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Eldinten soluvasteiden modulointi isoksantopteriini-8-(1'-beta-

aldoglykosidyyli)-johdannaisia sisdltédvilld koostumuksilla

Esilld oleva keksint® kohdistuu eldinten soluvasteiden moduloin-
tiin ja eritvisemmin antigeenispesifisten immuuni- Jja eldinten

muiden soluvasteiden modulointiin koostumuksilla, jotka sisdltd-
vdt isoksantopteriinin johdannaista, jolla on alhainen moolipai-

no.

Eldinten immuunijdrjestelmd koostuu lukuisista osista, jotka
vaikuttavat erikseen ja/tai toimivat yhdessd eliminoidakseen

tai neutraloidakseen substanssit, jotka tdmd Jjdrjestelmd tunnis-
taa vieraiksi isdntdeldimelle. Yleensd, mutta ei valttdmatta,
substanssi, jonka immuunijdrjestelmd tunnistaa vieraaksi, on al-
kuperdltddn isdnndlle eksogeeninen. Esimerkkejid tdllaisista ek-
sogeenisistd substansseista ovat tarttuvat bakteerit ja niiden
solutoiminnan sivutuotteet, viruspartikkelit ja niiden proteii-
nit, hydnteisten pistojen injektoimat proteiinit ja niiden kal-
taiset. Autoimmuunisairauksissa, kuten nivelreumassa, isdnndn
immuunuijdrijestelmd havaitsee vieraiksi isdnndn valmistamat pro-

teiinit tai itsevalmistuneet proteiinit.

Immuunijérjestelmén pddvaikuttajia ovat leukosyytit, jotka k&-
sittdvdt tymiinialkuperidid olevat lymfosyytit (T-solut), luuyti-
messd tuotetut lymfosyytit (B-solut), neutrofiilit, jotka, inter
alia, tuottavat entsyymejid, jotka valmistavat hapettavia ainei-
ta, kuten vetyperoksidia, joilla on sytotoksisia vaikutuksia
bakteereihin, ja makrofagit, jotka edustavat T-soluille ja B~
soluille vierasta substanssia tai immunogeenid (antigeeni) sa-
moin kuin tuottavat proteiinia, jota nimitet&dn interleukiinik-
si, joka osallistuu T-solujen muuntumiseen T-auttajasoluiksi

ja B-solujen ja T-solujen proliferaatioon. Komplementilla, joka
on proteiinien yhdistelmdseos, joka komplementti toimii mddrd-
tylld kaskaditavalla vieraiden substanssien suhteen, on suuri

merkitys immuunivasteissa.



B-solut voidaan erottaa T-soluista siten, inter alia, ettd nii-
den pintakalvoissa on ldsnd monomeerisia immunoglobuliineja
(vasta—-aineita). Kypsdt B-solut erittidvat vasta-aineita ymparis-

td6nsd, kun ne ovat sopivasti aktivoituneita.

Immunoglobuliineja on viisi tunnettua luokkaa, jotka on tunnis-
tettu IgA:ksi, IgD:ksi, IgE:ksi, IgG:ksi ja IgM:ksi viiden an-
tigeenisesti erilaisen raskas ketjuproteiinin perusteella, jot-
ka muodostavat osan immunoglobuliinimolekyylistd. B-solut si-
sd1tdvit ei-immunoglobuliinisolumerkitsimid, jotka ké&dsittavat
kpmplementtireseptorin (CR), immunoglobuliinin Fc-osan (FcR)
reseptorin, I-alueeseen liittyneet antigeenit (Ia) ja ryhmdn
differentiaatioantigeenejd (Lyb 1-7), jotka on tunnistettu anti-
séerumeilla ja muilla tavoin ja korreloivat B-solujen kypsymi-
sen ja aktivaation erilaisten aspektien kanssa. Namd merkit-
simet ovat kdyttdkelpoisia fenotyyppisessd B-solujen ja B-solu-

alapopulaatioiden tunnistamisessa.

Kun immunoglobuliinit wvaikuttavat vieraisiin substansseihin tai
antigeeniin, T-soluljen ja erityisesti auttaja-T-solujen uskotaan
olevan tarpeellisia stimuloimaan B-soluja jakaantumaan ja eri-
laistumaan vasta-ainetta erittdviksi soluiksi huomoraalista im-
muniteettia varten. Suppressbri—T—solut vaikuttavat humoraalisen
immuniteetin sddtelyyn, kun sytotoksiset T-solut ja T-soluvd-
littdjdat, jotka ovat viivdstetyntyyppisesti yliherkkid, ovat

soluvdlitteisen immuniteerin pddtekijdt.

Muriini -T-soluilla on pinta-antigeeneja, jotka on nimitetty
Lyt 1l:ksi, 2:ksi ja 3:ksi sekd L3T4:ksi, jotka ovat yhteydessd
T-solutoimintaan. Auttaja-T-soluprekursorit ovat Lyt l+, 2,
3, L3T4+—fenotyyppejé. Namd solut osallistuvat tavallisesti

B-solujen aktivointiin ja sddtelyyn.

Auttaja-T-solujen tiedetddn osallistuvan immunoglobuliinia erit-
tdvien B-solujen aktivointiin ja differentiaatioon sen jdlkeen,
kun B-solut ovat vastaanottaneet ensimmdisen viestin aktivoi-
valta immunogeeniseltd (antigeeniseltd) aineelta, joka tavalli-

sesti esiintyy siind@ antigeenid edustavan solun toiminnan J&1l-



keen. Kuitenkin tapa, jolla T-solut auttavat B-~solujen akti-

vointia ja differentiaatiota on vdittelynalainen.

Eldinsolujen osoittamaa immuunivastetta voidaan muunnella keino-
tekoisella suppressorilla (immuunisuppressio) tai tehostamisella
(immuunipotentiaatio) . Keinotekoisesti aiheutettu immunosuppres-
sio voidaan saada aikaan kuudella tavanomaisella menetelmdlld:
(1) antigeenin suppressiivisen annoksen antamisella, (2) spesi-
fisten antiseerumien tai vasta-aineiden antamisella, (3) kadyttd-
mdlld muita biologisia reagensseja, kuten antilymfosyytti-anti-
seerumia, (4) kayttdmdlld lddkeaineita tai hormoneja, (5) sidtei-
lyttamdlld ja (6) imukudoksen kirurgisella poistamisella. Immu-
nopotentiaatio voidaan saada aikaan antamalla ainetta, joka vai-
kuttaa (1) m8&rdn lisddtymiseen, johon immuunivaste kehittyy,

(2) vasteen intensiteetin tai tason kohoamiseen, (3) vasteen
pitkittymiseen tai (4) vasteen kehittymiseen muuksi ei-immuno-

geeniseksi substanssiksi.

Aineita, joiden tiedetd&d&n tehostavan immuunivasteita, nimitetddn
yvleensd apuaineiksi ja ne voidaan sijoittaa kahteen luokkaan:

(1) niihin, jotka saavat aikaan yleisen potentiaation, so.
substanssit, jotka tehostavat solunsisdistd ja/tai humoraalista
immuunivastetta antigeenien iaajaa kirjoa varten ja (2) ne,
jotka saavat aikaan spesifisen potentiaation, so. substanssit,

jotka tehostavat spesifisid vasteita tiettyihin antigeeneihin.

Substanssit, jotka voivat toimia apuaineina, voidaan ryhmitelli
seuraaviin luokkiin: (1) vesi- ja 8ljvemulsiot, esim. Freundin
apuaine, (2) synteettiset polynukleotidit ja muut polyanionit,
(3) hormonit, ld&keaineet ja sykliset nukleotidit, (4) mikrobi-
tuotteet, esim. endotoksiinit, (5) lymfokiinit ja monokiinit,
kuten interleukiinit ja (6) synteettiset peptidit, esim. besta-

tiini ja tuftsiini.

Substanssi, joka kykenee immuunivasteen erityiseen potentiaa-
tioon on siirtotekijd, dialysoiva leukosyyttiuute (DLE), joka
saadaan ihmisen periferaalisista leukosyyteistd. On raportoi-

tu, ettd siirtotekijidllid on vaikutusta potilaissa, joilla on



immuunivajausta ja mahdollista vaikutusta sy&pdpotilaissa Jja
potilaissa, joilla on rajoittunut immuunivajaus. Kuitenkin td-
min aineen vaikutus on erittdin kiistanalainen ja siitd on vield

paljon opittavaa.

Monissa sairauksissa ja fysiologisissa tiloissa, kuten X-kromo-
somiin kytkeytyneessd agammaglobilinemiassa, vanhuudenheikkou-
dessa ja l&ddkeaineen aiheuttamassa immunosuppressiossa, B-solu-
aktivaatio ja -differentiaatio puuttuu tai on vain alhaisella
tasolla vdhentden siten isdnndn immuunivastekykyd. Ndmd sairau-
det ja tilat edustavat immunosuppressoivia tiloja. T&dl118in te-
hostunut B-soluaktivaatio ja -differentiaatio, jos se voidaan
saada aikaan, pyrkii edullisesti vdhentdmddn immunologisia puut-
teellisuuksia, jotka voivat ilmetd sairautena, ja/tai parantaa

potilaan tilaa.

Immunopotentioitu tila voidaan kuvata ruumiillisena kuntona ro-
kotuksen jdlkeen. T&d116in immuunivastetta tehostetaan aiheutta-
malla primddri vaste rokotuksen immunogeeniin ja sitd voidaan

edullisesti tehostaa yvhd edelleen "vahvennus"-ruiskeella immu-
nogeenid tai rokotetta, jota annetaan myShemmin, jotta saadaan

immuniteetin parantunut taso ja/tai kesto.

Lynfokiinit ja monokiinit ovat immunopotentoivia proteiineja,
joita lymfosyytit ja vastaavasti monosyytti-makrofagiperdiset
solut tuottavat. Yksi monokiini, interleukiini-1, on makrofa-
gien tuottama, kun niitd stimuloi mitogeeni tai antigeeni. In-
terleukiini-1 on tavallisesti edellytyksend primddrisen antigee-

nivasteen tuottamiselle.

Interleukiini-1 osallistuu T-solujen interleukiini-2:n tuotan-
toon. Interleukiini-2 on T-solujen kasvutekijd ja osallistuu aut-
taja~-T-solujen transformaatioon. Niin ollen interleukiini-l-tuo-
tannon induktio tai proteiiniherkd&n toiminnan induktio T-soluis-
sa, joka on samanlainen kuin interleukiini-1:n tuottama, olisi
edullinen tehostettaessa immuunivastetta, erityisesti kun mak-
rofageja ei ole l&dsnd tai kun niiden monokiinituotanto on vaja-

vainen.



Goodamanille ja Weiglelle mySnnetty US-patentti 4 539 205 ku-
vaa elidinten soluvasteiden modulointia 8-substituoiduilla gua-
nidiinijohdannaisilla, jotka ovat sitoutuneet 9-1' aldoosiin,
jossa on 5 tai 6 hiiliatomia aldoosiketjussa (rengas). Tdssa
patentissa kuvatut solumoduloinnit kohdistuvat enimmdkseen im-
muunimodulointiin, kuten adjuvantisiteettiin tuotettaessa pri-
mddri- ja sekundddri-immuunivasteita. Selostetaan myds toimintaa
tiettyjd neoplastisia tiloja vastaan, kuten T-soluja korvaavaa
toimintaa, IL-1 kaltaista toimintaa tymosyyteissd ja lysomaa-
listen entsyymien irtoamisen induktiota neutrofiileista. 8-
substituenteilla, jotka ovat ndissd molekyyleissd, on elektro-
neja puoleensa vetdvid induktiivisia wvaikutuksia vedyn suhteen.
Tadten halo-, merkapto- tai sen tioksotautomeerit, asyylimerkap-
to-, alkyylisulfido-, nitro-, syano-, keto-, halometyyli- ja
metyleenioksialkyyli ja niiden kaltaiset selostettiin kaytto-
kelpoisiksi, kun taas elektronin luovuttavat substituentit,

kuten aminoryhmd, todettiin epdaktiivisiksi.

Lisdksi EP-patenttihakemus n:o 83306791.1 selostaa lisdksi 8-
hydroksiguaniinijohdannaisen (8-oksoguaniini), 7-metyyli-8-
oksoguaniini-johdannaisen ja 7-metyyli-8-tiokso-guaniini-
nijohdannaisen k&dytt8d eldinsoluvasteiden moduloinnissa. Edel-
leen US-patentissa n:o 4 539 205 selostettuja tuloksia gua-
niinijohdannaisten kdyttadmisestd on selostettu, koska ne

ovat samanlaisia tuloksia, jotka on saatu kdyttdmdlld guaniini-
johdannaisia, jotka on selostettu ensimmiisen kerran tuossa

hakemuksessa.

Pfleidererille mydnnetty US-patentti 3 798 210 kuvaa 8-(1'-
glykosidyyli)pteridiinien, jotka k&sittdvdt isoksantopteriini-
johdannaiset, synteesid. Tdmd patentti opettaa sen koostumuksen
kdayttda aktiivisena farmaseuttisena aineena spesifisid patogee-
neja vastaan, kuten malaria, tuberkuloottiset basillit, pato-
geeniset sienet, gram-positiiviset ja gram-negatiiviset baktee-
rit, sekd ensisijaisesti viruksia vastaan, kuten herpesvirus

ja influenssavirus. Erdin Pfleidererin patentin koostumuksista
ovat mySs kdyttokelpoisia tdssid, mutta ei antibiootteina kuten

patentissa opetetaan. Tami kiyttd kuvataan tdmdn jdlkeen.



Eldiinsoluvasteet moduloidaan saattamalla eldnsolut kosketukseen
koostumuksen kanssa, joka sisdltdd laimentavan mddrdn fysiolo-
gisesti siedettdvdd kantoainetta, joka on sekoitettu vaikutta-
vaan mddrididn aktiivista ainetta, joka on isoksantopteriinijoh-

dannainen. Isoksantopteriinijohdannaisen rakenne on kaavan

mukainen, Jjossa

Rl on radikaali, joka on valittu ryhmdstd, Jjoka koostuu vedystd,
alemmasta alkyylistd, hydroksi-alemmasta=-alkyylistd, polyhydrok-
si-alemmasta—-alkyylistd, fenyylistd, fenyyli-alemmasta-alkyykistd,
alemmasta alkyylifenyylistd, alemmasta—alkoksi-fenyylistd, halofenyylistd, tri-
fluoro-metyylifenyylistd, hydrcksista, oksosta (0=), alemmasta alkok-
sista, fenyyli-alemmasta-alkoksista, halosta, merkaptosta, tiok-
sosta (S=), alemmasta alkyylitiosta, alemmasta alkyloyylitiosta,
fenyyli-alemmasta—-alkyylitiosta, alemmasta alkanoyylistd (alempi
asyyli), karboksista, alemmasta alkoksikarbonyylistd, alemmasta
alkyylikarboksista, alemmasta alkyleeni-alemmasta-alkyylikarbok-
sylaatista, alemmasta-alkoksi-alemmasta-alkyyli-karbonyylistd

ja karboksamidosta ja alemmasta-alkyyli-karboksamidosta, joiséa
karboksamidoryhmdlld on kaava CONR3R4, jossa R3 ja R, ovat samat
tai eri ja ne on valittu ryhmdstd, joka koostuu vedystd ja alem-
masta alkyylistd, tai NR3R4 vhdessd muodostavat heterosykli-

sen renkaan, jossa on viisi tai kuusi atomia renkaassa;

R2 on beta-sitoutunut aldoglvkosidiradikaali, joka on valittu
ryhmdstd, joka koostuu 1'-aldopentosidyylistd, 1l'-aldoheksosi-
dyylistd, mono-deoksygenoidusta l'-aldopentosidyylistd ja mono-
deoksygenoidusta 1'-aldoheksosidyylistd ja niiden O-substituoi-
dusta alemmasta alkyylistd, alemmasta alkanoyylistd, bentsyyli-
ja bentsoyylijohdannaisista, joissa O-substituentti, jos se on
ldsnd yhdessd happiatomissa, on ldsnd kaikissa kdytettdvissd
olevissa renkaan substituenttihappiatomeissa;

farmaseuttisesti hyvidksyttdvidt isoksantopteriinijohdannaisen

suolat; ja



isoksantopteriinijohdannaisen tautomeerit.

Solujen koostumuksen vdlistd kosketusta ylldpidetddn ajanjakso,

joka on riittdvd kosketuksessa olevien soluvasteiden modulointiin.

Immunogeeni(antigeeni) -spesifisten humoraalisten immuunivastei-
den tehostaminen, joka johtaa adjuvantisiteettiin, Jjoka tuottaa
tehostuneen vasta—-aine-erittymisen immunogeenin l&dsndollessa on
erityinen esimerkki eldinsoluvasteesta, jota voidaan moduloida
esilld olevan keksinnén mukaisesti. Termi "moduloida" erilaisis-—
sa kieliopillisissa muodoissaan, kuten sit& on kaytetty tdssda,
tarkoittaa eldnsoluvasteen tehostamista sekd inhibointia in

vitro ja/tai in vivo.

Tdmdn keksinndn mukaista soluvastetta moduloivaa koostumusta
voidaan k&dyttdd aiheuttamaan erilaisia, Jjoskin suhteellisia tu-
loksia, jotka riippuvat, inter alia, antotavasta, annoksesta ja
solupopulaatiosta, johon sitd annetaan. Aktiivinen isoksantopte-
riinijohdannaisaines voi olla koostumuksessa sekoitettuna kanto-
aineeseen kiintedn isoksantopteriinijohdannaisen suspensiona
kiintedssd tai nestemdisessd kantoaineessa tai liuotettuna liuot-

teeksi kantajassa.

Saattamalla leukosyytit, kuten B-lymfosyytit, kosketukseen t&amdn
keksinndn mukaisen koostumuksen kanssa ja ylldpit&m&lld koske-
tusta ennalta mddritelty ajanjakso, moduloidaan ndiden leuko-
syyttien immuunivastetta. B-lymfosyytti-(B-solu)-vasteiden mo-
dulointi voidaan saada aikaan kdsittelemdlld B-soluja vaikutta-
valla md8drdlld immunogeenid, jotta muodostetaan immunogeenilla
imeytettyjd B-soluja, jota seuraa B-solujen saattaminen koske-
tukseen immuunivastetta moduloivan koostumuksen kanssa ja edel-
leen vaikuttavalla mddrdlld immunogeenid. B-soluvasteita voi-
daan myds moduloida saattamalla B-solut kosketukseen herdttdvdn
immunogeenin ja tdmdn keksinndn mukaisen immuunivastetta modu-
loivan koostumuksen kanssa, jonka jdlkeen seuraa immunogeenilld
imeytettyjen solujen saattaminen kosketukseen lisdlld vaiukutta-
vaa immunogeenia yksin tai edelleen immuunivastetta moduloivan

koostumuksen kanssa. Lisdksi immuunivastetta moduloivaa koostu-



musta voidaan antaa saattamalla eldinsolut kosketukseen, ja

sen jdlkeen seuraa, samalla kun isoksantopteriinijohdannainen
on kosketuksissa eldinsolujen kanssa. so. ldsnd in vivo tai

in vitro, immunogeenin yhden tai useamman immunoivan annoksen
kanssa. Ndmd soluvastemoduloinnit sisdltyvdt niihin vaikutuk-
siin, joita nimitetddn adjuvantisiteetiksi; so. isoksantopte-
riinijohdannainen toimii apuaineena immunogeenille ja aiheuttaa

siten immunogeeni- tai antigeenispesifisen moduloinnin.

Tadmidn keksinndn mukaisia menetelmid voidaan kdyttdid soluissa in
vivo sekd in vitro. Koostumukset voidaan antaa ihonalaisesti,
suonensisdisestli, intraperitoneaalisesti nestemdisessd muodossa
tai suun kautta pillereind, kapseleina tai nestemdisessd muo-

dossa lietteend, suspensiona tai liuocksena.
Esilld olevalla keksinn6ll&d on monia etuja ja hyodtyja.

Yksi tdmdn keksinndn eduista on se, ettd sen kdyttd voi aiheut-
taa "toisen viestin", jota vaaditaan 3 lymfosyytin aktivointiin
ja differentiaatioon reaktiona ensimmdiseen, herdttidvdin (immu-

nogeeniseen) viestiin.

Tamédn keksinndn etuna on, etti eldnsolujen saattaminen kosketuk-
siin, kuten tdssd on kuvattu, voi johtaa ndiden solujen akti-
vointiin ja differentiaatioon, mik&d puolestaan voi johtaa pro-
teiinituotannon induktioon, kuten on tapauksessa, kun immuno-
globuliini (vasta-aine) erittyy B-soluista, monokiini erittyy

makrofageista ja lymfokiini erittyy T-soluista.

Toinen esilléd olevan keksinndn etu on, ettd tehostetut immuuni-
vasteet voivat vaikuttaa sekd T-auttajasolutoiminnan ldsnid-
ettd poissaollessa. Tdten tehostettuja immuunivasteita on ha-
vaittavissa sekd T-soluista riippuvissa solujdrjestelmissd ettid
T-soluista riippumattomissa solujdrjestelmissid, mikid tekee ti-
mdn keksinndn kdyttdkelpoiseksi, kun isdnndn leukosyytit ovat
immuunisopimattomat, kun ne ovat menettdneet T-auttajasoclutoi-

minnan, samoin kuin leukosyyteissé.



Muut tdmdn keksinnén edut ja hyddyt ilmenevidt alan asiantunti-

jalle seuraavasta yksityiskohtaisesta kuvauksesta.

A. Isoksantopteriini-8-aldoglykosidit

2-amino-4-hydroksipteridiini ja sen johdannaiset tunnetaan alalla
pteriiningd ja sen johdannaisina vastaavasti. Prototrooppisesti
aktiiviset pteriinit esitetddn tavallisesti suositummassa tauto-
meerisessa kaavassaan Z2-aminopterin-4-onina Jja sen johdannaisina.
Pfleiderer, kpl. 2.16, Comprehensive Heterocyclic Chemistry,

Vol. 3. osa 2B, Katritzky ja Rees, toim., Pergamon Press, New
York (1984), s. 63-327.

2-amino-4,7-dihydroksipteriini ja sen tautomeeri 2-aminopteriini-
4,7-dioni tunnetaan isocksantopteriinind. Isocksantopteriinin tar-
kempi kemiallinen nimi on 2-amino-3,4,7,8-tetrahydro-4,7-diokso-
pteridiini. T&ssd kdytttkelpoiset koostumukset voidaan nimitt&dd
isoksantopteriiniksi ja sen johdannaisiksi. N&dilla kaikilla
kdyttdkelpoisilla isoksantopteriinijohdannaisilla on aldoglyko-
sidi (sokerialdehydi) substituenttina pteriinirengasjirjestelmin
8-asemassa Ja ne voivat sis8ltdd jonkin muun substituentin kuin

vedyn 6-asemassa.

Tdssd kdytt8kelpoiset isoksahtopteriinijohdannaisten valmistami~
seen kdytettdvidt isoksantopteriini ja 6-substituoidut isocksanto-
pteriinit valmistetaan itsessdd@n helposti tunnetuissa reaktiois-
sa. Erddssd reaktiokaavassa 2,5,6-triamino-4-hydroksipyrimidii-
ni reagoitetaan alfa-ketohapon kanssa, jossa substituentti beta

muodostaa karboksiryhmdn R, -ryhm&n rakenteellisissa kaavoissa.

Katso Hurst, An Introductién To The Chemistry And Biochemistry

0f Pyrimidines, Purines And Pteridines, John Wiley & Sons, New
York, s. 86-103 (1980) ja sitaatteja siind. Toisessa reaktio-
kaavassa edelld mainittu pyrimidiini reagoitetaan asetyleeni-
dikarboksyylihapon di-alempi-alkyyliesterin kanssa, jotta muo-
dostetaan alempi-alkyyli-karboksyylihappo 6-asemassa ja sen alem-
pi alkyyliesteri. Iwanami, Bull. Chem. Soc. Japan, 44:1314
(1971). Muista koostumuksista ja reaktiokaavioista kerrotaan
Pfleidererissd, kappale 2.16, Comprehensive Heterocyclic

Chemistry, supra.
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Tdssd kdyttokelpoiset isoksantopteriini-8-aldoglykosidi-
johdannaiset valmistetaan edullisesti isoksantopteriinistd tai
6-substituoidusta isoksantopteriinijohdannaisesta, johon lisd-
tddn aldoglykosidinen ryhmd Pfleidererin menetelmdlld, kuten
kuvataan US-patentissa n:o 3 798 210, jonka selitys sisdltyy
tdhdn viitteend. Muita valmistusmenetelmiid, kuten 2-amino-3,4-
dihydro-5-nitro-4-okso-6-aminoglysidyylipyrimidiinin syklisoin-
ti, jonka on kuvanneet Lohrmann ja Forrest, J. Chem. Soc.,

460-465 (1965), voidaan kdytté&d.

Lyhyesti, Pfleidererin tekniikan mukaisesti, sopiva substituoitu
isoksantopteriini on O-metalloitu 7-asemassa neliarvoisella me-
tallilla, joka on neljdnnestd pddryhmédstd ja jaksollinen jdrjes-
telmdn III-V-jaksosta. Tdten valmistettu O-metalloitu koostumus
reagoitetaan aldoglykosidilld, jonka l'-asemaan on itsessdén
johdettu hydroksyyliryhmd reaktiivisena esterind, kuten alempi
karboksyylihappoesteri, kuten etikkahapon esteri tai eetterini,
kuten alempi alkyylieetteri, kuten metyylieetteri. 1'-aseman
hydroksyyli voidaan korvata haloryhmdlld kuten bromidilla,

kuten opettivat Pfleider ja hdnen tyd&toverinsa, Chem. Ber., 106,
317-331 (1973); Chem. Ber,. 106, 1952-1975 (1973); ja Chem.
Ber., 107, 339-361 (1974).

Neliarvoinen germanium, tina ja erityisesti pii ovat edullisia
O-metalloivia aineita. Erityisen edullinen metalloiva aine on

heksametyylidisilatsaani.

On edullista kdyttdd voimakasta happokatalyyttid, esim. epior-
gaanista happoa kuten rikkihappoa, OC-metalloivan aineen, kuten
heksametyylidisilatsaanin, kanssa. Heksametyylidisilatsaania k&y-
tetddn edullisesti ylimddrdnd veden poissaollessa ja edullisesti

mieluimmin typen tai argonin kuin ilman l&sn&ollessa.

7-O-metalloitu isoksantopteriini ker&dtddn sen jidlkeen tavalli-
sesti ja se reagoitetaan inertissd liuottimessa, kuten kuivassa
bentseenissd, jossa on aldoglykosidia, jonka hydroksyyliryhmit
ovat muuten paitsi 1'-asemassa suojattuja, esim. bentsoyylilli
tai asetyyliryhmilld. Valitun aldoglykosidin 1'-asema on suo-

Jattu kuten ylld kerrottiin.
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Glyoksidaatioreaktio suoritetaan edullisesti elohopeasuolan,
kuten elohopeahalidin tai elohopeahalidien seoksen, ldsndollessa,
jolloin kdytetddn aldoglysidyyli-1'-eetteria tai -1'-esteria.
Kidytetddn korkeaa ldmpdtilaa, kuten palautusbentseenid, 0,1
Mpa:n paineessa aldoglysylointireaktiota wvarten (sokerin ja

isoksantopteriinin kondensaatio).

Elohopeasuola, jos sitd k&ytetddn, suodatetaan heti reaktiovdli-
aineesta, kun reaktio on ohi ja isoksantopteriini-8-(hydroksi-
suojattu aldoglykosidi)-johdannainen otetaan talteen esim. pyl-
vaskromatografialla. Hydroksisuojaavat ryhmdt, esim. bentsoyyli
tai asetyyli poistetaan sen jdlkeen standardimenetelmill&d, kuten
reagoittamalla natrium-metoksidi-metanolissa, jota seuraa neut-
ralointi. Haluttu isoksantopteriini-8-—(1'-aldoglykosidi)-johdan-

nainen koostaan sen jdlkeen ja puhdistetaan esim. kiteyttamdlli.

Kiayttokelpoisilla isoksantopteriinijohdannaisilla on rakenne,

joka vastaa kaavaa

N R
0%
/I\\NJ\I\'] _\o

NH2

Ry

jossa

Rl on radikaali, joka on valittu ryhmisti, joka koostuu vedysti,
alemmasta alkyylistd, hydroksi-alemmasta-alkyylisti, polyhydrok-
si-alemmasta alkyylistd, fenyylisti, fenyyli-alempi-alkyylisti,
alempi-alkyyli-fenyylisti, alempi-alkoksi-fenyylisti, halofenyy-
listd, trifluorometyylifenyylisti, hydroksista, oksosta (0=),
slemmasta alkoksista, fenyyli-alempi-alkoksista, halosta, merkap-
tosta, tioksosta (S=), alemmasta alkyylitiosta, alemmasta alky-
loyylitiosta, fenyyli-alempi-alkyylitiosta, alemmasta alkanoyy-
listd (alempi asyyli), karboksista, alemmasta alkoksikarbo-
nyylistd, alemmasta alkyylikarboksista, alemmasta-alkyleeni-
alemmasta-alkyylikarboksylaatista, alemmasta-alkoksi-alemmasta-
alkyylikarbonyylistd ja karboksamidosta ja alemmasta alkyyli-
karboksamidosta, joissa karboksamidoryhmdlld on kaava CONR.R

. 3747
jossa R3 ja R4 ovat samat tai erilaiset ja ovat valitut ryhmistd,
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joka koostuu vedystd ja alemmasta alkyylistd tai NR3R4 muodosta-
vat vhdessd heterosyvklisen renkaan, jossa on viisi tai kuusi
atomia renkaassa;

R2 on beta-sitoutunut aldoglykosidiradikaali, joka on valittu
ryvhmdstda, Jjoka koostuu 1l'-aldopentosidyylistd, 1l'-aldoheksosi-
dyylistd, mono-deoksygenoidusta l'-aldopentosidyylistd ja mono-
decksygenoidusta 1'-aldoheksosidyylistd ja niiden O-substituoi-
dusta alemmasta alkyylistd, alemmasta alkanoyylista, bentsyy-
listd ja bentsoyylijohdannaisista, jolloin O-substituentti, jos
se on ld8snd vhdessd@ happiatomissa, on ldsnd kaikissa kdytettd-
vissd olevissa renkaan substituenttihappoatomeissa;
isoksantopteriinijohdannaisen farmaseuttisesti hyvaksyttavit
suolat; ja

isoksantopteriinijohdannaisen tautomeerit.

Ryhmd&t ja radikaalit, joita nimitetd@dn "alemmiksi" ilmaisevat,
ettd niilld on 1 - noin 6 hiiliatomia ja edullisesti 1 - noin 3
hiiliatomia. Alempi alkyyliradikaalit k&dsittdvdt, esimerkiksi,
metyylin, etyylin, propyylin, isopropyylin, n-butyylin, sek.-
butyylin, t-butyylin, n-pentyylin, 2-metyyli-3-butyylin, l-me-
tyylibutyylin, 2-metyylibutyylin, neopentyylin, n-heksyylin,
l1-metyylipentyylin, 3-metyylipentyylin, l-etyylibutyylin, 2-
etyylibutyylin, 2—heksy?lin,’3—heksyylin ja niiden kaltaiset.

Hydoksi-alempi-alkyyliradikaalit kdsittdvdt hydroksimetyylin,
2-hydroksietyylin, 2-hydroksipropyylin, 3-hydroksipropyvylin,
3-hydroksi-2-butyylin, 3-~hydroksi-2,2-dimetyylipropyylin, 6-
hydroksiheksyylin ja niiden kaltaiset.

Polyhydroksi-alempi-alkyyliradikaalit kdsittdvdt 1,2-dihydroksi-
etyylin, 1,2,3-trihydroksipropyylin, 2,3-dihydroksipropyylin,
3,4-dihydroksibutyylin ja niiden kaltaiset. Alan asiantutni-
jat ymmdrtdvdt, ettd tarkastellut polyolit eivdt sisdlld enempii
kuin yhden hydroksyyliryhmdn alemman alkyyliryhmdn jokaisella

hiiliatomilla.

Fenyyli-alempi-alkyyliradikaalit kdsittdvat fenyylisubstituoi-
dut alempi alkyyliradikaalit, jotka on lueteltu edelld, jolloin
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radikaalin alkyyliosa on sidottu isocksantopteriinin-8-aldogly-
kosidin 6-asemaan. Esimerkkind ovat radikaalit k&sittdvat bent-
syylin, fenetyylin, 2-fenyylipropyylin, 2-fenyyli-3-metyylipent-

yylin ja niiden kaltaiset.

Alempi-alkyyli-fenyyliradikaalit ovat edelld kuvattuija alempi
alkyyliradikaaleja, jotka on substituoitu fenyyliradikaalilla,
joka itse on sitoutunut iscksantopteriini-8-aldoglykosidin 6-
asemaan. Esimerkkejd t&dllaisista alempi alkyylifenyyliradikaa-
leista ovat o-ksylyyli, p-{(2-heksyyli)fenyyli, m-(isopropyyli)-
fenyyli ja niiden kaltaiset. Trifluorimetyylifenyyli, joka on
orto-, meta- tal parasubstituoitu sitoutumisasemaan isoksantop-
teriinin 6-asemaan, koostuu alempi alkyyli-fenyyliradikaalien

alaluokasta.

Alempi alkoksi-fenyyliradikaalit voidaan katsoa orto-, meta- tai
para-isoksantopteriinilld substituoitujen fenolien alempi alkyy-
lieettereiksi, jolloin alempi alkyyliryhmid on kuten edelld ku-
vattu. Esimerkit alempi alkoksi-fenyyliradikaaleista kdsittdvdt
o-metoksifenyylin, m-sek.-butoksifenyylin ja p-(2-etyylibutoksi) -
fenyylin.

Halofenyyliradikaaleina k&dytetddn halogeenilla substituoituja
fenyyliradikaaleja, joissa halogeeni on edullisesti fluori,
kloori ja bromi ja se k&dsittdd myds jodin. Esimerkit radikaaleis-
ta kdsittdvat o-klorofenyylin, p-fluorofenyylin ja m-bromo-

fenyylin.

Hydroksi- ja merkaptoradikaaleja kutsutaan tdssd okso- tai ti-
oksoradikaaleiksi vastaavasti johtuen niiden tautomeerisesti

muodostuksesta.

Alempi alkoksiradikaalit voidaan katsoa eettereiksi, jotka ovat
muodostuneet 6-hydroksi-isoksantopteriinistid ja edellid kuvatusta
alempi alkyyliryhmdstd. Esimerkit radiakaleista kisittdvit metok-
sin, etoksin, propoksin, iso-propoksin, n-butoksin ja niiden
kaltaiset. Fenyyli-alempi-alkoksiradikaalit voidaan samaten

katsoa eettereiksi, jotka ovat muodostuneet 6-hydroksi-isoksan-
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topteriinistd ja edelld kuvatusta fenyyli-alempi-alkyyliradikaa-
lista. Esimerkkejd ndistd aineista ovat bentsyylioksi, 2-fenyy-

lietoksi, 2-fenyylipropoksi ja niiden kaltiaiset.

Haloradikaalit k&sittdvidt edullisesti kloorin, bromin sekd f£luo-

rin ettd jodin.

Alempi alkyylitio- ja fenyyli-alempi-alkyylitioradikaalit ovat
sulfidieettereitd ja ovat analogisia edelld kuvattujen happi-
eettereiden kanssa, kuten alkoksi- ja fenyyli-alempi-alkoksi-

radikaalit wvastaavasti.

Karboksiradikaali on kadxksndﬂ%m@o(—COzH), joka on sitoutunut
isoksantopteriini-8-aldoglykosidin 6-asemaan. Alempi alkoksi-
karbonyyliradikaali voidaan katsoa 6-karboksi-isoksantopterii-
nin esteriksi, joka on muodostunut alemman alkyylialkocholin kans-
sa, jolloin alkoholin alempi alkyyliosa on alempi alkyyliradi-
kaali, kuten edelld kuvattiin. Esimerkkej&d estereistd ovat etyy-
1li-, metyyli-, t-butyyli-, neo-pentyylikarboksylaatit ja niiden
kaltaiset. N&itd estereitd voidaan my8s nimittdd etoksikarbonyy-
liksi, metoksikarbonyyliksi, t-butoksikarbonyyliksi ja neo-

pentoksikarbonyyliksi vastaavasti.

Alempi alkyyli-karboksiradikaaleja ovat edelld kuvatut alempi
alkyyliradikaalit, jotka sisdltdvdt edelleen karboksiryhmin.
Alempi-alkoksi-alempi-alkyyli-karbonyyliradikaalit voidaan kat-
soa substituentti-alempi-alkyyli-karboksiradikaalien estereiksi, joilla
on alempia alkyylialkoholeja, jotka kuvattiin juuri edelld. Esi-
merkit alemmista alkyyli-karboksiradikaaleista kdsittdvidt karbok-
simetyylin, 2-karboksietyylin, 2-karboksiheksyylin ja niiden kal-
taiset. Esimerkit alempi-alkoksi-alempi-alkyyli-karbonyyliradi-
kaaleista kdsittdvdt 3-isopropoksikarbonyylipropyylin, 4-heksyy-
lioksikarbonyylipentyylin ja niiden kaltaiset.

Karboksamido- ja alempien alkyylikarboksamidoradikaalien voidaan
katsoa muodostuneen karboksi- tai alemmasta alkyvli-karboksi-
substituentista tai amiinista. Karboksamidoryhmdlld on kaava

CONR3R4, jossa R3 ja R, ovat samat tai erilaiset ja ovat valitut
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ryhmdstd, joka koostuu vedystd ja alemmasta alkyylistd. Vaihto-
ehtoisesti NR3R4 vhdessd voivat muodostaa heterosyklisen ren-
kaan, jossa on viisi tai kuusi atomia renkaassa. Esimerkit kayt-
t8kelpoisista amiineista kdsittdvat metyyliamiinin, propyyliamii-
nin, sek.-butyyliamiinin, heksyyliamiinin, dimetyyliamiinin,
metyylietyyliamiinin, butyyliheksyyliamiinin, pyrrolidiinin,
morfoliinin, piperidiinin, pyrrolin ja 4-metyylipiperatsiinin.

Substituoimattomat karboksiamidit (joissa R, Jja R4 ovat vety)

3
ovat muodostuneet ammoniakista amiinina.

Alemmat alkanoyyliradikaalisubstituentit, jotka tunnetaan alempi-
na asyyliradikaaleina, sisdltdvdt karbonyyliryvhm&n sitoutuneena
suoraan isoksantopteriinirenkaan 6-asemaan muodostaen siten ke-
tonikoostumukset tai aldehydin, kuten on tarkoituksenmukaista.
Esimerkit alemmista alkanoyyliryvhmistd sisdltdvdt formyylin, ase-
tyylin, propionyylin, 2-metyylipropionyylin, butyryylin, 3-
metyylivaleryylin ja niiden kaltaiset. Radikaalin asyylihiiltd

pidetddn osana "alempaa" alkanoyyli- tai asyyliryhm&i.

Alempi alkyylitio- tai alempi asyylitioradikaali katsotaan tio-
esteriksi, joka koostuu isoksantopteriinijohdannaisen ja alempi
alkyvlikarbonihapon sopivasta 6-merkaptosubstituentista. Esi-

merkkejid tdllaisista radiaaleista ovat tioasetyyli, tiopropio-

nyyli, tioheksanoyyli ja niiden kaltaiset.

Alempi-alkyleeni-alempi-alkyylikarboksylaattiradikaali voidaan
katsoa substituentti-hydroksi-alempi-alkyyliradikaalin ja alempi
alKyylikarboksyylihapon esteriksi. Hydroksi-alempi-alkyyli-substi-
tuenteista on keskusteltu aikaisemmin, koska niilld on alemman
alkvylikarboksyylihappojen alempi alkanoyyli-(alempi-alkyyli)osat,

jotka voivat olla ldsnd tdllaisissa estereissi.

Isoksantopteriini~8-aldoglvkosidit ovat heikkoja emdksid ja voi-
vat sellaisenaan muocostaa happoadditiosuoloja. Isoksantopterii-
nijohdannaisten farmaseuttisesti hyvdksyttdvdt ei-toksiset happo-
additiosuolat ovat tdssd kdyttokelpoisia ja ne voidaan muodostaa
kdsittelemdlld isoksantopteriini-8-aldoglvkosidi sopivalla ha-

polla. Esimerkit ei-orgaanisista hapoista kidsittdvit kloorivety-
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hapon, bromivetyhapon, rikkihapon, fosforihapon ja niiden kal-
taiset hapot. Esimerkit orgaanisista hapoista kdsittdvdt etik-
kahapon, propionihapon, glykolihapon, palorypdlehapon, maloni-
hapon, sukkiinihapon, maleiinihapon, fumaarihapon, maliinihapon,
viinihapon, sitruunahapon, bentsoehapon, kanelihapon, mandelii-
nihapon, metaanisulfonihapon, etaanisulfonihapon, bentseenisul-
fonihapon, p-tolueenisulfonihapon, salisyylihapon, p-aminosali-
syylihapon ja niiden kaltaiset hapot. Pdinvastoin voidaan happo-
additiosuolamuoto muuntaa vapaa emdsmuodoksi k&dsittelemdlld al-

kalilla.

Kdyttdkelpoiset isoksantopteriinijohdannaiset sisdltavdt myos
6—-substituoituja karboksyylihappoja ja alempia alkyylisubsti-
tuoituja karboksyylihappoja, kuten jo todettiin. Ndiden karbok-
syylihappojen emdksisid suoloja tarkastellaan myds ja ne on muo-
dostettu kdsittelemdlld karboksyylihappoa sopivalla alkalisella
reagenssilla, jotta muodostuu 6-isoksantopteriini-8-aldoglykosi-
di-karboksylaatti~kationisuola. Esimerkit ei-toksisista tdllais-
ten karboksyylihappojen kationisuoloista kdsittdvidt natriumin,
kaliumin, sinkin, alumiinin, kalsiumin, magnesiumin ja niiden

kaltaiset.

Kayttdkelpoisten isoksantoptériinijohdannaisten 8-aldoglykosidi-
osat (R2) ovat syklisid, kdsittdvat 5 tai 6 hiiliatomia ja ne

on valittu ryhmdstd, joka kdsittdd l1l'-aldopentosidyyli-, 1'-
aldoheksosidyyli-, mono-deoksygenoidun 1'-aldopentosidyyli- ja

mono—-deoksygenoidun 1'-aldoheksosidyyliradikaalin.

Esimerkkejd l'-aldopentosidyyliradikaaleista ovat riboosin, arabi-
noosin, lyksoosin ja ksyloosin 1'-radikaalit, joiden nimet ovat
1'-ribofuranosidyyli-, l'-arabinofuranosidyyli-, 1l'-lyksofurano-
sidyyli- ja l'-ksylofuranosidyyliradikaali vastaavasti. Esimerk-
kejd l-aldoheksyyliradikaaleista ovat glukoosin, galaktoosin,
mannoosin, guloosin, alloosin, altroosin ja ramnoosin 1'-radi-
kaalit, joiden nimet ovat 1'-glukopyranosidyyli-, 1l'-galakto-
pyranosidyyli~, 1'-mennopyranosidyyli-, 1'-gulopyranosidyyli-,
1'-allopyranosidyyli-, 1'-altropyranosidyyli-, 1l'-ramnopyrano-
sidyyliradikaali vastaavasti. Esimerkki mono-deoksygenoidusta
1'-aldopentosidyyliradikaalista on deoksiriboosin radikaali,

jonka nimi on 1'-(2'deoksi)-ribofuranosidyyliradikaali. Esimerkki
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mono-deoksygenoidusta 1'-aldoheksosidyyliradikaalista on deoksi-
guloosin radikaali, jota nimitetddn 1'-(2'-deoksi)gnlopyrano-

sidyyliradikaaliksi.

Kayttdkelpoisilla aldoglysidyyliradikaaleilla voi olla vksi tai
useampia hydroksyyliryhmid, jotka on esterdity alemmalla alkano-
yyliradikaalilla, kuten formyylill&d, asetyylilld, propionyylilléd
tali heksanoyylilld tai myOs bentsoyyliradikaalilla. Aldoglukosi-
dyyliradikaalit ovat myds kdyttOkelpoisia, kun ne on esterdity
alemmalla alkyylilld, erityisesti metyyli- ja etyyliradikaaleil-

la, samoin kuin bentsyylieetterit ovat my&s kdyttdkelpoisia.

Sopivat aldoglukosidyylit. ovat kaavan

/\H

HR6

mukaisia,

jossa kaavassa n on yksi tai nolla;

R5 on vety, hydroksi, alempi alkoksi, kuten metoksi ja etoksi
(ja muut kuten edelld kuvattiin), bentsyylioksi-, alempi alkano-
yylioksi, kuten formyylioksi, asetoksi (ja muu alempi alkyyli-

karboksylaattiradikaali, kuten edelld kuvattiin) tai bentsoksi.

R6' kun se on l&dsnd, samoin kuin R7 ja R8 ovat kaikki samat.
Ndamd radikaalit voivat olla hydroksi, alempi alkyylieetteri
(alempi alkoksi), kuten metoksi ja etoksi, bentsyylieetteri
(bentsyylioksi), alempi alkanoyyliradikaali (alempi asyyli),
kuten formyylioksi, asetoksi, tai bentsoaattiesteri (bentsoksi).

Kun Ry on muu kuin vety, R, = Re kun l&snd = R7 = Rg- Tad1ll6in

5
O-substituentti, jos se on l&dsnd yhdessid happiatomissa, on lis-
nd kaikissa kdytettdvissd olevissa renkaan substituenttihappi-

atomeissa.

Edelld olevan kaavan sidokset eivit ole tarkoitettu ilmaisemaan
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mitd&dn sterespesifistd konfiguraatiota, paitsi 1'-asemassa, jos-

sa beta-anomeeri on kielletty.

Edullisessa kdytdssd valitaan aldoglykosidyyliradikaali ryhmdsta,
joka koostuu 1'-ribofuranosidyyli-, 1'-glukopyranosidyyli- ja
1'-(2'~-deoksi)ribofuranosidyyliradikaaleista. T&116in edullises-
ti kun n on nolla ja R5, R5 ja R8 ovat kaikki hydroksi, R6 on
poissa, aldoglykosidyyliradikaall valitaan ryhmdstd, joka koos-
tuu 1l'-ribofuranosidyylistd; kun n on nolla, R5 on vety ja R7

ja R8 ovat hydroksi, R6 on poissa, aldoglykosidyyliradikaali

on 2'-~deoksi-l'-ribofuranosidyyli; ja kun n on 1 ja R5 = R6 =

R7 = R8 = hydroksi, 1'-glukopyranosidyyli on aldoglykosidyyli-

radikaali.

Kuten jo mainittiin, aldoglykosidi on sitoutunut 1'-asemastaan
isoksantopteriinijohdannaisen 8-asemaan. Silloin kun nimitys on
isoksantopteriinijohdannainen, td&t& sidosta voidaan kuvata 8-1'-
sidokseksi. Aldoglykosidin beta-anomeerid pidetddn edullisena
vaikka alfa- ja beta-anomeerien seoksia voidaan myds kdyttdd.
Kaytetty aldoglykosidi on D-stereokonfiguraatiossa ja tdtd kon-

figuraatiota edellytetddn, vaikkei sitd ole mainittu.

Esimerkkind olevien isoksantbpteriinijohdannaisten rakennekaa-
vat, jotka johdannaset ovat kdyttdkelpoisia tdmidn keksinndn mu-
kaisessa menetelmdssd, ovat esitetty jdljempdnd, jolloin Rl ja

R, ovat kuten on esitetty taulukossa, joka seuraa rakennekaavaa.

O

HN ’
PN
NH2 N N \b

Taulukko
Rl R2
metyyli 1'-arabinofuranosidyyli
iso-propyvli 1'-1lyksofuranosidyyli

n-butyyli l1'-ribofuranosidyyli



t-butyyli
neo-pentyyli
n-heksyyli
bentsyyli
fenetyyli
2-fenyylipropyyli

2-fenyyli-3-metyylipentyyli

o-ksylyyli

p- (2-heksyyli) fenyyli

m- (iso-propyyli) fenyyli

p—~(trifluorometyyli) fenyyli

o-metoksifenyyli

m-sek .-butoksifenyyli

p-(2-etyylibutoksi) fenyyli

o-klorofenyyli
m-bromofenyyli
p-fluorofenyyli
hydroksi
merkapto
metoksi
iso-propoksi
n-heksyylioksi
bentsoksi
2—-fenyylietoksi
2-fenyylipropoksi
kloori

bromi

fluori

jodi
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1'-(2'-deoksi)ribofuranosidyyli
1'-ksylofuranosidyyli
1'-gulopyranosidyyli
1'-galaktopyranosidyyli
1'-mannopyranosidyyli
1'-(2',3',4',6"'-tetra-O-asetyyli) -
glukopyranosidyyli
1'-(2',3',5’'-tri-0O-asetyyli)ribo-
furanosidyyli
1'-(2',3'",5"'=tri-0O~asetyyli)ara-
binofuranosidyyli
1'-(2'-decksi-3"',5'-di-O-metyyli) -
ribofuranosidyyli
1'-(2',3',4",6"'-tetra-0O—-etyyli)-
glukopyranosidyyli
1'-(2',3',5"-tri-O-bentsyyli) -
ribofuranosidyyli
1'-(2',3',5'-tri-O-bentsoyyli) -
ribofuranosidyyli
1'-(2',3'",4",6"'-tetra-0-etyyli) -
glukopyranosidyyli
1'-(2'-deoksi-3"',5'-di-O-metyyli) -
ribofuranosidyyli
1'-glukopyranosidyyli
1'-allopyranosidyyli
l1'-altropyranosidyyli
1'-ramnopyranosidyyli
1'-galaktopyranosidyyli
1'-glukopyranosidyyli
1'-ksylofuranosidyyli
1'-(2'-deoksi)ribofuranosidyyli
1'-ribofuranosidyyli
1'-lyksofuranosidyyli
1'-(2'-deoksi)gulopyranosidyyli
1'-glukopyranosidyyli
1'-(2'~deoksi)ribofuranosidyvli
l'-ribofuranosidyyli

1'-ribofuranosidyyli
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etyylisulfidi 1'-glukopyranosidyyli

bentsyylisulfidi 1'-arabinofuranosidyyli

karboksi l1'-lyksofuranosidyyli

karbometoksi 1'-ribofuranosidyyli

karbetoksi 1'-(2'-deoksi)ribofuranosidyyli

karbo-t-butoksi 1'-ksylofuranosidyyli

neo-pentoksikarbonyyli 1'-glukopyranosidyyli

2-karboksietyyli 1'-galaktopyranosidyyli

4-karboksibutyyli 1'-mannopyranosidyyli

etyylikarboksimetyyli 1'-(2',3',4"',6"'-tetra-0O~asetyyli) -
glukopyranosidyyli

sek-.butyylikarboksietyyli 1'-(2',3',5'-tri-O-asetyyli)ribo-
furanosidyyli

natriumkarboksi 1'-(2',3',5'-tri-0O~asetyyli)arabino-
furanosidyyli

hydroksimetyyli 1'-(2',3",5'"-tro-0O-metyyli)ribo-
furanosidyyli

2-hydroksietyyli 1 -(2',3'",4',6"'-tetra-O~bentsyyli) -
allopyranosidyyli

1,2-dihdyroksietyyli 1'-(2'-deocksi)gulopyranosidyyli

1,2,3-trihydroksipro- 1'-ramnopyranosidyyl

pyyli

Erityisen edullisia isoksantopteriini-8-glykosideja ovat ne,
joilla on vety, hydroksi, alempi alkyyli, kuten metyyli, karbok-
si ja alempi alkyylikarboksylaatti, kuten etyyli- tai metyyli-
karboksylaatti (etoksikarbonyyli tai metoksikarbonyyli) ja poly-
hydroksi-alempi~alkyyli sitoutuneena $6-asemaan, jossa molekyylin
8-aldoglykosidiosa on beta-l-ribofuranosidyyli, beta-1'-(2'-
deoksi)ribofuranosidyyli ja beta-1'-glukopyranosidyyli. Esimerk-

kejd tdllaisista erityisen edullisista aineista ovat:

8-(1'-beta-D-ribofuranosidyyli) isoksantopteriini;
8-(1'-beta-D-2'~deoksiribofuranosidyyli)isoksantopteriini;

8- (1'-beta-D~-glykopyranosidyyli) isoksantopteriini;
6-hydroksi-8~(1'-beta~D-ribofuranosidyyli)isoksantopteriini;
6-hydroksi-8~(1l'-beta-D-2'-deoksiribofuranosidyyli)isoksantopte~
riini; 6-hydroksi-8-(1'-beta~D-glykopyranosidyyli) isoksantopte-
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riini; 6-metyyli-8-(1'~beta-D-ribofuranosidyyli) isoksantopte-
riini; 6-metyyli-8-(1l'~beta-D-glvkopyranosidyyli)iscksantopte-
riini; 6-metyyli-8-(1'~beta-D-2'-decksiribofuranosidyyli) isoksan-
topteriini; 6-karboksi-8-(1l'-beta-D-ribofuranosidyyli) isoksantop-
teriini; 6-karboksi-8-(1l'-beta-D-glukopyranosidyyli)isoksantopte-
riini; 6-karboksi-8-(1'-beta-D-2'-deoksiribofuranosidyyli)isoksan-
topteriini; 6-metoksikarbonyyli-8-(1'~beta-D-ribofuranosidyyli)-
isoksantopteriini; 6-metoksikarbonyyli-8-(1'-beta-D-2'~deoksi-
ribofuranosidyyli)isoksantopteriini; ja 6-metoksikarbonyyli-8-

(1'-beta-D-glukopyranosidyyli) isoksantopteriini.

Erityisen edullisia t&médn keksinntn mukaisessa menetelmdssa kay-
tettdvid isoksantopteriinijohdannaisia ovat ne koostumukset,

joissa R, on 1'-D-ribofuranosidyyliradikaali, ja jossa Rl on va-
littu ryhmidstd, joka koostuu vedystd, metyylistd ja karboksista.

N&dillad koostumuksilla on rakenteet, jotka ovat kaavan

HN

HOCH>\/(_l

mukaisia,
jossa Rl on valittu ryhmdstd, joka koostuu vedystd, metyylisti

ja karboksista.

B. Kosketuksiin saatettavat koostumukset

Tdssd keksinnOssd kdytettdvd aktiivinen aines, joka on isoksanto-
pteriini, saatetaan kosketuksiin eldinsolujen kanssa, joiden vas-
teet ovat moduloitavissa in vitro soluviljelmissd tai in vivo
antamalla eldimelle peroraalisesti tai parenteraalisesti tavan-
omainen annosyksikkd koostumuksia, so. koostumukset sisdltivit
vksikkdannoksen muodossa fysiologisesti siedettdvidn kantoaineen

sekoitettuna isoksantopteriinin vaikuttavaan yksikkOmddrdidn.
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Termi "yksikkdannos" ja sen kieliopilliset muodot, siten kuin
niitd on kaytetty tdssd, tarkoittavat fysikaalisesti erillisia
vksikkojd, jotka ovat sopivia yksikkOannoksia ihmispotilaille
sekd muille ldmminverisille eldimille, jokainen yksikkd sisdl-
td3 ennalta mddritellyn tehokkaan mddrdn aktiivista ainetta,
jonka on laskettu aiheuttavan toivotun terapeuttisen wvaikutuksen
vhdessd tarvittavan fysiologisestil siedettdvdn kantoaineen, esim.
laimennusaineen tai apuaineen kanssa. Tdmdn keksinndén mukaisten
uusien yksikkSannostusmuotojen erittely annetaan chessa ja ne
ovat suoraan riippuvaisia (a) aktiivisen isoksantopteriinijoh-
dannaisaineen ainutlaatuisista piirteistd Jja erityisen terapeut-
tisesta vaikutuksesta, joka saavutetaan, ja (b) rajoituksista,
jotka ovat luontaisia seostuksen alalla, kuten aktiivinen aine
terapeuttista kayttdd varten in vitro yhtd hyvin in vivo ihmi-

sissd ja muissa eldimissd.

Esimerkkejd sopivista yksikkSannosmuodoista ovat tdmdn keksinndn
mukaisesti tabletit, kapselit, pillerit, jauhepaketit, granulat,
purutabletit ja niiden kaltaiset, minkd tahansa edellid olevan
segregoidut kerrannaiset, samoin kuin nestemdiset liuokset,
emulsiot ja suspensiot. Nestemdiset koostumukset voidaan antaa
tavallisin tavoin, kuten ihonalaisesti, intraperitoneaalisesti,

intramuskulaarisesti, peroraalisesti tai niiden kaltaisesti.

Aktijvisen aineen mddrd, joka annetaan in vivo, riippuu potilaan
idstd ja painosta, kdsiteltdvdn erityisestd kunnosta, antamisen
lukuisuudesta ja antamistavasta. Annos voi olla alueella noin
0,0 - 200 mg ruumiinpainon kiloa kohti, edullisimmin noin

0,1 - noin 25 mg ruumiinpainon kiloa kohti ja edullisimmin noin
1l - noin 10 mg ruumiinpainon kiloa kohti. Tdysikasvuisen aikui-
sen annos on alueella noin 5 - noin 1400 mg pdivittdin annettuna
vyhtend annoksena tai jaettuna 3 tai 4 osaan. Eldinten annokset
vastaavat ihmisten annoksia annettujen mdidrien ollessa suhteessa
eldimen painoon ja aineenvaihduntaan verrattuna tidysikasvuiseen

ihmiseen.

Konsentraatiot eldinsolujen in vitro-kosketuksiin saattamista
varten ovat noin 1 x 10_8—moolisia - noin 1 x 10_3—moolisia solu-

konsentraatioille, joissa on noin 2-5 x 106 solua millilitraa
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kohti. Edullisimmin konsentraatio on noin 1 x 10_7—moolisesta
noin 1 x 10_4—mooliseen ja vield edullisimmin noin 3 X 10-6—
moolisesta noin 3 x 10—5—mooliseen samoissa solukonsentraatiois-
sa. Koostumus eldinsolujen kosketuksiin saattamista varten voi
olla kiintedd tai nestemdistd. Isoksantopteriinijohdannainen
voidaan sekoittaa kiintedn isoksantopteriinijohdannaisen suspen-
sioksi kiinteddn tai nestemdiseen fysiologisesti siedettdviin
kantoaineeseen tai voidaan liuottaa liuoksena tai suspendoitu-

na kantoaineeseen tal niiden vhdistelmdni.

Fysiologisesti siedettdvdt kantoaineet ovat hyvin tunnettuja
alalla. Esimerkkejd nestemdisistd kantoaineista ovat steriilit
vesipitoiset liuokset, jotka eivdt sisdlld mitddn aineita 1li-
sdttynd aktiiviseen aineeseen ja veteen tai sisdltdvidt puskuria,
kuten natriumfosfaattia fysiologisessa pH-arvossa, fysiologista
suolaliuosta tai molempia, kuten fosfaatilla puskuroitua suola-
liuosta. Lisdksi vesipitoiset kantoaineet voivat sisdltidid useam-
paa kuin yhtd puskurisuolaa, kuten sellaisia suoloja kuin nat-
rium- ja kalsiumkloridi, dekstroosi ja muut liuotteet. N&itd
viimeksi mainittuja kantoaineita valaisevat Ringerin ruiske,
dekstroosiruiske, dekstroosi- ja natriumkloridiruiske ja lakta-

toitu Ringerin ruiske.

Nestemdiset koostumukset voivat sisdltdd myds nestefaaseja veden
lisdksi ja sen puuttuessa. Esimerkkejd sellaisista lisidnestefaa-
seista ovat glyseriini, kasvidljyt, kuten puuvillansiemendlijy

tai seesamidljy ja vesi-dljyvemulsiot.

Esimerkit kiinteistd kantoaineista kédsittdvdt ne aineet, joita
tavallisesti kdytetddn pillereiden tai tablettien valmistuksessa
ja ne kdsittdvdt maissijauhon, laktoosin, dikalsiumfosfaatin,
paksunnosaineita kuten tragantti ja metyyliselluloosa U.S.P.,
hienojakoinen SiOz, polyvinyylipyrrolidoni, magnesiumstearaatti
ja niiden kaltaiset. Lisdksi kiintedt kantoaineet voivat sisidl-
tad biologisesti hajotettavia ja ei-biologisesti hajotettavia
polymeerejd, polypeptidikantoaineita, affiniteettikantoaineita,
kuten AFFI-GEL 601 (fenyyli-boronaattihartsia, jota saadaan

Bio-Rad Laboratories'ta, Richmond, CA), ja liposomeja, kuten
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alalla on tunnettua. Antioksidantteja, kuten metyyliparabeenid

ja propyyliparabeenid voi olla l&snd sekd kiinteissd ettd nes-
temiisissid koostumuksissa samoin kuin makeutusaineita, kuten
ruoko- tai juurikassokeria, natriumsakkariinia, natriumsykla-
maattia ja dipeptidimetyyliesterimakeuttajaa, jota myy tavaramer-

killd NUTRASWEET (aspartaami) G.D.Searle Co.

Koostumuksen ja eldinsolujen vdlistd kosketusta pidetd&n ylla
ajanjakso, joka on riitt&vd kosketukseen saatetuille soluille,
jotta ne osoittavat soluvasteensa modulointia. Soluvasteen modu-
lointi (toiminta) voi ilmetd itsessddn tehostuneena vasta-aine-
eiritvksend, tehostuneena T-auttajatoimintana, tehostuneena

sytokiinituotantona ja niiden kaltaisena.

In vivo-kadyttdd varten eldinsclujen ja koostumuksen optimaalisten
konsentraatioiden v&list& kosketusta pidetddn tyypillisesti ylld
ajanjakso, joka on riittdvd, jotta eldin poistaa aineenvaihdun-
nallaan, eritteind tai molemmin tavoin isoksantopteriinijohdan-
naisen kehostaan. Tdmd ajanjakso voi olla pidempi kuin mitd vaa-
ditaan soluvasteen ilmenemiseen. Yksildllisen yksikk&annoksen
kosketusta pidetddn ylld tavallisesti noin yhden pdivdn ja noin
seitsemdn pdivdn vdlinen ajanjakso. Jatkuvasta kosketuksesta

voi olla etua immunovajavaiselle isidntdelidimelle.

Kosketusta in vitro voidaan ylldpitdd ajanjakso, joka on riittd-
vd jonkin edelld kuvatun solutoiminnan ilmenemiseksi, kuten on
mddritelty vakiotutkimusmenetelmilld. Tdllaiset yllidpitoajat
kestdvdt tyypillisesti noin yhdest&d noin seitsemiddn pidiviin ja

tavallisimmin noin kahdesta noin neljddn pdivdin.

C. Moduloidut soluvasteet

I. In vitro-apuaineistus

Saattamalla eldinten vasta-ainetta tuottavat solut kosketuksiin
tamédn kdyttokelpoisen koostumuksen kanssa saadaan apuvaikutus

primddriin soluvasteeseen SBRC:4 ja muita immunogeeneja (anti-
geenit) vastaan, kun arvioidaan in vitro. Immuunivastetta modu-
loivaa koostumusta ja vaikuttavaa mddrdd immunogeenii (lampaan

punaiset verisolut; SBRC) sekoitetaan tavanomaisesti niiden
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saattamiseksi olennaisen samanaikaisesti kosketuksiin solujen

kanssa. Sanoja "antigeeni” ja "immunogeeni" on kdytetty saman-

merkitvksisesti.

Optimaalisessa konsentraatiossa koostumus sisdltdd tehokkaan
mididrin kdyttdkelpoista isoksantopteriinijohdannaista, Jjoka te-
hostaa vastetta SRBC:ddn 2-6-kertaisesti. Vaikutus on annokses-
ta riippuvainen. Vasta-ainevasteen tehostamista ei voida selit-
td3 spesifiselld vasteella SRBC:td vastaan eikd polyklonaalisella

vasteella isoksantopteriinijohdannaiseen.

Koostumuksen apuvaikutus, joka koostumus sisdltdd kdyttdkelpoi-
sen isoksantopteriinijohdannaisen, vaikuttaa sek&@ soluihin,
joilla on immunogeenikokemusta (herdtetyt) ettd naiveihin solui-
hin. Molemmat vasteet tehostuvat saattamalla solut kosketuksiin
koostuksien kanssa, jotka sisdltdvidt vaikuttavan mddrdn isoksan-
topteriinijohdannaista. Tdmd apuvaikutus riippuu viljelmddn 1li-

sdtyn immunogeenin konsentraatiosta.

Joskin immuunivasteiden, so. B-~lymfosyyttien tai B-solujen vas-
teiden, havaitaan tehostuneen immunogeenin kaikilla immunogeeni-
sesti vaikuttavilla m3&rillsd, tehostumisen mddrd on tavallisesti
suurin optimaalisilla tai l&dhes optimaalisilla immunogeeni-
konsentraatioilla. Lisdksi isoksantopteriinijohdannaisadjuvanti-
siteetti on synergistinen immunogeenin kanssa eik& juuri vaikuta
itsendisten immunogeenispesifisten ja polyklonaalisten (ei-spe-

sifisten) vasteiden yhteism8&drdédn.

Vasta-ainetuotannon tehostuminen koostumuksilla jotka sisdltaviat
isoksantopteriinijohdannaista, ei koske vain ainoastaan naiiveja,
immunogeenikokemattomia B-soluja, vaan myds immuncgeenikokeneita
tai muisti-B-soluja, kuten aikaisemmin huomautettiin. Tdten pri-
madrit IgM=- samoin kuin sekundaarit IgM- ja IgG-vasteet immu-~
nogeeniin (antigeeni) lisddntyvat saatettaessa B-solut kosketuk-
siin koostumuksen kanssa, joka sisdltdd vaikuttavan mddrdn
isoksantopteriinijohdannaista aktiivisena aineena ja kun t&atd

kosketusta pidetddn ylld, kuten edelld selitettiin.
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Muistivasteita varten B-solut herdtetddn kdsittelemdlld vaikut-
tavala herdttivilli mdirilli immunogeenia, kuten hyvin tiedetddn.
Tamd herdttdvd kidsittely voi tapahtua immuunivastetta moduloi-
van koostumuksen ldsnd- tai poissaollessa. Kun se saatetaan kos-
ketuksiin t&llaisen koostumuksen ldsndollessa, on B-solujen kd-
sitteleminen immunogeenin herdttdvdlld mddrdlld edullisesti olen-
naisen samanaikainen; so. noin 12 tunnin sisdlld saattamalla
solut kosketukseen tdmidn keksinndn mukaisesti kdytettdvlla koos-
tumuksella. Edullisemmin immunogeeni sisdllytetddn immuunivas-
tetta moduloivaan koostumukseen, jollei sen vaikutus heikkene

ollessaan tdssid koostumuksessa, esim. denaturoimisella.

Moduloitu soluvaste voidaan saada aikaan saattamalla B-solut
kosketuksiin olennaisen yhtdaikaisesti vaikuttavan, herdttdvian
immunogeenin ja immuunivastetta moduloivan tdssd kdyttokelpoi-
sen koostumuksen mddrdn kanssa, jota seuraa, sen jdlkeen kun
primddri immuunivaste on saatu aikaan, herdtettyjen solujen saat-
taminen lisdkosketuksiin edelleen vaikuttavan mddrdn kanssa im-
munogeenid (antigeenid) pelkdstddn tai oleellisen samanaikaises-

ti immunovastetta moduloivan koostumuksen kanssa.

Kun B-solut on herdtetty tdssd kdyttdkelpoisen aineen poissa-
ollessa, adjuvantisiteetti voi ilmetd, kun herdtetyt solut kd-
sitellddn edelleen lisdmddrdlld vaikuttavaa immunogeenia olennai-
sesti samanaikaisesti ndiden herdtettyjen solujen ollessa kos-
ketuksissa tdh&n kdyttdkelpoisen koostumuksen kanssa. Moduloitu
soluvaste voidaan tdten saada ilmenemdédn kasittelem&lld B-solut,
jotka on herdtetty, vaikuttavalla, herdttdvdlld mddrdlld immuno-—
geenia, jossa on lisdnd vaikuttava mddrd immunogeenia ja immuu-
nivastetta moduloivaa koostumusta, Jjoka on tdssd kdyttdkelpoi-
nen, ja joka on saatettu kosketuksiin B-solujen kanssa edulli-
sesti olennaisen samanaikaisesti (12 tunnin sisdlld), kuin ne
solut, jotka kasiteltiin toisella vaikuttavalla mddrdll3d immuno-

geenid.

Isoksantopteriinijohdannaista sisdltdvien koostumusten, Jjotka
ovat tdssd kdyttdkelpoisia, on ajateltu tehostavan primddrid
humoraalista immuunivastetta vaikuttamalla suoraan B-soluun

ja/tai soluun, jossa immunogeeni on l&snd. Tdten ndiden johdan-
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naisten kdyttd tehostaa vasta-ainevastetta, joka kohdistuu T-
riippumattomia antigeeneja vastaan, so. vasteet, jotka kohdis-
tuvat B-soluihin ja soluihin, joissa immunogeeni on ldsnéi.
Lisdksi koostumukset, jotka sisdltdvdt isoksantopteriinijohdan-
naista voivat korvata B-solujen tarpeen T-auttajasoluille, ku-
ten edelld selitettiin ja siten kdynnistdd apuvaikutuksensa vil-
jelmissd, jotka on initioitu intaktisten funktionaalisten T-so-
lujen poissaocllessa. T-solujen korvaaminen T-soluauttajatoimin-
nalla, joka sisdltyy sekalaiseen lymfosyyttiviljelmd- (MLC)~-
supernaatteihin, ei pienennid isoksantopteriinin kykyd lisdtd

vasta—-ainevastetta.

Edelleen synergia, joka on havaittu liukenevan T-solusignaaliin,
joka sisdltyy MLC-supernaattiin, Jja isoksantopteriinijohdannais-
ta sisdltdvan koostumuksen vdlilld, ilmaisee, ettd jokaisen
sydttdmd signaali on laadullisesti erilainen. Tdmd synergia ha-
vaitaan laajalla aluella supernaattikonsentraatioissa, mikd il-
maisee, ettd isoksantopteriinijohdannainen ei aiheuta yksinker-
taisesti useampaa samaa "signaalia" kuin T-solut aiheuttavat.
Verrattavissa oleva synergian aste voidaan havaita, kun tdllai-
set T-soluviljelmdt tdydennetddn T-soluilla enemmidn kuin T-solun
kaltaisilla supernaateilla (jotka ovat tosiasiassa johdettu T-
soluista) ja saatetaan ne kosketuksiin immunogeenin l&sndollessa
isoksantopteriinijohdannaista sisdltdvdn koostumuksen, joka on

kdyttbkepoinen tdssd keksinndssid, kanssa.

Isoksantopteriinijohdannaisten adjuvantisiteetin T-soluvidlittei-
set vaikutukset eivdt sulkeudu pois tarkkailemalla T-riippumat-
tomuutta tdtd adjuvantisiteettid varten, so. T-soluista riippu-
mattoman pinnan olemassaolo ei tue T-soluista riippuvan faasin
olemassaoloa. Tdten olennaista tehostumista voidaan havaita
koostumuksista, jotka sisdltdvdt isoksantopteriinid stimulointi-
olosuhteissa, joissa on alhaisia annoksia T-riippumatonta ja
T-riippuvaista tyypin 2 antigeenia (T-soluista riippuvat tilan-
teet) kuin T-riippumatonta tyypin 1 antigeenia (tdydellisemmin
T-soluista riippumatonta), mik3d viittaa T~soluista riippuvai-
sen komponentin l&snidoloon. Lisdksi isoksantopteriinijohdannais-
ten on ajateltu vaikuttavan (joko suoraan tai epdsuorasti) T-

soluauttajien prekursoreihin lis&ddmdll4 n&diden solujen ponulaa-
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tiokykyd vahvistaen vasta-ainevastetta immunogeeneihin.

2. Immuunivasteen in vivo-modulointi

On havaittu immunopotentoivia vaikutuksia primddrivasta-aine-
(B-solu)-vasteessa SRBC:hen in vivc, kun nestemdistd koostumus-
ta, joka sisdltdd tdssd kdyttbkelpoisen isoksantopteriinijoh-
dannaisen, saatetaan kosketuksiin eldinsolujen kanssa, esimer-
kiksi injektoimalla koostumusta CBA/CaJ-hiireen 30 minuuttia
SRBC-immunogeenin injektoinnin jdlkeen, esim. olennaisen sa-
manaikaisesti. Eldimet sietdvidt suhteellisen korkeita annoksia,

esim. noin 2,5 mg per eldin (noin gramma per kilogramma) .

Immunogeeniannosriippuvaisuusaluetta edelld mainitussa hiiressd
isoksantopteriinijohdannaisen vakaan tason apuvaikutukseen,

joka johdannainen on injektoitu ihtraperitoneaalisesti (i.p.),
verrataan nosrmaaliin suolaliuos (NS) i.p.-injektioihin kontrol-
lina. Kun immuunivasteessa on tehostumista kaikilla kdyttdkel-
poisilla immumogeeni-injektiotasoilla, suurenee tavanomaisesti
tehostuminen enemmidn kuin pohjalla olevan vasteen suuruus li-

sddntyy.

Eldinsoluvasteiden in vivo-modulointiin, kuten edelld kuvattu
primddri-immunisointi, voidaan vaikuttaa, kuten edelld kuvat-
tiin suhteessa B-solujen sekundddri-immuunivasteiden in vitro-

modulointiin.

3. T-soluja korvaava toiminta

Tdmdn keksinnén mukaista menetelmdd voidaan kdyttdid korvaamaan
T-soluja vasta-~ainevasteissa T-riippuvaa immunogeenia vastaan.
Td11l6in T-solu depletoidaan in vitro kdsittelemdlld tdydentd-
villd ja monoklonaalisilla anti-thy-1,2-vasta-aineilla ja vil-
jellddn ilman tai SRBC:n kanssa immunogeenia koostumusten l&dsn&d-
ollessa, jotka sisdltdvdt isoksantopteriinijohdannaista lisd&dn-
tyvind pitoisuuksina. Ndissd olosuhteissa eristetyt B-soluvil-
jelmdt eividt kykene reagoimaan immunogeeniin, jollei niitd tay-
dennetd T-solun kaltaisella signaalilla, kuten sellaisella,

joka sisdltyy koostumukseen, joka sisdltdd vaikuttavan miirin

isoksantopteriinijohdannaista. Moduloitu soluvaste on annoksesta



29

riippuva samoin kuin immunogeenista riippuva. Lisdksi tdmdn
vasteen ei katsota vaikuttavan B-solujen ei-spesifiseen polyklo-

naaliin aktivointiin.

Kdyttdmdlld tdmdn keksinndn mukaista T-solun kaltaista signaa-
lia immunogeenistimuloituihin B-soluihin syrjdytetddn T-solujen
tarve kokonaan olosuhteissa, jolloin tarvitaan muuten T-riippu-
vaista vastetta. T&lldin mureiini-B-soluviljelmien t&8ydentdmi-
nen, jotka solut on depletoitu thy-1,2-sisdltdvilld T-soluilla,
koostumuksella joka sisdltdd tehokkaan m&&r&n isoksantopteriini-
johdannaista, korvaa T-auttajasolutarpeen primaarisen vasta-
ainevasteen generaatiossa SRBC:d8d4 vastaan. Tdmd ilmenee, jos
splenosyytit on depletoitu T-soluista in vitro-kdsittelylla
monoklonaalisilla anti-thy=-1l,2-vasta-aineilla ja komplementilla
tai in vivo-injektiolla kaniinin anti-hiiri-thymosyytti-seeru-
mia (ATS), jota seuraa in vitro-kdsittely ATS:11d, anti-thy-
1,2-:11la, anti-Lyt-1:114 ja anti-Lyt-2:1la ja komplementilla
kuten Harwell et al. on kuvannut, J. Exp. Med. 152:893 (1980).

Tdmdn keksinndn mukaisen koostumuksen toimintamekanismin on aja-
teltu eroavan T~johdettujen lymfokiinien toimintamekanismista

ja T-korvaavien (tai B-soluja stimuloivien) aktiivisuus sisaltyy
tdhdn. T&mid on osoitettu isoksantopteriinijohdannaisen ja T-
auttajatekijdn synergistisilld vaikutuksilla, joka generoidaan
MLC-supernaateissa, jolloin supernaatit lisd&vdat anti-SRBC-
peitettd muodostavaa solu-(PFC)-vastetta, jota vahvistetaan 1li-
sddmdlla koostumuksia, jotka sisdltdvidt tehokkaan mddrdn isoksan-

topteriinijohdannaista.

4., Adjuvantisiteetti oraalisella annostuksella

Tamdn keksinndn mukaisten koostumusten adjuvantisiteetti, joka
koostumus on annettu in vivo i.p. tai ihonalaisella injektiolla
on selitetty aikaisemmin. Tdmdn keksinndn mukaisten koostumusten
adjuvantisiteetti, jotka koostumukset annetaan oraalisesti put-
kella, joka ulottuu eldimen mahalaukkuun tai kdyttdmdlld pydred-
karkistd sydttdneulaa, joka ulottuu kunkin eldimen ruokatorveen

voidaan myds kdyttiid.
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T4116in SRBC injektoidaan i.p. ja PFC-mddrittely tehdddn 7 pdi-
v33 SRBC:n i.p.-initiaalisen injektoinnin jdlkeen. Tdssd kayttd-
kelpoiset koostumukset, jotka sisdltidvidt tehokkaan mdaréan
isoksantopteriinijohdannaista, annetaan peroraalisesti joko sa-
man vuorokauden aikana kuin SRBC:n immunogeeninen annos tai 72
tuntia sen jdlkeen. Tadmdn keksinndn mukaisen koostumuksen anta-
minen sen saattamiseksi kosketukseen eldinsolujen kanssa saa ai-
kaan tehostuneen primddrivasteen antigeenia vastaan joko saatta-
malla eldinsolut kosketukseen saman vuorokauden aikana, jona

solut altistettiin immunogeenille tai 72 tuntia sen jdlkeen.

In vitro-kosketuksiin saattamista varten solut viljell&&n tavan-
omaisesti vdliaineessa, joka kdsittdd isoksantopteriinijohdan-
naista edelld kuvatussa konsentraatiossa. In vivo-kosketuksiin
saattamista varten koostumus annetaan eld@imelle yhden tai kaksi
kertaa ja kosketusta ylldpidetddn niin kauan kuin viimeksi annet-
tu annos on poistunut eldimen kehosta ja siten kosketuksesta
eldimen soluihin normaaleilla ruumiintoiminnoilla, kuten edelléd

on selostettu.

Esimerkki 1l: Tabletit

Tabletit sisdltavat seuraavia aineita:

Paino-osaa

8- (1'~beeta-D-ribofuranosidyyli) ~

isoksantopteriini 0,5
Laktoosi, tomumaiseksi jauhettu 37,4
Maissijauho, kuiva 35,5
Hienojakoinen Si02 5,6
Polyvinyylipyrrolidoni 0,6
Magnesiumstearaatti 0,4

80,0

Isoksantopteriinijohdannainen sekoitetaan perusteellisesti lak-
toosiin, 25,0 paino-osaan maissijauhoa ja 4,0 paino-osaan
SiOZ:a. Saatava seos kostutettiin sitten tasaisesti polyvinyyli-
pyrrolidonin 5 %:sella etanoliliuoksella. Kostea massa kulje-

tetaan sitten yhden millimetrin mesh-seulan ldpi, jotta saadaan
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granulaatti. Tuotettu granulaatti kuivataan noin 24 h 60°C:ssa
kammiokuivaamossa. Kuivattu granulaatti kuljetetaan uudelleen
vhden millimetrin mesh-seulan l&dpi. 70,0 osaa saadusta granu-
laatista sekoitetaan sopivassa sekoittimessa seokseen, joka koos-
tuu lopusta SiOZ:sta, lopusta maissijauhosta ja kaikesta magne-
siumstearaatista, joka seos on edeltd seulottu yhden millimetrin
mesh-seulalla. Tdten saatu seos puristetaan sitten tableteiksi,
jotka painavat 800 mg kukin ja sisdltdvdt 5 mg isoksantopterii-

nia.

Esimerkki 2: T&rkkelyskapselit

Kapselin sisdltd on yhdistetty seuraavista aineista:

Paino-osaa

6-karboksi-8-(1'-beta~D-glukopyrano-

sidyyli) isoksantopteriini 1,0
Laktoosi 450,0
Maissijauho 549 ,0

1000,0

Isoksantopteriinijohdannainen sekoitetaan vdhitellen laktoosiin.
Kun kaikki laktoosi on sekoitettu, saatu seos yhdistetddn maissi-
jauhoon. Tuloksena oleva seos tdytetd8dn kapseleihin, jotka sisdl-
tdvat 1,0 g seosta. Jokainen kapseli sisdltdd 1,0 mg isoksantopte-

riinijohdannaista.

Esimerkki 3: Tabletit
10 000 tabletin erd, joista tableteista jokainen sisdltdd 50 mg
6-metyyli-8-(1'-beta-D-deoksiribofuranosidyyli)-iscksantopterii-

nid, valmistetaan seuraavista ainetvypeistd ja —-mddristéd.

6-metyyli-8-(1'-beta-D-decksiribo-

furanosidyyli) isoksantopteriini 500 grammaa
Dikalsiumfosfaatti 1000 grammaa
Metyyliselluloosa, U.S.P. (15 cps) 75 grammaa
Talkki 150 grammaa
Maissijauho 250 grammaa
Magnesiumstearaatti 25 grammaa

2000 grammaa
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Isoksantopteriinijohdannainen ja dikalsiumfosfaatti sekoitettiin
hyvin, granuloitiin 7,5-prosenttisessa metyyliselluloosan vesi-
liuoksessa ja seulottiin seulan n:o 8 ldpi (U.S. standardiseula-
sarja) ja kuivattiin huolellisesti. Kuivatut granulat seulottiin
seulan n:o 12 1dpi (U.S.-standardiseulasarja), sekoitettiin perin-
pohjaisesti talkin, tdrkkelvksen ja magnesiumstearaatin kanssa

ja puristettiin tableteiksi.

Nditd tabletteja voidaan kdyttdd vasta-ainetuotannon tehostami-
seen, kun niitd annetaan suun kautta 1-3 tabletin annoksena

joka 6-8 tunti.

Esimerkki 4: 1Injektoitavat valmisteet

Valmistettiin steriili valmiste, joka on sopiva ihonalaiseen

tai intrakaviteettiseen injektointiin ja joka sisdltdd 50 mg
6-karboksietyyli=8-(l'-beta-D-ribofuranosidyyli) isoksantopterii-
nid jokaisessa aineen millilitrassa ja se valmistettiin seuraa-

vista aineista ja ainemd&drista:

6-karboksietyyli-8-(l-beta-D-ribofurano-

sidyyli) isoksantopteriini 5 grammaa
Fysiologinen suolaliuos 98 millilitraa
Puuvillasiemendlijy (tai seeséméljy) 2 millilitraa

Iscksantopteriinijohdannainen ja suolaliuos sekoitettiin ja soni-
koitiin ajanjakso, joka oli riittdvd saamaan aikaan olennaisen
homogeenisen dispersion. Puuvillasiemen&lijy (tai seesamdljy) se-
koitettiin seuraavaksi ja uusi seos homogenisoitiin samalla ta-
voin emulsion aikaansaamiseksi. Emulgoinnin jdlkeen tdmdn ste-
riilin valmisteen lopputilavuudesta 1-3 % injektoitiin subukutaa-
nisesti tai intraperitoneaalisesti kerran viikossa tehostamaan

humoraalista immuniteettii.

Esimerkki 5: Vesipitoinen valmiste oraaliseen kdyttddn

Valmistettiin vesipitoinen valmiste oraaliseen kdyttddn, joka
valmiste sisdltdd jokaisessa 5 ml:ssa (1 teelusikallinen) 5 mil-
ligrammaa 6-karboksi-8-(1'-beta-D-glukopyranosidyyli)isoksantop-

teriinia, seuraavista aineista:
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6-karboksi-8-(l-beta-D-glukopyrano-

sidyyli)-isoksantopteriini 1,0 grammaa
Metyyliparabeeni, U.S.P. 0,75 grammaa
Propyyliparabeeni, U.S.O. 0,25 grammaa
Sakkariini~-natrium 1,25 grammaa
Syklamaatti-natrium 0,25 grammaa
Glyseriini 300 millilitraa
Traganttipulveri 1,0 grammaa
Appelsiinidljyaromi 1,0 grammaa
F.D.- ja C.,-appelsiinivari 0,75 grammaa
Deionisoitu vesi, (d.s. 1000 millilitraan
saakka

Annos, joka on teelusikallinen, voidaan kdyttdd 2-4 kertaa pai-

vdssd humoraalisen immuniteetin tehostamiseen.

Soluun vhteydessd olevat olosuhteet

Lymfosyyttiviljelmdt

Valmistetaan seerumia sisdltdvd viljelyvdliaine, joka sis&ltda
seuraavia 100 millilitraa kohti: 91,9 millilitraa RPMI 1640:&
(Flow Laboratories, Inc., Rockville, MD), 0,1 ml 100 x glutamii-
nia, 1,0 ml 100 x natriumpyruvaattia, 1,0 ml 50 x ei-eetterisia
aminohappoja, 1,0 ml vettd, joka sisdltaid lO4 vksikkdd penisil-
liini G:td ja 104 mikrogrammaa streptomysiinid, ja 5,0 millilit-
raa ylldpitdvdn mddrdn fetaalista vasikanseerumia (FCS). Nama
ainekset sekoitettiin ndenndisesti homogeenisiksi. Pernasolu-
suspensiot ja populaatiot rikastettiin pernan B-soluiksi, jotka
valmistettiin kuten Goodman et al. ovat kuvanneet J. Immunol.,
212:1905 (1978).

Primddrin humoraalisen immuunivasteen arvioimista lampaan erytro-

6 _ 107 ‘muriini-pernasolua vil-

syyttejd (SRBC) varten, 5 x 10
jeltiin 1,0 ml:ssa 5 % FCS:d4 sisdltdvda vidliainetta 4-5 pdivii
immunogeenin ldsndollessa. Soluja inkuboitiin viljelylevyilla
(3424, Costar, Cambridge, MA) 37°C:ssa kostutetussa ilmakeh&dssi
10 % Co, ilmassa kdyttden kudosviljelylaatikoita (CBS Scientific,
Del Mar, CA), joita ravistettiin taajuudella 7 kierrosta min.
Varastoitua SRBC:td on saatavissa Colorado Serum Co.:lta,

Denver, CO.
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Peitteen muodostavien (PFC)-solujen viljely

SRBC:td vastustavat PFC:td erittdvdt vasta—-aineet arvioitiin
4 tai 5 pdivdn viljelyn jdlkeen kdyttd3mdlld Jernen ja Nordinin,

Science, 140:405 (1983) hemolyyttisen peitekokeen modifikaatiota.

Hiiret. CBA/CaJ-hiiret:, jotka olivat 8-16 viikon ik&disid han-
kittiin Jackson Laboratorystd, Bar Hrbor, ME. Kaikkia hiiria
vll&pidettiin Wayne Lab Blox F6-pelleteissa& (Allied Mills, Inc.,
Chicago, IL) ja kloorattua vettd tehtiin happamaksi HCl:1la pH-

arvoon 3,0.

Soluvalmisteet. Perna- ja kateenkorvasolususpensiot valmistettiin

kuten Goodman et al. ovat kuvanneet J. Immunol., 121:1905 (1978).
Kateenkorvasolut, jotka oli rikastettu T-lymfosyyttejd varten,
valmistettiin kuljettamalla nylon-villa (NW)-kolonnin ldpi Julius
et al.:in ohjeen mukaisesti, Eur. J. Immunol., 3:645 (1973).
B-solurikastetut populaatiot valmistettiin kdsittelemdlli 108
pernasolua monoklonaalisen anti-Thy-1,2-vasta-aineen (New
England Nuclear, Boston, MA) 1:1000 liucksella 30 min 4°C:ssa.
Kdsitellyt solut sentrifugoitiin 280 x painovoimalla 10 min,
vasta~aineet poistettiin ja solut uudelleensuspendoitiin CBA-
RBC-absorboidun guineasian komplementissa 37°C:ssa 45 min. Solut

pestiin sitten ja viljeltiin-kuten edelld kuvattiin.

Materiaalit. Tri. Wolfgang Pfleiderer, Konstanzin Yliopisto,

Konstanz, Saksan Liittotasavalta, lahjoitti isoksantopteriini-
8-beta-D-ribonukleosidin. Tri. Roland Robins, ICN Pharmaceuti-
cals, Costa Mesa, CA, lahjoitti 8-oksoguanosiinin (8-oxoGuo).
Ihmis-IL-2, erd 144-52, saatiin osittain puhdistettuna valmistee-
na Electro-Nucleonics, Incista, Silver Spring, MD. T&dmdn val-

misteen havaittiin olevan vapaa interferoni-gamma-aktiviteetista.

Injektiot. Hiiret injektoitiin i.p. pestyn SRBC:n suspension
eri konsentraatioina suolaliuoksessa. Sen jdlkeen injektoitiin
eri aikoina isoksantopteriinijohdannaista erilaisina mddrind
i.p. tai subkutaanisti. Isoksantopteriinijohdannaisia injektoi-
tiin tavanomaisesti suspensiona suolavedessd, vesi-oljvemulsios-

sa tai 10 mg/ml natriumkarboksietyyliselluloosassa (CMC) normaa-
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lissa suolaliuoksessa (NS) tai fysiologisessa suolaliuoksessa.

Oraalisen sydtdn tutkimisen takia hiiret inkuboitiin poly (propy-
leeni) -katetreilla ulottuen suusta vatsalaukkuun tai pydredkdr-
kiselld 20 gauge-sydttdneulalla ja mitatut koostumismddrdt joh-

dettiin niiden lapi.

Esimerkki 6: Primddrivasta-ainevasteen tehostaminen

5 x lO6 elinkelpoista hiiren pernasolua viljeltiin 1 ml:ssa see-
rumia sisdltdvdd vdliainetta SRBC:n l&snd- tai poissaollessa

kasvavin md&drin 8-(l'-beta-D-ribofuranosudyyli)isoksantopterii-
nid ollessa konsentraatioalueella nollasta (ei yhtddn) 1 x 104-

molaariseen. PFC:SRBC laskettiin 4 pdivdan kuluttua viljelystd.

Kahden tutkimuksen tulokset kdyttden mureiinijdrijestelmdid, ku-

ten edelld kuvattiin, esitetddn taulukossa 1, joka seuraa.

Taulukko 1
Isoksantopteriini-8-beta-D-ribosidin adjuvantiteetti muriiniin

Primddrinen vasta-ainevaste

Vdlitd6n anti-SRBC PFC/viljelmd

Antigeenil Nukleosid12 Tutkimus 1 Tutkimus 2
ei yhtddn ei yhtd&n ) 62 35
SRBC ei yht&ddn 468 495

Isoks. rib:a
8

SRBC 10~ 638 418
SRBC 107’ 773 948
SRBC 107° 778 660
SRBC 107° 490 540
SRBC 1074 208 178

8-oksoGuo:a

4 6217 -

SRBC 3x10°
1 6 e pes . o Cq "

5 x 10" SRBC:d8 k&dytetty antigeenind per viljelmi.

2 Coa s

Nukleosidien on merkitty olevan poissa.

(ei yhtddn) tai pitoisuudessa moolia/litra, esim. 10—5. Isoks.

Rib = isoantropteriini ribosidi, 8-oksoGuo = 8-oksoguanosiini.
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Kuten voidaan ndahdd PFC:n annoksesta riippuva tehostuminen
SRBC:n ja isoksantopteriinijohdannaisen ldsndollessa niissd vil-
jelmissd, jotka sisdltdvdt pelkdstddn SRBC:td on otettu huomioon.
Tdman koostumuksen aktiivisuus niinkin matalassa pitoisuudessa

kuin 10 8-moolinen oli yllattiva.

Esimerkki 7: Sekundddrivasta-ainevasteen tehostuminen

lO7 elinkykyisid SRBC-herdtettyjd CBA/CaJ-hiiren pernasolua vil-

jeltiin seerumia sisdltdvdssd vdliaineessa 8-(1l'-beta-D-ribo-
furanosidyyli) isoksantopteriinin erilaisten pitoisuuksien l&snd-
tai poissaollessa, jossa oli yhdistettynd 6 x lO5 SRBC per ml
viljelmdd. vdlitdén PFC-suhde SRBC:hen miidriteltiin 4 p&divdid vil-
jelyn j&lkeen. Erilaisia viljelmid valmistettiin kontrolliksi
kayttden samoja differentiaalimddrid SRBC:td, mutta josta puuttui

isoksantopteriinijohdannainen.

PFC:t lisddntyivdt viljelmissd, jotka sisdlsividt seki isoksan-
topteriinid ettd SRBC:td verrattuna viljelmiin, jotka sisdlsivit

SRBC:td& vksin.
Kayttdmdlld 6-metyyli-8-(1l'-beta-D-ribofuranosidyyli)isoksantopte-
riinid ja 6-karboksi-8-(l'-beta-D-ribofuranosidyyli)isoksantopte-

riinid8 saadaan samanlaisia tuloksia.

Esimerkki 8: Immuunivasteen in vivo-modulointi

CBA/CaJ-hiiret injektoitiin intraperitoneaalisesti 6 x 106 SRBC:
113 ja kolme pdivdd myShemmin kdytettiin kasvavia midrii 6-metyy-
1i-8~(l'-heta-D-ribofuranosudyyli) isoksantopteriinid CMC:ssi.
Pitoisuuksia nollasta 2,5 milligrammaan per eliin kdytetiin.
Valittdmdn PFC:n mddrittdminen suhteessa SRBC:hen 5 pidivid sen
jdlkeen osoittaa vasta-ainevasteen annoksesta riippuvan tehostu-

misen.

Samanlaisia tuloksia saatiin kdyttdmdlls 8-(l'-beta-D-ribofura-
nosidyyli) isoksantopteriinii ja 6-karboksi-8-(l-beta-D-ribo-

furanosidyyli) isoksantopteriinii isoksantopteriinijohdannaisena.
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Esimerkki 9: TIhmisen primddri-immuunivasteen in vitro-tehosta-

minen

Ihmisen periferaalisia verilymfosyyttejd (PBL) valmistettiin nor-
maalista heparinoidusta suoniverestd Ficoll-diatriatsoaatti-
taajuusgradienttisentrifugaatiolla. PBL poistettiin suppressori-
T-soluista, joilla on histamiini-tyyppi-2-reseptori kiinnitt&d-
mdlld ne histamiini-kani-albumiinilla peitettyjen muovisten pet-
rilevyjen pinnalle (Cell=-ect n:o 2-vdlinesarja; Seragen, Boston,
MA) ja ottamalla talteen ei-kiinnittyvdt solut huuhtomalla,

kuten Wysocki ja Sato, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 75:2844

(1978) ovat kuvanneet, ja Cavagnaro ja Osband, Biotechniques,

January/February: 30 (1983) modifioineet.

Ndissd tutkimuksissa kdytetty kudosviljelyvdliaine valmistettiin
seuraavasti: sadasosa millilitraa (ml), joka sisdlsi 87,9 ml

RPMI 1640 (Flow Laboratories, Rockville, MD), 0,1 ml 100 x gluta-
miinia, 1,0 ml 1,0-moolista HEPES-puskuria (Microbiological
Associates, Betheseda, MD), 1,0 ml vettd, joka sisdlsi 104U
penisilliini G:td ja lO4 mikrogrammaa streptomysiinid ja 10 ml
tuoretta autologista kuumentamalla inaktivoitua plasmaa. Pri-
mdadrin humoraalisen immuunivasteen SRBC:td vastaan arvioimisek-
si viljeltiin lymfoidisoluja tiheydessd 2 x 106/ml tilavuudessa

6,SRBC:té antigeenina (Colorado

1,0 ml, joka sisdlsi 5 x 10
Serum Co., Denver, CO) vhdessd IL-2:n ja isoksantopteriini-ribo-

nukleosidin kanssa.

Peitettd muodostavien solujen (PFC), jotka erittdvit vasta-ainei-
ta SRBC:td vastaan, luettelointi suoritettiin 6 p&divdd viljelyn
jdlkeen kdyttden Jerne ja Nordin, Science 140:405 (1963), hemo-
lyyttisen peitekokeen modifikaatiota. Solut kdsiteltiin tdydel-
liselld vdliaineella ennen peittdmistd; ne peitettiin standar-
dissa matalassa Mr agaroosissa (Bio-Rad Laboratories, Richmond,
CA) ja inkuboitiin SRBC:11& absorboidulla guinea-sian komplemen-
tilla yksi tunti 1,5 tunnin ilman komplementtia inkuboinnin

jdlkeen.

Kahden tutkimuksen tulokset on osoitettu taulukossa 2 jdljessi.
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Taulukko 2

Isoksantopteriini-8-beta-D-ribonukleosidin adjuvantisiteetti

ihmiseen
Primdd3rinen vasta-ainevaste
Vi1itdn anti-SRBC PFC/viljelmi>
Antigeenil Nukleosidi2 Tutkimus 1 Tutkimus 2
ei ei 7 12
SRBC ei 5383 363
Isoks.rib.:a
SRBC 1078 5258 -
SRBC 1077 6017 -
SRBC 1076 5483 -
SRBC 1072 7592 665
SRBC 3 x 107° - 248
SRBC 1074 32000 180
SRBC 3 x 1074 - 230
8-oksoGuo:a
SRBC 3 x 1072 - 1175
SRBC 1073 10000 -
1

SRBC:td kdytetty antigeénina 5 x 106 solua per viljelmd.

2Nukleosidej'a'. on merkitty olevan poissa (ei) tai pitoisuudessa
moolia per litra, esim. 107° isoks.rib. = isoksantopteriini-
ribosidi; 8-okso~Guo = 8-oksoguanosiini.

3Vélitt6mésti anti-SRBC-peitettd muodostavat solut (PFC) per

viljelmd mddriteltiin kuten edelld kdyttden PBL:d43 kahdesta

eri ihmisluovuttajasta.

Kuten voidaan ndhdd edelld annetuista tiedoista, saatiin annok-
sesta riippuva antigeenispesifinen tehostuminen isoksantopterii-
niribonulkeosidilla. Saadut tulokset olivat korkeammassa pitoi-
suudessa isoksantopteriinijohdannaista kuin mitd oli optimaa-
lista esimerkin 6 hiirijdrjestelmdssd. Namd tulokset ovat yvhden-
mukaisia muriini- ja ihmisjdrjestelmien tulosten kanssa, jotka

on havaittu kd&yttdmdlli 8-substituocituja guanosiineja. Katso
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Goodman ja Hennen, Cell. Immunol., 102:395 (1986) ja Goodman
ja Weigle, J. Immunol., 135:3284 (1985).

Esimerkki 10: T-soluja korvaava toiminta
4 x 106 elinkykyistd CBA/CaJ-hiiren pernasolua kdsiteltiin ensin

komplementtia kiinnittdvilld monoklonaalisilla vasta-aineilla,
jotka immunoreagoivat T-solujen thy-1l,2-antigeenien kanssa ja
toiseksi komplementilla, joka liuottaa minkd tahansa ldsnd ole-
van T-solun (New England Nuclear, Boston, MA). Tdl1ld tavoin kia-
sitellyt T-solut kasvoivat sen jdlkeen SRBC:n kanssa tai ilman
sitd immunogeenind seerumia sisdltdvdssd vdliaineessa sisdltden
lisdksi kasvavia mddrid 8-(1'~beta-D-ribofuranosidyyli)-isocksan-
topteriinid m8drind nollasta 10_4-mooliseen. vdlitén PFC-suhde
SRBC:hen miiriteltiin 4 pdivdi sen jidlkeen. Tamidn tutkimuksen
tulokset osoittavat, ettd isoksantopteriinijohdannaisen ldsndolo
osallistuu B-soluvasteen indusoitumiseen immunogeeniin ja ettd
indusoitu tulos on annoksesta riippuva. Tdten saattamalla liu-
kenemattomat pernasolut (esim. B-solut) kosketuksiin t&hdn kdvt-
tokelpoisen koostumuksen kanssa saadaan aikaan T-solukaltainen
"signaali" ndihin liukenemattomiin soluihin.

Samankaltaisia tuloksia on saatu kdyttdmdlld 6-metyyli-8-(1'-beta-
D-ribofuranosidyyli) isoksantopteriinid ja 6-karboksi-8-(1'-
beta-D-ribofuranosidyyli) isoksantopteriinid korvaamaan edelld

esitetty isoksantopteriinijohdannainen.

Esilld olevaa keksintdd on kuvattu ottaen huomiocon edullisimmat
suoritusmuodot. Alan asiantuntijalle on selvdd, ettd esitetvn
aiheen modifikaatioita ja/tai muunnelmia voidaan tehdid ilman

poikkeamista tdssd esitetyn keksinnén piirista.



b

40

Patenttivaatimukset

"1 Menetelmd elidinten soluvasteen moduloimiseksi, t u n -

\h e t t u siitd, ettd eldinten solut saatetaan kosketuksiin in
vitro koostumuksen kanssa, joka sis&8ltdd laimentavan mddran fy-
siologisesti siedettd@vdd kantoainetta sekoitettuna vaikuttavaan
madrddn aktiivista ainetta, joka on isoksantopteriinijohdannai-

nen, jonka rakenne on kaavan

0
N R
HN l ~ '
A
NEY SN N 0
L,

mukainen, jossa

R, on radikaali, joka on valittu ryhmastd, joka koostuu vedystsd,
alemmasta alkyylist&, hydroksi-alemmasta-alkyylistd, polyhydr-
oksi-alemmasta-alkyylistd, fenyylistd, fenyyli-alemmasta-alkyy-
listd, alemmasta-alkyyli-fenyylistd, alemmasta-alkoksi-fenyy-
listd, halofenyylistd, trifluoro-metyylifenyylistd, hydroksis-
ta, oksosta, alemmasta alkoksista, fenyyli-alemmasta alkoksis-
ta, halosta, merkaptosta, tioksosta, alemmasta alkyylitiosta,
alemmasta alkyloyylitiosta, fenyyli-alemmasta-alkyylitiosta,
alemmasta alkanoyylistd, karboksista, alemmasta alkoksikar-
bonyylistd, alemmasta alkyylikarboksista, alemmasta-alkyleeni-
alemmasta-alkyyli-karboksylaatista, alemmasta-alkoksi-alemmas-
ta-alkyylikarbonyylist& ja karboksamidosta ja alemmasta-alkyy-
li-karboksamidosta, joissa karboksamidoryhm&lld on kaava
CONR,R,, jossa R, ja R, ovat samat tai erilaiset ja ne on valittu
ryhmédstd, joka koostuu vedystd ja alemmasta alkyylistd tai NR;R,
vhdessd muodostavat heterosyklisen renkaan, jossa on viisi tai
kuusi atomia renkaassa;

R, on beta-sitoutunut aldoglykosidiradikaali, joka on valittu
ryhmdsta, joka koostuu 1'-aldopentosidyylistd, 1'-aldoheksosi-
dyylista, monodeoksygenoidusta 1'-aldopentosidyylistd@ ja mono-
deoksygenoidusta 1'-aldoheksosidyylistd ja niiden O-substituoi-
dusta alemmasta alkyylistd, alemmasta alkanoyylistd, bentsyyli-
ja bentsoyylijohdannaisista, joissa O-substituentti, jos l&snéa
vhdessd happiatomissa, on ldsnd kaikissa kaytettédvissd olevissa

renkaan substituenttihappiatomeissa;



sanotun isoksantopteriinijohdannaisen tautomeerit; ja

sanotun isoksantopteriinijohdannaisen farmaseuttisesti hyvdksyt-
tdvdt suolat; ja

sanotun kosketuksen ylldpitdminen ajanjakson, Jjoka on riittava

sanotuille soluille niiden vasteen modulointiin.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnet tu
siitgd, ettd R2 on valittu ryhmdstd, joka koostuu l'-ribofurano-
sidyyli-, 1'-(2'-deoksi)ribofuranosidyyli- ja l-glukopyranosi-
dyyliradikaaleista.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelma, t unne t t u

siitd, ettd sanotun isoksantopteriinikoostumuksen rakenne on

kaavan 0
N R
HN | N 1
)\\l\l ~y X0
NH, o
HOCH,, \

o\ B/ OH

HO OH
mukainen.

4. Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelmd, t unne t t u
siitd, ettad Rl on valittu ryhmdstd, joka koostuu vedystd, metyy-

listd ja karboksista.

5. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t unnet tu

siitd, ettd sanotun aldoglykosidyyliradikaalin rakenne on kaavan

R,-CH

8 2 0
H~ i1, H

Hﬁ\ R54
R (C)n H
7 [\

H R.6

mukainen, jossa n on nolla tai vksi;
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R5 on valittu ryvhmdstd, joka koostuu vedystd, hydroksista, alem-
masta alkoksista, bentsyylioksista, alemmasta alkanoyylioksista
ja bentsoksista;

R6, R7 ja R8 ovat samat ja ovat valitut ryhmidstd, joka koostuu
hydroksista, alemmasta alkoksista, bentsyylioksista, alemmasta
alkanoyylioksista Jja bentsoksista; ja

jossa R5 = R6 = R7 = R8, kun R5 on muu kuin vety.

6. Patenttivaatimuksen 5 mukainen menetelmd, t unnet tu

siitd, ettd n on nolla ja RS' R7 ja R8 ovat vety.

7. Patenttivaatimuksen 5 mukainen menetelmd, tunne+ttau

siitd, ettd n on yksi ja R5, R6’ R7 ja R8 ovat vety.

8. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunne¢ttau

siitd, ettd sanotut solut ovat leukosyytteji.

9. Patenttivaatimuksen 8 mukainen menetelmd, tunne¢ttu

siitd, ettd sanotut leukosyytit ovat B-lymfosyytteji.

10. Patenttivaatimuksen 9 mukainen menetelmd3, t unnet tau
siitd, ettd se kasittdd lisdvaiheen sanottujen B-lymfosyyttien
kdsittelemiseksi vaikuttavalla mddrdlld immunogeenia ennen nii-
den saattamista kosketuksiin sanotun koostumuksen kanssa, Jjolloin

sanottu immunogeeni herdttdd sanotut B-lymfosyytit.

11. Patenttivaatimuksen 10 mukainen menetelmd, t unnet tu
siitd, ettd sanotut B-lymfosyytit saatetaan kosketuksiin sanotun
koostumuksen kanssa immunogeenin lisdmddrdn yhteydessd kdytetty-

nd ensin herdttd&mddn sanotut B-lymfosyytit immuunivastetta varten.

12. Patenttivaatimuksen 9 mukainen menetelmd, t unne t t u
siitd, ettd sanotut B-lymfosfyytit saatetaan kosketuksiin sano-
tun koostumuksen kanssa olennaisen samanaikaisesti immunogeenin

vaikuttavan mddridn kanssa.

13. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t unnet t u

siita, ettd eldinten soluvaste, jota moduloidaan, on immuuni-
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vaste ja ettd eldinsolut, jotka saatetaan kosketuksiin sanotun

koostumuksen kanssa, ovat leukosyytteja.

{i14, Menetelmd leukosyyttien soluvasteiden tehostamiseksi,
\jOka kdsittad vaiheet:

leukosyyttien saattaminen kosketuksiin in vitro koostumuksen
kanssa, joka sisdltda laimentavan mddradn fysiologisesti sie-
dettdvdasd kantoainetta sekoitettuna vaikuttavaan m&drdan aktii-
vista ainetta, joka on isoksantopteriinijohdannainen, jonka

rakenne on kaavan

mukainen, jossa

R, on radikaali, joka on valittu ryhmdstd, joka koostuu vedys-
td, alemmasta alkyylistd, hydroksi-alemmasta-alkyylistd, poly-
hydroksi-alemmasta-alkyylista, fenyylistd, fenyyli-alemmasta-
alkyylista, alemmasta-alkyyli-fenyylistd, alemmasta-alkoksi-
fenyylistd, halofenyylistd, trifluorometyylifenyylistd, hydr--
oksista, oksosta, alemmasta alkoksista, fenyyli-alemmasta-al-
koksista, halosta, merkaptosta, tioksosta, alemmasta-alkyyli-
tiosta, alemmasta-alkyloyylitiosta, fenyyli-alemmasta-alkyy-
litiosta, alemmasta-alkanoyylistd, karboksista, alemmasta-al-
koksi-karbonyylistd, alemmasta-alkyylikarboksista, alemmasta-
alkyleeni-alemmasta-alkyylikarboksylaatista, alemmasta-alkok-
si-alemmasta-alkyylikarbonyylistd ja karboksamidosta ja alem-
masta-alkyylikarboksamidosta, joissa karboksamidoryhmalld on
kaava CONR;R,, jossa R, ja R, ovat samat tai erilaiset ja ne on
valittu ryhmastd, joka koostuu vedystd8 ja alemmasta alkyylistéd
tai NR,;R, muodostavat yhdess&d heterosyklisen renkaan, jossa on
viisi tai kuusi atomia renkaassa;

R, on beta-sitoutunut aldoglykosidiradikaali, joka on valittu
ryhmastd, joka koostuu 1'-aldopentosidyylistd, 1'-aldoheksosi-

dyylistad, mono-deoksygenoidusta 1'-aldopentosidyylistd ja mo-
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no-deoksygenoidusta 1'-aldoheksosidyylistd ja niiden O-substi-
tuoiduista alemmasta alkyylistd, alemmasta alkanoyylista,
bentsyyli- ja bentsoyylijohdannaisista, jolloin O-substituent-
ti,ljos ldsnd yhdessad happiatomissa, on l&snd kaikissa kaytet-
tdvissd olevissa renkaan substituenttihappiatomeissa;

sanotun isoksantopteriinijohdannaisen tautomeerit; ja

sanotun isoksantopteriinijohdannaisen farmaseuttisesti hyvak-
syttédvat suolat; ja

sanotun kosketuksen ylldpitdmisen ajanjakso, joka on riittéva

sanotuille leukosyyteille niiden vasteiden moduloimiseksi.

15. Patenttivaatimuksen 14 mukainen menetelm&, t unne t -
t u siit3d, ettd sanotun isoksantopteriinijohdannaisen rakenne

on kaavan

N
HN | N
/lQ} >~
NH, N N0
HOCH) -~ O
H \H H H
H OH
mukainen.
16. Patenttivaatimuksen 15 mukainen menetelmd, tunne-t -

t u siitd, ettd& R, on valittu ryhmdstd, joka koostuu vedysta,

metyylistd8 ja karboksista.

17: Menetelmd vasta-aineiden erittymisen tehostamiseksi en-
nalta valittuja immunogeenejd vastaan, tunne t t u siita,
ettd se kasittad vaiheet:

immunoglobuliinia tuottavien solujen saattaminen kosketuksiin
in vitro koostumuksen kanssa, joka sisdltd& laimentavan md&réan
fysiologisesti siedettdvadd kantoainetta sekoitettuna (a) vai-
kuttavaan m&draian ennalta valikoitua immunogeenia, joka kiih-
dyttasd sanottujen vasta-aineiden erittymistd ja (b) adjuvantin

méddradn isoksantopteriinijohdannaista, jonka rakenne on kaavan



45

mukainen, jossa
Ry
alemmasta alkyylistd, hydroksi-alemmasta-alkyylistd, polyhydrok-

on radikaali, joka on valittu ryhmdstd, joka koostuu vedysta,

si~alemmasta-alkyylistd, fenyylist&d, fenyyli-alemmasta-alkyy-
listd, alemmasta-alkyylifenyylistd, alemmasta-alkoksifenyylistd,
halofenyylistd, trifluorometyylifenyylistd, hydroksista, oksos-
ta, alemmasta alkoksista, fenyyli-alemmasta-alkoksista, halosta,
merkaptosta, tioksosta, alemmasta alkyylitiosta, alemmasta al-
kyloyylitiosta, fenyyli-alemmasta-alkyylitiosta, alemmasta al-
kanoyylista, karboksista, alemmasta-alkoksikarbonyylistd, alem-
masta-alkyylikarboksista, alemmasta-alkyleeni-alemmasta-alkyyli-
karboksylaatista, alemmasta-alkoksi-alemmasta-alkyyli-karbonyy-
listd ja karboksamidosta ja alemmasta-alkyylilarboksamidosta,
jossa karboksamidoryhmdllad on kaava CONR3R4, jossa R, ja Ry

ovat samat tai erilaiset ja ne on valittu ryhmdstd, joka koostuu
vedystd ja alemmasta alkyylistd tai NR3R4 muodostavat yhdessd
heterosyklisen renkaan, jossa on viisi tai kuusi atomia renkaas-
sa;

R2 on beta-sitoutunut aldoglyvkosidiradikaali, joka on valittu
ryhmdstd, joka koostuu 1'-aldopentosidyylistd, 1l'-aldoheksosi-
dyylistd, mono-deoksygenoidusta 1l'-aldopentosidyylistd ja mono-
deoksygenoidusta 1l'-aldoheksosidyylistd ja niiden O-substituoi-
dusta alemmasta alkyylistd, alemmasta alkanoyylistd, bentsyyli-
ja bentsoyylijohdannaisista, jolloin O-substituentti, jos l&snid
vyhdessd happiatomissa, on ldsnd kaikissa kdytettdvissd olevissa
renkaan substituenttihappiatomeissa;

sanotun isoksantopteriinijohdannaisen tautomeerit; ja

sanotun isoksantopteriinijohdannaisen farmaseuttisesti hyvdksyt-
tdvdt suolat; ja

sanottua kosketusta ylldpidetdd@n ajanjakso, joka on riittdvd sa-
notuille kosketuksiin saatetuille soluille vasta-aineitten erit-

: tdmiseksi sanottuja immunogeenejid vastaan.
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18. Patenttivaatimuksen 17 mukainen menetelmd, t unne t -
t u siitg, ettd sanotut immunoglobuliinejd tuottavat solut on
herdtetty sanotulla ennalta valitulla immunogeenilld ennen sa-

nottua kosketuksiinSaattamisvaihetta.
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