd (20 ml) ja liuvottimet pois-
tettiin alipaineella. J&&nnds liuotettiin veteen (50 ml)
ja kylm&kuivattiin.

N&in saatu epdpuhdas peptidi puhdistettiin prepara-
tiivisella RP-HPLC:118 noudattamalla esimerkissd 1 kuvat-
tua menetelmd&d. Tuote lyofilisoitiin vakiopainoiseksi.

(Peptidipitoisuus: 90 %.)
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Saanto (teoreettinen): 8,73 g. Kokeellinen saanto:
7,56 g (77,9 % teoreettisesta). Yhdistettd ei voinut erot-
taa esimerkiss8 1 saadusta tuotteesta.

Esimerkki 17

Entsymaattinen stabiilius

Seuraava m8dritys suoritettiin, jotta saataisiin
havainnollistettua t&mé&n keksinnén peptidin stabiilius.

Tymopentiini ja peptidi asetyyli-Arg-Pro-Asp-Pro-
Phe-NH,, johon viitataan nimelld IRI-514, liuotettiin eril-
ladn fosfaattipuskuriin (pH 5,5). Rotan pohjukaissuoli
avattiin ja kiinnitettiin 3,5 ml:n diffuusiokammioon
(Crownglass, NJ) niin, ettd puskuria oli molemmissa osas-
toissa. Valittu testipeptidi fosfaattipuskurissa (pH 5,5)
applikoitiin molempiin osastoihin niin, ettd& lopullinen
konsentraatio oli 1 mg/ml ja nadytteet otettiin O, 2 ja 4
tunnin kuluttua. Pienet erdt alistettiin korkean suoritus-
kyvyn nestekromatografiaan (HPLC), jossa oli ultraviolet-
tidetektio 220 nm:n aallonpituudella. Liuotinj&drjestelmi
tymopentiinille oli fosfaattipuskuri ja metanoli. IRI-
514:11le liuotinjérjestelmdnd kaytettiin asetonitriilia ja
fosfaattipuskuria.

Kuvion 1 pylvédsdiagrammi esittdd havainnollisesti,
ettd O tunnin kohdalla tymopentiini (TP-5) ja IRI-514 oli-
vat 100-prosenttisen ehji&. 2 tunnin kuluttua IRI-514 oli
viela noin 100-prosenttisen ehj&, kun taas vain 20 %
TP-5:st8 o0li end& ehj&n&d. Lopuksi 4 tunnin kohdalla ehjé&n
IRI-514:n mddrd on noin 90 %, kun taas ehjdn TP-5:n mdara
oli mit&tbn. Lis8ksi keksijat olettavat, ettd ehjdn IRI-
514:n vadheneminen 4 tunnin j&lkeen voi johtua absorptios-
ta pohjukaissuolen kudokseen; koska HPLC:ss&8 ei havaittu
hajoamispiikkeja.

Esimerkki 18 Hermo-lihas-mddritys

Tdmd8 md8dritys mittaa peptidin kykyd vaikuttaa ko-

linergiseen vdlittymiseen hermon ja lihaksen liitoskohdas-
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sa. Tymopoietiinin ja tymopentiinin tiedet&dn aiheuttavan
tamdn vaikutuksen valittymisessd hermosta lihakseen.

Eri annoksia testipeptidia liuotetaan fosfaattipus-
kuroituun suolaliuokseen ja injektoidaan ihonalaisesti tai
annetaan suun kKautta naaraspuolisille hiirille, jotka pai-
navat 25 - 30 grammaa (CDl-kanta). Elektromyografinen m#&-
ritys suoritetaan G. Goldsteinin ym. mukaisesti, J. Neu-
rol. Neurosurg. Psychiat., 31:453 - 459 (1968), 24 tai 48
tuntia sen j&lkeen kun peptidi on annettu. Hiiret nukute-
taan 0,5 ml:lla 10-prosenttista uretaaniliuosta. Hermoa

stimuloidaan Grass S-48 -stimulaattorilla ja Grass SIU-5A

-stimuluksen eristysyksik6lld (Grass medical instruments,
Quincy, MA) ja elektromyografinen responssi merkit&an
muistiin Tektronixin 5111-muistioskilloskoopilla, joka on
kytketty 5A21N-differentiaalivahvistimeen ja 5B1ON "time
base" -yksikkodn (Tektronix, Beaverton, OR).

Supramaksimaalisella hermostimulaatiolla, 30 im-
pulssia sekunnissa, kymmenennen lihasaktiopotentiaalin
korkeus ilmaistiin prosenttiosuutena ensimmdisestd. P-ar-
vot tilastollisten erojen testausta varten kontrollien ja
testattavien yhdisteiden vdlilld laskettiin Dunnettin kak-
sireunaisella t-testilld. Kuvio 2 esitt&d&d suun kautta an-
netun IRI-514:n annosresponssivaikutuksen hermosta lihak-
seen vdlittymiseen, kynnysarvon ollessa 0,05 mg/kg.

Esimerkki 19

CD3-vasta-aineella stimuloitujen T-suppressorisolu-

jen sditely

Naaraspuoliset NZB x NZW F1l -hiiret ostettiin Jack-
son Laboratories:lta (Bar Harbour, ME) ja ne majoitettiin
kiinte&pohjaisiin el&dinhdkkeihin, joiden pohjalla on kui-
vike, kuusi eldintd per h&kki. Ruokaa ja vettd annettiin
mielinmd&rin. El&imet uhrattiin humaanisti CO,:1la hoito-
jakson lopuksi.

Hiiri8 k&siteltiin testipeptideilld ennen uhraamis-

ta vhdelld kahdesta hoitomenetelmidsti. Menetelmdssid A hii-
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ret saivat peptideja, jotka oli liuotettu bakteriostaatti-
seen veteen injektiota varten, 1 mg/kg ihonalaisesti ker-
ran viikossa neljdn viikon ajan neljé&n viikon vanhoista
alkaen. Menetelmdss& B seitsemén viikkoa vanhoille hiiril-
le annettiin neljd injektiota, 1 mg/kg ihonalaisesti nel-
j8n perakkd@isen pédivédn ajan. Kaikki el&imet uhrattiin,
jotta T-suppressorisolujen aktiivisuus voitiin m&&rittaa
viimeistd injektiota seuraavana pdivéni.

Pernat poistettiin aseptisesti, kustakin yksittédi-
sestd eldimestd valmistettiin yvksisolususpensioita viemadl-
18 60-mesh-seulan 1&pi, ja suspendoitiin kudosviljelyela-
tusaineeseen, joka koostui RPMI 1640:std, joka oli 25 mM
Hepes-puskurin, 10-prosenttinen fetaaiinaudan seerumin,
2-prosenttinen natriumpyruvaatin, l-prosenttinen NEN:n ei-
vdlttamdttémien aminohappojen, l-prosenttinen L-glutamii-
nin (kaikki Gibcolta, Grand Island, NY), l-prosenttinen
beeta-merkaptoetanolin (Sigma, St. Louis, MO) ja 0,05-pro-
senttinen gentamisiinin (Flow, McLean, VA) suhteen.

Suppressorisolut mitogeenistimuloituja T-solujen
proliferatiivisia responsseja varten saatiin aikaan 35
mm:n kudosviljelykuopissa (Corning, Corning, NY), jotka
oli p&dllystetty CD3-vasta-aineella (Clone 145-2Cl1l, Boeh-
ringer Mannheim, Indianapolis, IN), joka o0li laimennettu
boraattipuskuroituun suolaliuokseen, pH 8,5, konsentraa-
tioksi 0,5 pg/ml. N&it& levyj& inkuboitiin huoneenl&mpdti-
lassa 4 tunnin ajan ja pestiin kolmasti Hanksin tasapaino-
tetulla suolaliuoksella ennen solujen lis8yst&. Lisdttiin
2 ml pernasoluja, jotka olivat perdisin yksittdisistéd
eldimistsd, tiheytend 5 x 10° solua/ml, ja viljelmi&d inku-
boitiin 48 tunnin ajan 5-prosenttisessa CO,:ssa 37 °C:n
l&mpotilassa. Stimuloidut viljelm&t kerdttiin ja solut
sdadettiin tiheyteen 1,25 x 10° solua/ml suppressiom8&ri-
tysviljelmdsdn lisd&mistd varten 25 %:na respondoivien so-
lujen lukumddrédstd. T-solujen lisd@&ntymisen suppressio

mitattiin 48 tunnin mitogeenistimuloiduissa viljelmissd
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(0,25 pg/ml anti-CD3, Boehringer-Mannheim), jotka sis8lsi-
vit 5 x 10° tuoretta syngeneettist# (syngeneic) pernasolua
ja 1,25 x 10° testattavaa solua kolmena rinnakkaisena vil-
jelm&nd 96-kuoppaisilla levyilld. Kuopille annettiin puls-
si viimeisen seitsem&n tunnin aikana 1 upCi:lla [®H] tymi-
diinilla (NEN Research Products, Chadds Ford, PA), kerat-
tiin suodatinmatoille (Pharmacia, Turku, Suomi) ja lasket-
tiin LKB 1205 Betaplate -nestetuikelaskurilla.

Kuvio 3 esittd& yhteenvetona neljad koetta, jotka
osoittavat, ettd niistd eldimistd, joille on annettu IRI-
514:8a8 (asetyyli-Arg-Pro-Asp-Pro-Phe-NH,), joko p&ivittéin
4 pdivdn ajan (menetelmd B) tai kerran viikossa 4 viikon
ajan (menetelmd@8 A), perdisin olevat solut saivat téassa
méérityksessé aikaan tehokkaammin suppressbrisoluja kuin
solut, jotka olivat perdisin vehikkelilld (plasebolla)
kdsitellyistd el8imist&. Kukin symboli edustaa eri el&in-
ryhmd&d. Avoimet symbolit ovat kontrolleja. Mustat symbolit
ovat IRI-514:118 hoidettuja el&imia.

Esimerkki 20

IRI-514:n vaikutukset kayttdytymisresponssiin so-

siaalisen stressin rotissa laukaiseman ahdistuksen

jdlkeen

Sosiaaliselle stressille altistus johtaa nis&kk&is-
s8 hypotalamus-aivolisdke-lisdmunuais-akselin (HPA) akti-
voitumiseen ja muutoksiin tunnetiloissa ja lisdd@ntyneeseen
ahdistukseen. T&td& voidaan tutkia rotissa testaamalla
stressattujen eldinten kdyttdytymist& korokkeilla olevassa
plus-labyrintiss& ("plus maze"). Labyrintti koostuu kah-
desta haarasta, joissa on 40 cm korkeat seindt (suljetut
haarat) ja kahdesta haarast,a joissa ei ole seinid (avoi-
met haarat). Kun normaalit, stressaamattomat eldimet viet-
tavdat melkoisesti aikaa tutkimalla kutakin labyrintin haa-
raa, niin sitd vastoin el&imet, jotka osoittavat lisdanty-

nyttd ahdistusta ja muutoksia tunnetiloissa, wviettavat



10

15

20

25

30

35

27

merkitsevasti vdhemm&n aikaa tutkimalla labyrintin avoimia
haaroja.

Sosiaalisen stressin asukas-tunkeilija-paradigmas-
sa tunkeilijaurosrotta sijoitetaan aggressiivisen asukas-
rotan kotih&dkkiin. T&m& johtaa vuorovaikutukseen, joka va-
kiinnuttaa yleensd asukasrotan ylivallan. Havinneet el&i-
met osoittavat kohonneita HPA-akselista perdisin olevia
hormonitascja, samoin kuin lis8&ntynyttd ahdistusta plus-
labyrintti-testilld mé&ritettyn&.

Nadissa& tutkimuksissa 15 - 17 tunkeilijarottaa kdsi-
teltiin IRI-514:11&, 1 mg/kg, tai vehikkelilld (normaali
suolaliuos) ihonalaisesti, 48 tuntia ennen kuin ne sijoi-
tettiin urospuolisen asukasrotan h&kkiin. Tunkeilijarotat
altistettiin tuloksena olevalle vuorovaikutukselle 30 mi-~
nuutin ajan. Ruumiillinen vahingoittuminen estettiin suo-
jaamalla tunkeilija pleksilasih&killd, mik& t&ten tarjosi
suhteellisen puhtaan psykologisen stressin mallin. Yksit-
tdiset IRI-514:118 ja vehikkelillad k&sitellyt eldimet si-
joitettiin sitten korotetun plus-labyrintin keskustaan ja
niiden annettiin tutkia labyrintin kaikkia nelj&& haaraa
5 minuutin ajan. Sellaisia IRI-514:118 ja vehikkelilla
kdsiteltyja eldimi&d, joita ei altistettu asukasrotalle,
testattiin myds kontrolleina. Merkittiin muistiin tieto-
koneen automaattisesti mittaamat labyrintin kunkin osan
tutkimisajat kunkin eldimen kohdalla.

Kuten kuviossa 4 esitetddn, vehikkelilld k&dsitellyt
ja IRI-514:11& k&sitellyt (stressaamattomat) Kkontrolli-
eldimet viettivdt 47,9 £ 7,3 § ja vastaavasti 41,3 * 8,3 %
(keskiarvo * keskiarvon keskivirhe) ajasta tutkimalla la-
byrintin avoimia haaroja. Vehikkelilld kd&sitellyt rotat,
jotka sita vastoin oli altistettu sosiasaliselle stressil-
le, wviettivédt merkittdvdsti vadhemm&n aikaa labyrintin
avoimissa haaroissa (26,4 * 5,5 %, keskiarvo * keskiarvon
keskivirhe; p = 0,038). Mik&a té&rke&mpsdd, ne rotat, jotka

saivat IRI-514:848 ennen kuin ne altistettiin sosiaaliselle
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stressille, viettivdt vertailukelpoisesti aikaa hé&kin
avoimissa haaroissa stressaamattomiin kontrollirottiin
verrattuna (43,8 * 7,9; keskiarvo * keskiarvon keskivir-
he). Rottien yleinen aktiivisuus oli samanlainen kaikissa
ryhmissa.

Ndmd tulokset viittaavat vahvasti siihen, ettid IRI-
514:11& on kyky estdd tai normalisoida ne kdyttaytymisres-
ponssien muutokset, jotka liittyvat lis&&ntyneeseen ahdis-
tukseen ja muuttuneeseen tunnetilaan psykologiselle (so-
siaaliselle) stressille altistettaessa.

Esimerkki 21

IRI-514:n vaikutukset HPA-akselin hormoneihin ro-

tilla sosiaalisen stressin laukaiseman stressin

jélkeen

Sosiaaliselle stressille altistus johtaa nis&kk&ail-
18 HPA-akselin aktivoitumiseen ja verenkierrossa kiert&véan
kortikotropiinin (ACTH) ja kortikosteroidien (COR) kohon-
neisiin tasoihin.

Sosiaalisen stressin asukas-tunkeilija-paradigmas-
sa tunkeilija-urosrotta sijoitetaan aggressiivisen asukas-
rotan kotih&kkiin. T&m& johtaa vuorovaikutukseen, joka va-
kiinnuttaa yleens& asukasrotan ylivallan. H&vinneet el&i-
met osoittavat yhtendisesti HPA-akselista perdisin olevia
kohonneita hormonitasoja ja lisd&&ntynyttd ahdistusta.

Ndissd tutkimuksissa 13 - 16 tunkeilijarotalle so-
vitettiin kaulalaskimoon kestokatetrit, jotta verindyt-
teet saataisiin koottua, ja niiden annettiin toipua. El&i-
miin injektoitiin sen j&lkeen ihonalaisesti joko IRI-
514:88 annoksena 1 mg/kg tai yhtd8 suuri tilavuus vehikke-
1id (normaali suolaliuos; kontrollirotat) 24 tuntia ennen
kuin ne pantiin urospuolisen asukasrotan h&kkiin. Verindy-
te kerdattiin heti ennen stressitekij&lle altistusta, jotta
saataisiin mdadritettyd ACTH:n ja COR:n perustasot plasmas-
sa. Tunkeilijarotat altistettiin sitten asukasurokselle ja

tuloksena olevalle wvihamieliselle wvuorovaikutukselle 30
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minuutin ajan. Ruumiillinen vahingoittuminen estettiin
suojaamalla tunkeilija pleksilasih&kill&, mik&d té&ten tar-
josi suhteellisen puhtaan psykologisen stressin mallin.
Verindytteet ker&ttiin 10 minuutin ja 20 minuutin kuluttua
kohtaamisesta, ja ACTH:n ja COR:n tasot md@aritettiin.
Taulukko 1 esittdad yhteenvetona ndiden kokeiden
tulokset. Esitet&&n ACTH:n ja COR:n tasojen geometriset
keskiarvot ja luottamusvadlit (C.I.) kontrollirotille tai
IRI-514:118 kdsitellyille rotille, jotka on mitattu ennen
stressid ja 10 ja 20 minuuttia stressille altistuksen j&l-
keen. ACTH:n perustasot olivat samanlaisia kontrolliel&i-
milld ja IRI-514-altistetuille elaimilld (p = 0,2817).
Kontrollirotissa ACTH:n periferaaliset tasot nousivat 3,4
pg/ml:sta 56,8 pg/ml:aan 10 minuutin kuluttua stressistd,
ja pysyivat koholla 20 minuuttia sen j&lkeen kun oli al-
tistettu sosiaaliselle paradigmalle. Mika té&rkedmp&a, 10
minuuttia stressille altistuksen jadlkeen IRI-514:118 k&a-
sitellyissé rotissa havaittiin merkitsevdsti alempia ACTH-
tasoja (28,2 pg/ml) kontrolleihin verrattuna (p = 0,0370).
ACTH-tasot olivat my6s alempia IRI-514:11&8 ké&sitellyissa
eldimissd (25,2 pg/ml) kuin kontrolliel&imissd (52,5 pg/
ml), kun ne mitattiin 20 minuuttia stressitekijdlle altis-
tamisen jdlkeen. T&m& j&lkimm&inen ero ei Kuitenkaan saa-
vuttanut tilastollista merkitsevyyttd (p = 0,0788). Kont-
rollirotissa ja IRI-514:114 k&sitellyissd rotissa ei ha-
vaittu mit8&8n eroja COR-tasoissa ennen stressitekijélle

altistamista tai sen jalkeen.
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Taulukko 1

Vehikkeli {plasebo)

Aika Geometrinen Alempi Ylempi
Hormoni (min) N keskiarvo Cc.I. Cc.I. p-arvo
ACTH Perusarvo 14 3,4 1,6 5,2 0,2817
10 14 56,8 40,5 73,1 0,0370
20 14 52,5 35,2 69,8 60,0788
Kortiko-
steroni Perusarvo 13 35,5 27,9 43,1 0,1906
10 13 245,7 210,7 280,7 0,7022
20 i3 229,2 175,7 282,7 0,9687
IRI-514 (img/kqg)
Aika Geometrinen Klempi Ylempi
Hormoni {min) N keskiarvo c.I. C.I. p-arvo
ACTH Perusarvo 16 1,5 0,7 2,3 0,2817
10 16 28,2 23,1 33,3 0,0370
20 16 25,2 17,7 32,7 0,0788
Kortiko-
steroni Perusarvo 15 46,5 36,5 56,5 0,1906
10 i5 230,9 210,9 250,9 0,7022
20 13 221,5 18%,5 253,5 0,9687

p-arvo on satunnaistettu lohkokoe (randomized block
design) (kaksireunainen), joka perustuu logaritmisesti

muunnettuun aineistoon.
Alaraja geometrinen keskiarvo - keskivirhe

Yl&raja geometrinen keskiarvo + keskivirhe

N&m& tulokset viittaavat vahvasti siihen, ettd3 IRI-
514 kykenee suppressoimaan tai moduloimaan HPA-akselista
perdisin olevien hormonien nousua, jotka liittyvdt lis&&n-
tyneeseen ahdistukseen ja muuttuneisiin tunnetiloihin psy-
kologiselle (sosiaaliselle) stressille altistettaessa.

Esimerkki 22

IRI-514:n stabiilius in vivo

Tam&d tutkimus suoritettiin, jotta saataisiin tut-

kittua kokonaisradioaktiivisuuden sijoittumista ja farma-
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kokinetiikkaa sen j&dlkeen kun annettiin laskimonsis&inen
(IV) kerta-annos '¥C-IRI-514:&%3% rotille. Peptidi IRI-514
syntetisoitiin, Kkuten esimerkissd 1 yll& kuvataan, ja
“C-Arg inkorporoitiin, jotta yhdistetts voitaisiin j&ljit-
td8 detektoimalla radioaktiivisia emissioita eldimille an-
tamisen j&lkeen. Plasman ja virtsan radioaktiivisuutta
analysoitiin, jotta saataisiin mdadritettyd *C-IRI-514:#&n
liittyneen materiaalin jakautumisominaisuuksia kahdella
annostasolla, 0,1 ja 10 mg IRI-514:84/kg.

Urospuoliset rotat (kolme annostasolle 0,1 mg/kg ja
kaksi annostasolle 10 mg/kg) katetroitiin kaulalaskimon,
kaulavaltimon ja virtsarakon kautta. El&dimii pidettiin
5-prosenttisessa dekstroosi-infuusiossa kaulalaskimokatet-
rin kautta ja virtsarakkoa kasteltiin jatkuvasti sterii-
1ills vedelld, jotta saatiin stimuloitua s&&nndllistd tyh-
jenemistd. Laimea virtsa ker&ttiin peniskatetrin ja frak-
tionker&djdn avulla. Kukin eldin sai 10 pCi 'C-IRI-514:&84
leimaamattoman IRI-514:n kanssa, niin ettd kokonaisannos-
taso kaulalaskimokatetrin kautta oli joko 0,1 tai 10 mg/
kg. Verinaytteet kerdttiin kaulavaltimokatetrista ennen
annosta ja 1, 5, 10, 20, 40, 80 minuutin ja 2, 4, 6 ja 24
tunnin kuluttua annoksesta. Laimea virtsa kerdttiin aika-
valein 0 - 5, 5 - 10, 10 - 20, 20 - 40, 40 - 80, 80 - 120
minuuttia ja joka 15. minuutti sen j&lkeen aina 24 tuntiin
saakka annoksen antamisesta. Merkittdvasd radioaktiivisuut-
ta osoittavista plasma- ja virtsandytteistd madritettiin
korkean paineen nestekromatografialla (HPLC) alkuper&dinen
¥C-IRI-514-pitoisuus, jotta aineenvaihdunnan m&&ri saatiin
arvioitua.

Tulokset molempien annostasojen j&lkeen viittasivat
t%:een (eliminoitumisen puoliintumisaikaan), joka oli va-
1il11& 25,3 - 28 minuuttia, joka maidritettiin plasman koko-
naisradioaktiivisuustuloksista, jotka havaittiin ndytteis-
sd, jotka otettiin 10 minuutin - 2 tunnin v&1lill& annoksen

antamisen jdlkeen. Plasmakonsentraatiota ajan funktiona
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kuvaavan kdyr&n alla oleva pinta-ala, (AUC) 0-24 tuntia,
oli verrannollinen annettuun annokseen. AUC, joka seurasi
alhaista annosta, oli 0,162 ja 0,164 pg-ekvivalenttia x
tuntia/ml ja AUC suuren annoksen j&dlkeen oli 20,11 ja
22,23 pg-ekvivalenttia x tuntia/ml. Plasmandytteiden, jot-
ka saatiin 0 - 40 minuuttia kunkin annoksen antamisen j&l-
keen, HPLC-analyysi viittasi rajoitettuun metabolismiin
molemmilla annostasoilla. Noin 87,9 - 96,4 % kokonaisra-
dioaktiivisuudesta 1 - 2 minuutin néytteessad oli alkupe-
rdistd peptidi&a; 44 - 61,9 % kokonaisradioaktiivisuudesta
40 minuutin ndytteess& oli alkuperdistd peptidia.

Virtsatulosten analyysi molemmista annostasoista
viittasi siihen, ettd 38,8 - 67,1 % eliminoitui 40 minuu-
tin aikana; 73,9 - 82,9 % eliminoitui 2 tunnin aikana; ja
86,2 - 94 % alkuperdisestd ja aineenvaihduntatuotteista
eliminoitui 24 tuntia antamisesta. 62,5 - 63,8 % kokonais-
radioaktiivisuudesta, joka eliminoitui viiden ensimm&isen
minuutin aikana, osoitettiin HPLC-analyysillé& olevan alku-
perdistd peptidid. 40 - 80 minuutin kuluttua anncksesta
kerdtyssd ndytteessd 5,4 - 18,6 % eliminoituneesta koko-
naisradioaktiivisuudesta tunnistettiin alkuperdiseksi pep-
tidiksi.

Padateltiin, ettd kokonaisradioaktiivisuuden, IRI-
514:n ja sen metaboliittien tasot v&henivét nopeasti plas-
massa ‘‘C-IRI-514:n laskimonsisdisen antamisen j&lkeen,
mikd johtui poistumisesta munuaisten kautta. Laskimonsi-
sédistd antamista seuraavan IRI-514:n jakauma ja farmakoki-
netiikka vaikuttavat oclevan riippumattomia annoksesta (jo-
ko 0,1 tai 10 mg/kg) plasman tk%:n, AUC:n ja virtsaneri-
tystulosten vertailun perusteella m&&ritettynd. Lopuksi
peptidin metabolismi on rajoittunut sen ollessa verenkier-
rossa.

B. Peptidin kohdassa 4 olevan Pro:n antama stabii-
lius

Asetyyli-Arg-Pro-Asp-Val-Phe-NH, ja asetyyli-Arg-
Pro-Asp-Pro-Phe-NH, [IRI-514] syntetisoitiin y1l1& kuvatuil-
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la menetelmilld niin, ettd 'C-Arg inkorporoitiin, jotta
yhdistett8 voitiin j&ljittdd detektoimalla radioaktiivisia
emissioita eldimille antamisen j&lkeen. Sen j&dlkeen Kkun
rotille o0li tehty suonensis8inen antaminen ylla osassa A
kuvatuilla menetelmilld, yli 90 % annetusta radioaktiivi-
suudesta havaittiin virtsassa yli kuuden (6) tunnin ajan
molempien yhdisteiden tapauksessa.

Virtsa tutkittiin sitten HPLC:11& jarjestelméssd,
jonka osoitettiin erottelevan ehj&n alkuperdisen yhdisteen
hajoamistuotteistaan. Asetyyli-Arg-Pro-Asp-Val-Phe-NH,:1lle
noin 25 % virtsan radioaktiivisuudesta oli 1liittyneen&
alkuperdiseen yhdisteeseen, kun taas asetyyli-Arg-Pro-Asp-
Pro-Phe-NH,:1lle 64 % radioaktiivisuudesta havaittiin olevan
liittyneend alkuperidiseen yhdisteeseen. T&ten Val:n subs-
tituutio Pro:1lla kohdassa 4 antoi yhdisteelle tehostunutta
stabiiliutta ruumiissa kulkeutumisen aikana ja virtsassa
poistumisen aikana laskimonsis8isen antamisen jdlkeen.

Taman Kkeksinndn useita muutoksia ja variaatioita
sisdltyy v1lld nimettyyn hakemukseen ja niiden odotetaan
olevan ilmeisid ammattimiehelle. Esimerkiksi eri menetel-
milld voidaan tuottaa peptidej&, jotka ovat muita Kkuin
esimerkeissd olleet, ja jotka ovat ylld olevan kaavan mu-
kaisia. Ammattimies voi testata peptidit ylil& olevilla
madrityksilld ilman tarpeetonta kokeilua t&m&n paljastuk-
sen avulla. Sellaisten t&mdn keksinndén koostumusten ja
menetelmien muokkausten ja muutosten uskotaan Kkuuluvan

t&h&n liitettyjen patenttivaatimusten suojapiiriin.
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(ix) TELEYHTEYSTIEDOT:
(A) PUHELIN: (215) 540-9206
(B) TELEFAX: (215) 540-5818
(C) TELEX: 910-250-6892

(2) INFORMAATIO SEQ ID NRO 1:LLE:
(i) SEKVENSSIN PIIRTEET:
(A) PITUUS: 5 aminohappoa
(B) TYYPPI: aminohappo
(D) TOPOLOGIA: lineaarinen

(ii) MOLEKYYLITYYPPI: peptidi
(ix) PIIRRE:
(A) NIMI/AVAIN: muokattu kohta
(B) KOHTA: 1
(D) MUUTA TIETOA: /leima=asetyyli
/huomautus="Asetyyli sijaitsee peptidin

aminoterminaalisessa tdhteessa."

(ix) PILIRRE:
(A) NIMI/AVAIN: muokattu kohta
(B) KOHTA: 5
(D) MUUTA TIETOA: /leima=NH,
/huomautus="NH, on kiinnittynyt peptidin

karboksipd&ahén."

(xi) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NRO 1:

Arg Pro Asp Pro Phe
1 5

(2) INFORMAATIO SEQ ID NRO 2:LLE:
(i) SEKVENSSIN PIIRTEET:
(A) PITUUS: 5 aminohappoa
(B) TYYPPI: aminohapp©O
(D) TOPOLOGIA: lineaarinen
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(ii) MOLEKYYLITYYPPI: peptidi
(ix) PIIRRE:
(A) NIMI/AVAIN: muokattu kohta
(B) KOHTA: 1
(D) MUUTA TIETOA: /leima=asetyyli
/huomautus="Asetyyli on kiinnittynyt pep-

tidin aminoterminaaliseen p&ah&n"

(ix) PIIRRE:
(A) NIMI/AVAIN: muokattu kohta
(B) KOHTA: 5
(D) MUUTA TIETOA: /leima=NH,
/huomautus="NH, on kiinnittynyt peptidin

karboksip&&hén."

(xi) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NRO 2:

Arg Pro Asp Pro Tyr
1 5

(2) INFORMAATIO SEQ ID NRO 3:LLE:
(i) SEKVENSSIN PIIRTEET:
(A) PITUUS: 5 aminohappoa
(B) TYYPPI: aminohappo
(D) TOPOLOGIA: lineaarinen

(ii) MOLEKYYLITYYPPI: peptidi
(ix) PIIRRE:
(A) NIMI/AVAIN: muokattu kohta
(B) KOHTA: 1
(D) MUUTA TIETOA: /leima=asetyyli
/huomautus="Asetyyli on kiinnittynyt pep-

tidin aminop&&han."
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(ix) PIIRRE:
(A) NIMI/AVAIN: muokattu kohta
(B) KOHTA: 5
(D) MUUTA TIETOA: /leima=NH,
/huomautus="NH, on kiinnittynyt peptidin

karboksip&dhén."

(xi) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NRO 3:
Arg Pro Asn Pro Phe
1 5

(2) INFORMAATIO SEQ ID NRO 4:LLE:
(i) SEKVENSSIN PIIRTEET:
(A} PITUUS: 5 aminohappoa
(B) TYYPPI: aminohappo
(D) TOPOLOGIA: lineaarinen

(ii) MOLEKYYLITYYPPI: peptidi
(ix) PIIRRE:
(A) NIMI/AVAIN: muokattu kohta
(B) KOHTA: 1
(D) MUUTA TIETOA: /leima=asetyyli
/huomautus="Asetyyli on kiinnittynyt pep-

tidin aminop&&hén."

(ix) PIIRRE:
(A) NIMI/AVAIN: muokattu kohta
(B) KOHTA: 5
(D) MUUTA TIETOA: /leima=NH,
/huomautus="NH, on kiinnittynyt peptidin

karboksipdahan."

(xi) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NRO 4:
Arg Pro Asn Pro Tyr
1 5
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(2) INFORMAATIO SEQ ID NRO 5:LLE:
(i) SEKVENSSIN PIIRTEET:

(2)

(A)
(B)
(D)

PITUUS: 5 aminohappoa
TYYPPI: aminohappo
TOPOLOGIA: lineaarinen

(ii) MOLEKYYLITYYPPI: peptidi
(ix) PIIRRE:

(&)
(B)
(D)

NIMI/AVAIN: muokattu kohta

KOHTA: 1

MUUTA TIETOA: /leima=asetyyli
/huomautus="Asetyyli on kiinnittynyt pep-

tidin aminop&&hén."”

(ix) PIIRRE:

(A)
(B)
(D)

NIMI/AVAIN: muockattu kohta

KOHTA: 5

MUUTA TIETOA: /leima=NH,

/huomautus="NH, on kiinnittynyt peptidin

karboksip&dhén."

(xi) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NRO 5:
Arg Pro Ala Pro Phe

1

INFORMAATIO

5

SEQ ID NRO 6:LLE:

(i) SEKVENSSIN PIIRTEET:

(A)
(B)
(D)

PITUUS: 5 aminohappoa
TYYPPI: aminohappo
TOPOLOGIA: lineaarinen

(ii) MOLEKYYLITYYPPI: peptidi
(ix) PIIRRE:

(A)
(B)
(D)

NIMI/AVAIN: muokattu kohta

KOHTA: 1

MUUTA TIETOA: /leima=asetyyli
/huomautus="Asetyyli on kiinnittynyt pep-

tidin aminopd&hé&n."
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(ix) PIIRRE:
(A) NIMI/AVAIN: muokattu kohta
(B) KOHTA: 5
(D) MUUTA TIETOA: /leima=NH,
/huomautus="NH, on kiinnittynyt peptidin

karboksip&&han."

(xi) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NRO 6:
Arg Pro Ala Pro Tyr
1 5

INFORMAATIO SEQ ID NRO 7:LLE:

(i) SEKVENSSIN PIIRTEET:
(A) PITUUS: 5 aminohappoa
(B) TYYPPI: aminohappo
(D) TOPOLOGIA: lineaarinen

(ii) MOLEKYYLITYYPPI: peptidi

(ix) PIIRRE:
(A) NIMI/AVAIN: muokattu kohta
(B) KOHTA: 1
(D) MUUTA TIETOA: /leima=asetyyli

/huomautus="Asetyyli on kiinnittynyt pep-

tidin aminop&&hén."

(ix) PIIRRE:
(A) NIMI/AVAIN: muokattu kohta
(B) KOHTA: 5
(D) MUUTA TIETOA: /leima=NH,
/huomautus="NH, on kiinnittynyt peptidin

karboksip&a&dhan."

(xi) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NRO 7:

Arg Pro Glu Pro Tyr
1 5



‘o

(2)

(2)

INFORMAATIO

40

SEQ ID NRO 8:LLE:

(i) SEKVENSSIN PIIRTEET:

(A)
(B)
(D)

PITUUS: 5 aminohappoa
TYYPPI1: aminohappo
TOPOLOGIA: lineaarinen

(ii) MOLEKYYLITYYPPI: peptidi
(ix) PIIRRE:

(A)
(B)
(D)

NIMI/AVAIN: muokattu kohta

KOHTA: 1

MUUTA TIETOA: /leima=asetyyli
/huomautus="Asetyyli on kiinnittynyt pep-

tidin aminopé&&hé&n."”

(ix) PIIRRE:

(&)
(B)
(D)

NIMI/AVAIN: muokattu kohta

KOHTA: 5

MUUTA TIETOA: /leima=NH,

/huomautus="NH, on kiinnittynyt peptidin

karboksip&&dhén."

(xi) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NRO 8:

Arg Pro Ser Pro Phe

1

INFORMAATIO

5

SEQ ID NRO 9:LLE:

(i) SEKVENSSIN PIIRTEET:

(A)
(B)

PITUUS: 5 aminohappoa
TYYPPI: aminohappo

(D) TOPOLOGIA: lineaarinen
(ii) MOLEKYYLITYYPPI: peptidi
(ix) PIIRRE:

(A) NIMI/AVAIN: muokattu kohta

(B)
(D)

KOHTA: 1
MUUTA TIETOA: /leima=asetyyli
/huomautus="Asetyyli on kiinnittynyt pep-

tidin aminop&dhédn."
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(ix) PIIRRE:
(A) NIMI/AVAIN: muokattu kohta
(B) KOHTA: 5
(D) MUUTA TIETOA: /leima=NH,
/huomautus="NH, on kiinnittynyt peptidin

karboksip&dhén. "

(xi) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NRO 9:
Arg Pro Thr Pro Phe
1 5

(2) INFORMAATIO SEQ ID NRO 10:LLE:

(i) SEKVENSSIN PIIRTEET:
(A) PITUUS: 5 aminohappoa
(B).TYYPPI: aminohappo
(D) TOPOLOGIA: lineaarinen

(ii) MOLEKYYLITYYPPI: peptidi

(ix) PIIRRE:
(A) NIMI/AVAIN: muokattu kohta
(B) KOHTA: 1
(D) MUUTA TIETOA: /leima=asetyyli

/huomautus="Asetyyli on kiinnittynyt pep-

»
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(ix) PIIRRE:
(A) NIMI/AVAIN: muokattu kohta
(B) KOHTA: 5
(D) MUUTA TIETOA: /leima=NH,
/huomautus="NH, on kiinnittynyt peptidin

XY
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. karboksip&aahan."”

(xi) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NRO 10:
Arg Pro Thr Pro Tyr
] 1 5
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(2) INFORMAATIO SEQ ID NRO 11:LLE:

(i) SEKVENSSIN PIIRTEET:
(A) PITUUS: 5 aminochappoa
(B) TYYPPI: aminohappo
(D) TOPOLOGIA: lineaarinen

(ii) MOLEKYYLITYYPPI: peptidi

(ix) PIIRRE:
(A) NIMI/AVAIN: muokattu kohta
(B) KOHTA: 1
(D) MUUTA TIETOA: /leima=asetyyli

/huomautus="Asetyyli on kiinnittynyt pep-

tidin aminop&ahdn."

(ix) PIIRRE:
(A) NIMI/AVAIN: muokattu kohta
(B) KOHTA: 5
(D) MUUTA TIETOA: /leima=NH,
/huomautus="NH, on kiinnittynyt peptidin

karboksip&dhén."

(xi) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NRO 11:
] Arg Pro Ser Pro Tyr
.. .S 1 5

e (2) INFORMAATIO SEQ ID NRO 12:LLE:
NG (i) SEKVENSSIN PIIRTEET:
e, (A) PITUUS: 5 aminohappoa
(B) TYYPPI: aminohappo
(D) TOPOLOGIA: lineaarinen
.. (ii) MOLEKYYLITYYPPI: peptidi
(ix) PIIRRE:
(A) NIMI/AVAIN: muokattu kohta
rpeed (B) KOHTA: 1 |
N (D) MUUTA TIETOA: /leima=asetyyli
: /huomautus="Asetyyli on Kiinnittynyt pep-

tidin aminop&&hé&n."
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(ix) PIIRRE:
(A) NIMI/AVAIN: muokattu kohta
(B) KOHTA: 5
(D) MUUTA TIETOA: /leima=pClPhe-NH,

/huomautus="Aminohappo Phe on substi-
tuoitu para-Cl:118 ja NH, on kiinnitty-
nyt peptidin karboksip&&h&n."

(xi) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NRO 12:

Arg Pro Asp Pro Xaa

1

(2) INFORMAATIO

5

SEQ ID NRO 13:LLE:

(i) SEKVENSSIN PIIRTEET:

(a)
(B)
(D)

PITUUS: 5 aminohappoa
TYYPPI: aminohappo
TOPOLOGIA: lineaarinen

(ii) MOLEKYYLITYYPPI: peptidi
(ix) PIIRRE:

(A)
(B)
(D)

NIMI/AVAIN: muokattu kohta

KOHTA: 1
MUUTA TIETOA: /leima=Dekanoyyli
/huomautus="Dekanoyyli on kiinnittynyt

peptidin aminop&&hé&n."

(ix) PIIRRE:

(A)
(B)
(D)

NIMI/AVAIN: muokattu kohta

KOHTA: 5
MUUTA TIETOA: /leima=NH,
/huomautus="NH, on kiinnittynyt peptidin

karboksip&shé&n."

(xi) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NRO 13:
Arg Pro Asp Pro Phe

1

5
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(2) INFORMAATIO SEQ ID NRO 14:LLE:
(i) SEKVENSSIN PIIRTEET:
(A) PITUUS: 5 aminohappoa
(B) TYYPPI: aminohappo
(D) TOPOLOGIA: lineaarinen
(ii) MOLEKYYLITYYPPI: peptidi
(ix) PIIRRE:
(A) NIMI/AVAIN: muokattu kohta
(B) KOHTA: 1
(D) MUUTA TIETOA: /leima=asetyyli
/huomautus="Asetyyli on kiinnittynyt pep-

tidin aminop&&hé&n."”

(ix) PIIRRE:
(A) NIMI/AVAIN: muokattu kohta
(B) KOHTA: 5
(D) MUUTA TIETOA: /leima=NH,
/huomautus="NH, on kiinnittynyt peptidin

karboksip&ahén."

(xi) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NRO 14:
] Arg Pro Glu Pro Phe
ot 1 5

§“} (2) INFORMAATIO SEQ ID NRO 14:LLE:

;T (i) SEKVENSSIN PIIRTEET:

é'k (A) PITUUS: 5 aminochappoa

. (B) TYYPPI: aminohappo

) (D) TOPOLOGIA: lineaarinen

.., (ii) MOLEKYYLITYYPPI: peptidi

fwi (ix) PIIRRE:

R (A) NIMI/AVAIN: muokattu kohta

g (B) KOHTA: 1

::} (D) MUUTA TIETOA: /leima=Butyryyli
. /huomautus="Butyryyli on kiinnittynyt pep-

tidin aminop&&hé&n."
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(ix) PIIRRE:
(A) NIMI/AVAIN: muokattu kohta
(B) KOHTA: 5
(D) MUUTA TIETOA: /leima=NH,
/huomautus="NH, on kiinnittynyt peptidin

karboksip&&héan. "

(xi) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NRO 15:

Arg Pro Asn Pro Phe
1 5
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Patenttivaatimukset:
1. Pentapeptidi, jolla on kaava:
R'-V-W-X-Y-Z-R?

tai sen farmaseuttisesti sovelias happo- tai emdsadditio-
sucla, tunnettu siitd, etta:

R' on vety tai C,.io-alempi alkyyli tai alkanoyyli;
on Arg:
on Pro, dehydro-Pro tai hydroksi-Pro;
on Asp, Ser, Thr, Asn tai Glu;
on Pro, dehydro-Pro tai hydroksi-Pro:;
on Phe tai Tyr, mahdollisesti substituoitu yhdel-
138 tai useammalla halogeeni-, nitro- tai hydroksyyliryh-

N <X E

malla;

ja R* on OH tai NR’RY,

jossa R’ ja R* kukin voivat olla toisistaan riippu-
matta H, suoraketjuinen tai haarautunut alkyyli tai alke-
nyyli, jossa on 1 - 6 hiiliatomia, mahdollisesti substi-
tuoitu aryyliryhm&ll& tai aryylilld, joka on substituoitu
joko halogeenilla tai suoralla ketjulla, haarautuneella
alkyylilld tai alkenyylilld, jossa on 1 - 6 hiiliatomisa,
tai R® ja R* yhdessd muodostavat 3 - 7 hiiliatomin syklisen
metyleeniryhm&n, ja

jossa kaikki seuraavista: V, W, X, Y ja 2 ovat
L-aminohappoja tai mahdollisesti yksi tai useampi seuraa-
vista: V, W, X, Y ja Z on D-aminochappo.

2. Farmaseuttinen koostumus, joka sisdlt&dd8 tera-
peuttisesti vaikuttavan mddran ainakin yhté patenttivaati-
muksen 1 mukaista pentapeptidid farmaseuttisesti sove-
liaassa formulaatiossa.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen koostumus, joka

soveltuu suun kautta annettavaksi.
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4. Pentapeptidi, joka on joko:
asetyyli-Arg-Pro-Asp-Pro-Phe-NH,, SEQ ID nro 1;
asetyyli-Arg-Pro-Asp-Pro~Tyr-NH,, SEQ ID nro 2;
asetyyli-Arg-Pro-Asn-Pro-Phe-NH,, SEQ ID nro 3;
asetyyli-Arg-Pro-Asn-Pro~Tyr-NH,, SEQ ID nro 4:;
asetyyli-Arg-Pro-Glu-Pro-Tyr-NH,, SEQ ID nro 7;
asetyyli-Arg-Pro-Ser-Pro-Phe-NH,, SEQ ID nro 8;
asetyyli-Arg-Pro-Thr-Pro-Phe-NH,, SEQ ID nro 9;
asetyyli-Arg-Pro-Thr-Pro-Tyr-NH,, SEQ ID nro 10;
asetyyli-Arg-Pro-Ser-Pro-Tyr-NH,, SEQ ID nro 11:;
asetyyli-Arg-Pro-Asp-Pro-pClPhe-NH,, SEQ ID nro 12;
dekanoyyli-Arg-Pro-Asp-Pro-Phe-NH,, SEQ ID nro 13;
asetyyli-Arg-Pro-Glu-Pro-Phe-NH,, SEQ ID nro 14; ja
butyryyli—Arg—Pro—Asn—Pro-Phe—NHz, SEQ ID nro 15.
5. Menetelmd, jolla voidaan hoitaa kohdetta, jolla
on ruumiillinen tila, jota karakterisoi immuunijérjestel-
ma&n h&irid, tunnet tu siitd, ettd mainitulle koh-
teelle annetaan terapeuttisesti tehokas mé&rd ainakin yh-

td pentapeptidi&, jolla on kaava:
R'-V-W-X-Y-Z-R®

tai sen farmaseuttisesti soveliasta happo- tai emdsaddi-
tiosuolaa, tunnettu siitd, etta:
R' on vety tai C, ,,~alempi alkyyli tai alkanoyyli;
on Arg;
on Pro, dehydro-Pro tai hydroksi-Pro;
on Asp, Ser, Thr, Asn tai Glu;
on Pro, dehydro-Pro tai hydroksi-Pro;
on Phe tai Tyr, mahdollisesti substituoitu yhdel-

N M oE <

la tai useammalla halogeeni-, nitro- tai hydroksyyliryh-
malla;

ja R?® on OH tai NR°R?,

jossa R® ja R* kukin voivat olla toisistaan riippu-

matta H, suoraketjuinen tai haarautunut alkyyli tai alke-
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nyyli, jossa on 1 - 6 hiiliatomia, mahdollisesti substi-
tuoitu aryyliryhmdlld tai aryylills, joka on substituoitu
joko halogeenilla tai suoralla ketjulla, haarautuneella
alkyylilld tai alkenyylilld, jossa on 1 - 6 hiiliatomia,
tai R’ ja R' yhdess4 muodostavat 3 - 7 hiiliatomin syklisen
metyleeniryhmén, ja

jossa kaikki seuraavista: VvV, W, X, Y ja Z ovat

L-aminohappoja tai mahdollisesti yksi tai useampi seuraa- - -

vista: V, W, X, Y ja Z on D-aminohappo.

6. Menetelmd, jolla voidaan hoitaa kohdetta, jolla
on ruumiillinen tila, jota karakterisoi keskushermoston
hdiri6é, t unnet tu siitd, ettd mainitulle kohteelle
annetaan terapeuttisesti tehokas m&&rad ainakin yhtd penta-

peptidi&d, jolla on kaava:
R!'-V-W-X-Y-Z-R?

tai sen farmaseuttisesti soveliasta happo- tai emasaddi-
tiosuolaa, tunnettu siita, etta:

R' on vety tai C,,,~alempi alkyyli tai alkanoyyli;
on Arg;
on Pro, dehydro-Pro tai hydroksi-Pro;

on Asp, Ser, Thr, Asn tai Glu;

KX E <

on Pro, dehydro-Pro tai hydroksi-Pro;

Z on Phe tai Tyr, mahdollisesti substituoitu yhdel-
ld tai useammalla halogeeni-, nitro- tai hydroksyyliryh-
malla;

ja R? on OH tai NR’RY,

jossa R® ja R* kukin voivat olla toisistaan riippu-
matta H, suoraketjuinen tai haarautunut alkyyli tai alke-
nyyli, jossa on 1 - 6 hiiliatomia, mahdollisesti substi-
tuoitu aryyliryhmdlld tai aryylilld, joka on substituoitu
joko halogeenilla tai suoralla ketjulla, haarautuneella

alkyylilld tai alkenyylilld, jossa on 1 - 6 hiiliatomia,
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tai R® ja R* yhdessa muodostavat 3 - 7 hiiliatomin syklisen
metyleeniryhmén, ja

jossa kaikki seuraavista: V, W, X, Y ja Z ovat
L-aminohappoja tai mahdollisesti yksi tai useampi seuraa-
vista: V, W, X, Y ja Z on D-aminchappo.

7. Menetelmd, jolla voidaan valmistaa pentapeptidi,

jolla on kaava:
R!-V-W-X-Y-Z-R?

tai sen farmaseuttisesti soveliasta happo- tai emdsaddi-

tiosuolaa, tunnettu siitd, etta:
R' on vety tai C,.;o-alempi alkyyli tai alkanoyyli;

V on Arg;

W on Pro, dehydro-Pro tai hydroksi-Pro;
X on Asp, Ser, Thr, Asn tai Glu;

Y on Pro, dehydro-Pro tai hydroksi-Pro;

Z on Phe tai Tyr, mahdollisesti substituoitu yhdel-
la tai useammalla halogeeni-, nitro- tai hydroksyyliryh-
malls;

ja R* on OH tai NR’R?,

jossa R’ ja R* kukin voivat olla toisistaan riippu-
matta H, suoraketjuinen tai haarautunut alkyyli tai alke-
nyyli, jossa on 1 - 6 hiiliatomia, mahdollisesti substi-
tuoitu aryyliryhm&lla tai aryylill&, joka on substituoitu
joko halogeenilla tai suoralla ketjulla, haarautuneella
alkyylilld tai alkenyylills, jossa on 1 - 6 hiiliatomia,
tai R’ ja R* yhdessd muodostavat 3 - 7 hiiliatomin syklisen
metyleeniryhmén, ja

jossa kaikki seuraavista: V, W, X, Y ja Z ovat
L-aminohappoja tai mahdollisesti yksi tai useampi seuraa-
vista: V, W, X, Y ja Z on D-aminohappo, ja mainittu mene-
telm8 sis&ltdd kiintedn faasin synteesin.

8. Menetelmd, jolla voidaan valmistaa pentapeptidi,

jolla on kaava:
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R-V-W-X-Y-Z-R?

tai sen farmaseuttisesti soveliasta happo- tai emdsaddi-
tiosuolaa, t unnet tu siitd, etti:
R' on vety tai C, ,-alempi alkyyli tai alkanoyyli;
on Arg:;
on Pro, dehydro-Pro tai hydroksi-Pro:;
on Asp, Ser, Thr, Asn tai Glu;
on Pro, dehydro-Pro tai hydroksi-Pro;
Z on Phe tai Tyr, mahdollisesti substituoitu yhdel-

18 tai useammalla halogeeni-, nitro- tai hydroksyyliryh-

KX = o<

malla;

ja R* on OH tai NRR’,

jossa R® ja R* kukin voivat olla toisistaan riippu-
matta H, suoraketjuinen tai haarautunut alkyyli tai alke-
nyyli, jossa on 1 - 6 hiiliatomia, mahdollisesti substi-
tuoitu aryyliryhmédllad tai aryylilla, joka on substituoitu
joko halogeenilla tai suoralla ketjulla, haarautuneella
alkyylilla tai alkenyylillsd, jossa on 1 - 6 hiiliatomia,
tai R® ja R! yhdessd muodostavat 3 - 7 hiiliatomin syklisen
metyleeniryhmén, ja

jossa kaikki seuraavista: V, W, X, Y ja Z ovat
L-aminohappoja tai mahdollisesti yksi tai useampi seuraa-
vista: V, W, X, Y ja Z on D-aminohappo, ja mainittu mene-
telmd sis&ltdd liuvosfaasisynteesin.

9. Patenttivaatimuksen 8 mukainen menetelm&, jossa
mainittu pentapeptidi on joko:

asetyyli-Arg-Pro-Asp-Pro-Phe-NH,,

asetyyli-Arg-Pro-Asp-Pro-Tyr-NH,,

asetyyli-Arg-Pro-Asn-Pro-Phe-NH,,

asetyyli-Arg-Pro-Asn-Pro-Tyr-NH,,

asetyyli-Arg-Pro-Glu-Pro-Tyr~NH,,

asetyyli-Arg-Pro~Ser-Pro-Phe-NH,,

asetyyli-Arg-Pro-Thr-Pro-Phe-NH,,

asetyyli-Arg-Pro-Thr-Pro-Tyr-NH,,
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asetyyli-Arg-Pro-Ser-Pro-Tyr-NH,,
asetyyli-Arg-Pro-Asp-Pro-pClPhe-NH,,
dekanoyyli-Arg-Pro-Asp-Pro-Phe-NH,,
asetyyli-Arg-Pro-Glu-Pro-Phe-NH,, ja
butyryyli-Arg-Pro~Asn-Pro-Phe-NH,.

10. Sellaisen pentapeptidin kdyttd, jolla on kaava:

R-V-W-X-Y-2-R*

tai sen farmaseuttisesti soveliaan happo- tai emédsaddi-

tiosuoclan, tunnettu siita, etta:
R' on vety tai C,.;o-8lempi alkyyli tai alkanoyyli;

V on Arg:;

W on Pro, dehydro-Pro tai hydroksi-Pro;
X on Asp, Ser, Thr, Asn tai Glu;

Y on Pro, dehydro-Pro tai hydroksi-Pro;

Z on Phe tai Tyr, mahdollisesti substituoitu yhdel-
18 tai useammalla halogeeni-, nitro- tai hydroksyyliryh-
malls;

ja R? on OH tai NR’R?,

jossa R? ja R* kukin voivat olla toisistaan riippu-
matta H, suoraketjuinen tai haarautunut alkyyli tai alke-
nyyli, jossa on 1 - 6 hiiliatomia, mahdollisesti substi-
tuoitu aryyliryhm&lld tai aryylilld, joka on substituoitu
joko halogeenilla tai suoralla ketjulla, haarautuneella
alkyylilld tai alkenyylilld, jossa on 1 - 6 hiiliatomia,
tai R® ja R* yhdessa muodostavat 3 - 7 hiiliatomin syklisen
metyleeniryhmén, ja

jossa kaikki seuraavista: V, W, X, Y ja Z ovat
L-aminohappoja tai mahdollisesti yksi tai useampi seuraa-
vista: V, W, X, Y ja Z on D-aminochappo, kun halutaan val-
mistaa farmaseuttinen koostumus, joka on hyoédyllinen hoi-
dettaessa immuunijérjestelmdn h&iridtd ja/tai keskusher-

moston h&iriota.
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Patentkrav:
1. Pentapeptid med formeln:
R'-V-W-X-Y-Z-R?

eller ett farmaceutiskt godtagbart syra- eller basaddi-
tionssalt ddrav, k @& nne tecknad dirav, att

R' 4r vite eller C, ,-l&gre alkyl eller alkanoyl;

V ar Pro, dehydro-Pro eller hydroxi-Pro;

X ar Asp, Ser, Thr, Asn eller Glu;

Y &r Pro, dehydro-Pro eller hydroxi-pro;

Z &r Phe or Tyr, valfritt substituerad med en eller
flera halogen-, nitro- eller hydroxylgrupper;

och R?® 4r OH eller NR°RY,

vari R® och R* vardera sj&alvstdndigt valts ur grup-
pen bestdende av H, rakkedjad eller forgrenad alkyl eller
alkenyl med 1 - 6 kolatomer, valfritt substituerad med en
arylgrupp eller aryl, substituerad med antingen halogen
eller en rak kedja, fdérgrenad alkyl eller alkenyl med 1 -
6 kolatomer, eller R® och R' bildar tillsammans en cyklisk
metylengrupp med 3 - 7 kolatomer, och

vari samtliga V, W, X, Y och Z &r L-aminosyror el-
ler valfritt en eller flera av V, W, X, Y och Z &r D-ami-
nosyror.

2. Farmaceutisk komposition, kdnneteck -
nad ddrav, att den omfattar en terapeutisk effektiv
madngd av dtminstone en pentapeptid enligt patentkravet 1 i
en farmaceutiskt godtagbar sammans&ttning.

3. Komposition enligt patentkravet 2, k &d8nne -
t ecknad dérav, att den lampar sig f6r oral admi-
nistration.

4. Pentapeptid, kd@dnnetecknad dérav,

att den valts bland:
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acetyl-Arg-Pro-Asp-Pro-Phe-NH,, SEQ ID nr

~a

acetyl-Arg-Pro-Asp-Pro-Tyr-NH,, SEQ ID nr
acetyl-Arg-Pro-Asn-Pro-Phe-NH,, SEQ ID nr

~e

acetyl-Arg-Pro-Asn-Pro-Tyr-NH,, SEQ ID nr
acetyl-Arg-Pro-Glu-Pro-Tyr-NH,, SEQ ID nr
acetyl-Arg-Pro-Ser-Pro-Phe-NH,, SEQ ID nr
acetyl-Arg-Pro-Thr-Pro-Phe-NH,, SEQ ID nr
acetyl-Arg-Pro-Thr-Pro-Tyr-NH,, SEQ ID nr 10;
acetyl-Arg-Pro-Ser-Pro-Tyr-NH,, SEQ ID nr 11;
acetyl-Arg-Pro-Asp-Pro-pClPhe-NH,, SEQ ID nr 12;
dekanoyl-Arg-Pro-Asp-Pro-Phe-NH,, SEQ ID nr 13;
acetyl-Arg-Pro-Glu-Pro-Phe-NH,, SEQ ID nr 14; och
butyryl-Arg-Pro-Asn-Pro-Phe-NH,, SEQ ID nr 15.

5. Forfarande f6r behandling av en individ med ett

~e

~e

O 0 3 b W N =

-
’

fysiskt tillstédnd, vilket utmdrsk av en storning i immun-
systemet, kdnnetecknat dérav, att man 3at
ndmnda individ administrerar en terapeutiskt effektiv

mdngd av atminstone en pentapeptid med formeln
R'-V-W-X-Y-2-R?

eller ett farmaceutiskt godtagbart syra- eller basaddi-
tionssalt darav, vari

R' 4r vite eller C,,,-légre alkyl eller alkanoyl;
dr Arg;
ar Pro, dehydro-Pro eller hydroxi-Pro;

dr Asp, Ser, Thr, Asn eller Glu;

I S

ar ar Pro, dehydro-Pro eller hydroxi-Pro;

Z 8r Phe eller Tyr, valfritt substituerad med en
eller flera halogen-, nitro- eller hydroxylgrupper;

och R* &r OH eller NR’R?,

vari R® och R* vardera sjalvstandigt valts ur grup-
pen bestdende av H, rakkedjad eller fdrgrenad alkyl eller
alkenyl med 1 - 6 kolatomer, valfritt substituerad med en

arylgrupp eller aryl, substituerad med antingen halogen
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eller en rak kedja, foérgrenad alkyl eller alkenyl med 1 -
6 kolatomer, eller R® och R' bildar tillsammans en cyklisk

metylengrupp med 3 - 7 kolatomer, och
vari samtliga V, W, X, Y och Z &r L-aminosyror el-

ler valfritt en eller flera av V, W, X, Y och Z &r D-ami-

NosSyror.

6. Forfarande for behandling av en individ med ett
fysiskt tillstdnd, vilket utmédrks av en storning i det
centrala nervsystemet, kd&dnnetecknat dérav,
att man &t nd&mnda individ administrerar en terapeutiskt

effektiv mdngd av d&tminstone en pentapeptid med formeln:
R'-V-W-X-Y-Z-R?

eller ett farmaceutiskt godtagbart syra- eller basaddi-
tionssalt darav, vari
R' 8r vdte eller C, ,,-liagre alkyl eller alkanoyl;
ar Arg;
ar Pro, dehydro-Pro eller hydroxi-Pro:;
ar Asp, Ser, Thr, Asn eller Glu;
ar Pro, dehydro-Pro eller hydroxi-Pro;
Z &r Phe eller Tyr, valfritt substituerad med en

KX E <

eller flera halogen-, nitro- eller hydroxylgrupper:;

och R? &r OH eller NR°R?,

vari R’ och R* vardera sjalvstdndigt valts ur grup-
pen bestdende av H, rakkedjad eller forgrenad alkyl eller
alkenyl med 1 - 6 kolatomer, valfritt substituerad med en
arylgrupp eller aryl, substituerad med antingen halogen
eller en rak kedja, forgrenad alkyl eller alkenyl med 1 -
6 kolatomer, eller R® och R' bildar tillsammans en cyklisk

metylengrupp med 3 - 7 kolatomer, och
vari samtliga V, W, X, Y och Z &r L-aminosyror el-

ler valfritt en eller flera av V, W, X, Y och Z &r D-ami-

nosyror.
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7. FOrfarande fo6r framstdllning av en pentapeptid

med formeln
R-V-W-X-Y-Z-R?

eller ett farmaceutiskt godtagbart syra- eller basaddi-
tionssalt ddrav, k & nnetecknat dirav,
R' &r vite eller C,,,-ligre alkyl eller alkanoyl;
ar Arg:;
dr Pro, dehydro-Pro eller hydroxi-Pro;
ar Asp, Ser, Thr, Asn eller Glu;
dr Pro, dehydro-Pro eller hydroxi-Pro;
Z 8r Phe eller Tyr, valfritt substituerad med en

KoX = <

eller flera halogen-, nitro- eller hydroxylgrupper:

och R®* 4r OH eller NR’R?,

vari R® och R* vardera sj&lvstandigt valts ur grup-
pen bestdende av H, rakkedjad eller fdrgrenad alkyl eller
alkenyl med 1 - 6 kolatomer, valfritt substituerad med en
arylgrupp eller aryl, substituerad med antingen halogen
eller en rak kedja, forgrenad alkyl eller alkenyl med 1 -
6 kolatomer, eller R® och R! bildar tillsammans en cyklisk
metylengrupp med 3 - 7 kolatomer, och

vari samtliga V, W, X, Y och Z &r L-aminosyror el-
ler valfritt en eller flera av V, W, X, Y och Z &r D-ami-
nosyror, nd&mnda forfarande omfattar en syntes i fast fas.

8. Forfarande f6r framstdllning av en pentapeptid

med formeln:
R-V-W-X-Y-Z-R?

eller ett farmaceutiskt godtagbart syra- eller basaddi-
tionssalt ddrav, k & nne tecknat darav

R! &r véte eller C,,,-~lagre alkyl eller alkanoyl;

V &ar Arg:

W ar Pro, dehydro-Pro eller hydroxi-Pro;
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X 8r Asp, Ser, Thr, Asn eller Glu;

Y 8r Pro, dehydro-Pro eller hydroxi-Pro:

Z &8r Phe eller Tyr, valfritt substituerad med en
eller flera halogen-, nitro~ eller hydroxylgrupper;

och R’ &r OH eller NR’Rf,

vari R® och R! vardera sjdlvstdndigt valts ur grup-
pen bestdende av H, rakkedjad eller fodrgrenad alkyl eller
alkenyl med 1 - 6 kolatomer, valfritt substituerad med en
arylgrupp eller aryl, substituerad med antingen halogen
eller en rak kedja, forgrenad alkyl eller alkenyl med 1 -
6 kolatomer, eller R?® och R* bildar tillsammans en cyklisk
metylengrupp med 3 - 7 kolatomer, och _

vari samtliga V, W, X, Y och Z &r L-aminosyror el-
ler valfritt en eller flera av V, W, X, Y och Z &r D-ami-
nosyror, n&mna fdrfarande omfattar en syntes i 1ldsnings-
fas.

9. Forfarande enligt patentkravet 8, kdnne -
tecknat darav, att ndmnda pentapeptid valts bland:

acetyl-Arg-Pro-Asp~Pro-Phe-NH,,

acetyl-Arg-Pro-Asp-Pro-Tyr-NH,,

acetyl-Arg-Pro-Asn-Pro-Phe-NH,,

acetyl-Arg-Pro-Asn-Pro-Tyr-NH,,

acetyl-Arg-Pro-Glu-Pro-Tyr-NH,,

acetyl-Arg-Pro-Ser-Pro-Phe-NH,,

acetyl-Arg-Pro-Thr-Pro-Phe-NH,,

acetyl-Arg-Pro-Thr-Pro-Tyr-NH,,

acetyl~Arg-Pro-Ser-Pro-Tyr-NH,,

acetyl-Arg-Pro-Asp-Pro-pClPhe-NH,,

dekanoyl-Arg-Pro-Asp-Pro-Phe-NH,,

acetyl-Arg-Pro-Glu-Pro-Phe~-NH,, och

butyryl-Arg-Pro-Asn-Pro-Phe-NH,.

10. Anvédndning av en peptid med formeln:

R-V-W-X-Y-Z-R?
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eller ett farmaceutiskt godtagbart syra- eller basaddi-
tionssalt d&rav, vari

R' &r vdte eller C, ,,-ligre alkyl eller alkanoyl;

V 8r Arg:

W &8r Pro, dehydro-Pro eller hydroxi-Pro;

X 8r Asp, Ser, Thr, Asn eller Glu;

Y &r Pro, dehydro-Pro eller hydroxi-Pro;

Z &r Phe eller Tyr, valfritt substituerad med en
eller flera halogen-, nitro- eller hydroxylgrupper;

och R?> &r OH eller NR°R*,

vari R’ och R vardera sj&lvstandigt valts ur grup-
pen bestdende av H, rakkedjad eller férgrenad alkyl eller
alkenyl med 1 - 6 kolatomer, valfritt substituerad med en
arylgrupp eller aryl, substituerad med antingen halogen
eller en rak kedja, forgrenad alkyl eller alkenyl med 1 -
6 kolatomer, eller R® och R! bildar tillsammans en cyklisk
metylengrupp med 3 ~ 7 kolatomer, och

vari samtliga V, W, X, Y och Z &r L-aminosyror el-
ler valfritt en eller flera av V, W, X, Y och Z &r D-ami-
nosyror, vid framstdllningen av en farmaceutisk komposi-
tion, vilken &r anvandbar f£6r behandlingen av en stdrning

i immunsystemet och/eller en stdrning i det centrala nerv-

systemet.
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