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Peptidyyliyhdisteitd ja niiden terapeuttinen kiytté metal-

loproteinaasien inhibiittoreina

Keksinnén alue

Tédmd keksintd koskee uutta luokkaa peptidyylijoh-
dannaisia, menetelmid niiden valmistamiseksi ja niiden
kdyttHd la8kkeissd.

Keksinndén tausta

Normaalissa kudoksessa sidekudossolusynteesin vas-
tapainona on solunulkoisen sidekudoksen perusaineen (mat-
riksi) hajoaminen, jotka molemmat vastakkaiset vaikutukset
ovat dynaamisessa tasapainossa. Matriksin hajoaminen ta-
pahtuu olemassa olevista sidekudossoluista vapautuvien
proteinaasien ja tunkeutuvien tulehdussolujen vaikutukses-
ta ja johtuu osittain v&hint88n kolmen metalloproteinaasi-
ryhm&n aktiivisuudesta. N&m& ovat kollagenaasit (valikol-
lagenaasi, MMP-1; PMN-kollagenaasi, MMP-8) gelatinaasit
(gelatinaasi A, MMP-2, 72kDa-gelatinaasi, tyypin IV kolla-
genaasi; gelatinaasi B, MMP-9, 92kDa-gelatinaasi, tyypin
IV kollagenaasi) ja stromelysiinit (proteoglykanaasi, MMP-
3, stromelysiini-1, +transiini, stromelysiini-2, MMP-10;
stromelysiini-3, MMP-11). Normaalisti ndiden katabolisten
entsyymien synteesi- ja erittymistasot ja my®ds niiden so-
lunulkoinen aktiivisuus on tarkasti s&&nneltyd, joka vii-
meksi mainittu sd&tely tapahtuu sellaisten spesifisten
inhibiittorien, kuten TIMP-inhibiittorien (metallopro-
teinaasien kudosinhibiittorit) wvaikutuksesta, jotka muo-
dostavat inaktiivisia komplekseja metalloproteinaasien
kanssa, ja yleisempien proteinaasi-inhibiittorien, kuten
a,-makroglobuliinin vakutuksesta.

Sidekudoksen nopeutunut, kontrolloimaton hajoaminen

““solunulkoisen matriksin ~metalloproteinaasikatalysoidun

resorption vaikutuksesta on tunnusomaisena piirteen& mo-
nissa sairaustiloissa, kuten nivelreumassa, luu-niveltu-
lehduksessa, septisess8 niveltulehduksessa, sarveiskalvon,
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orvaskeden tai mahalaukun haavaumissa, kasvainten metas-
taaseissa tai invaasiossa, hampaan ympéryskudoksen tau-
deissa, valkuaisvirtsaisuudessa, ateroskleroottisten plak-
kien repeytymé&n yhteydessd esiintyvidssd sepelvaltimotukok-
sessa ja luusairaudessa. Inhibiittorit voivat olla my6s
kdyttbkelpoisia estédmdé8n traumaattisten vammojen seuraauk-
sena olevia patologisia ilmiditd, jotka voisivat johtaa
pysyvddn vammautumiseen. N&8illd yhdisteilld saattaa olla
myds kdyttb6d syntyvyyden s88nnéstelyssd estédmédlld mu-
nasolun irtomisen tai kiinnttymisen. Voidaan odottaa, etta
tdllaisten tautien syntytapaa voidaan muuntaa edullisella
tavalla antamalla lddkkeeksi metalloproteinaasi-inhibiit-
toreita; tdhdn tarkoitukseen on ehdotettu lukuisia yhdis-
teitd [yleinen katsaus: Wahl et al., Ann. Rep. Med. Chem.
25, 175-184, Academic Press Inc., San Diego (1990)].

Aikaisemmin on kuvattu useita pienid peptidinkal-
taisia yhdisteitd, jotka estdvdt metalloproteinaaseja.
Ehkd kaikkein huomattavin n#distd koskee sellaista an-
giotensiinid@8 muuttavaa entsyymid (ACE), joka vaikuttaa
estdvidsti dekapeptidin, angiotensiini I:n muuttumisen an-
giotensiini II:ksi, joka on vahvasti wvaikuttava veren-
painetta kohottava aine. T&méntyyppisid yhdisteitd on ku-
vattu EP-hakemusjulkaisussa 0 012 401. My8s niitd l&helld
olevilla merkaptoamidipeptidyylijohdannaisilla on osoitet-
tu olevan ACE-inhibiittoriaktiivisuutta in vitro ja in
vivo (Weller et al. (1948) Biochem. Biophys. Res. Comm.
125 (1), 82 - 89).

TNF on sytokiini, jota muodostuu alunperin soluas-
sosioituna 28 kD:n prekursorina. Se vapautuu aktiivisena
17 kD-muotona (Jue et al. (1990) Biochemistry 29, 8371 -
8377), joka voi v&litt&&8 suuren joukon vahingollisia vai-
Kutuksia in vivo. Eldimille tai ihmisille annostettuna se
aiheuttaa tulehdusta, kuumetta, syd&n-verisuonireaktioita,
verenvuotoa, senkaltaisia koagulaatiovasteita ja akuuttien
vaiheiden vasteita, joita havaitaan akuuttien infektio- ja
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sokkitilojen aikana. Jatkuva annostus saattaa myt6s ai-
heuttaa kuihtumista ja anoreksiaa. Ylim8#rdisen TNF:n ker-
tyminen voi aiheuttaa kuoleman.

Eldinmalleja tutkimalla on saatu huomattavasti to-
distusaineistoa siitd, ettd est&mdllédd TNF:n wvaikutukset
spesifisilld vasta-aineilla voi auttaa akuuteissa infek-
tioissa, sokkitiloissa, siirteiden hylkimisreaktiocissa ja
autoimmuunitaudeissa. TNF on myds autokriininen kasvuteki-
j8 joillekin luuydinkasvaimille ja imukudoskasvaimille ja
voi toimia estévdsti normaaliin punasolunmuodostukseen
potilailla, joilla on n&itd kasvaimia.

TNF:n tuottamisen tai vaikutuksen estédmiselld en-
nustetaan siten olevan vahva terapeuttinen teho useisiin
tulehdus- ja tartuntatauteihin, immunologisiin tauteihin
tai pahanlaatuisiin kasvaimiin. N&ihin kuuluvat - joihin
ei kuitenkaan rajoituta - verenmyrkytyssokki, hemodynaami-
nen sokki ja septinen oireyhtym& (Mathison et al. (1988)
J. Clin. Invest. 81, 1925 - 1937; Miethe et al. (1992) J.
Exp. Med. 175, 91 - 98), verettbmyydenjdlkeinen reperfuu-
siovaurio, malaria (Grau et al. (1989) Immunol. Rev. 112,
49 - 70); mykobakteeri-infektio (Barnes et al. (1992)
Infect. Imm. 60, 1441 - 1446), aivokalvontulehdus, psori-
aasi, verentungosta aiheuttava sydadmen toiminnanvajavuus,
sidekudostauti, Kkuihtuminen, siirteen hylkiminen, sy®p&,
autoimmuunitauti, nivelreuma, MS-tauti, sé&teilyvaurio,
myrkytys seurauksena immunosuppresiivisten monoklonaalis-
ten vasta-aineiden, kuten OKT3:n tai CAMPATH-1:n annostuk-
sesta, liikahappisuuden aiheuttama keuhkorakkuloiden vau-
rio.

Nykyisin kliinisess8 anti-TNF-strategiassa kédyte-

td3dn kortikosteroideja, kuten deksametasonia, ja syklos-

" poriini-A:ta tai FK506:ta, jotka ovat sytokiinigeeni-

transkription ei-spesifisi8d8 inhibiittoreita. Fosfodieste-
raasi-inhibiittorien kuten pentoksifilliinin on osoitettu
olevan TNF-geenitranskription spesifisempid inhibiittorei-
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ta (Endres S. (1991), Immunol. 72, 56 - 60; Schandene et
al. (1992), Immunol. 76, 30 - 34; Alegre et al. (1991),
Transplantation 52, 674 - 679; Bianco et al. (1991), Blood
78, 1205 - 1221). Talidomidin on o myds osoitettu estavin
leukosyyttien TNF:n tuottamista (Sampajo et al. (1991), J.
Exp. Med. 173, 699 - 703). Kokeellisesti on osoitettu,
ettd anti-TNF monoklonaaliset vasta-aineet, liukoiset TNF-
reseptorit ja 1liukoiset TNF-reseptori/immunocadhesiinit
spesifisesti estdvdt TNF-vaikutuksen tehoa (Bagby et al.
(1991), J. Infect. Dis. 163, 83 - 88; Charpentier et al.
(1991), Presse-med. 20, 2009 - 2011; Silva et al. (1990),
J. Infect. Dis. 162, 421-427; Franks et al. (1991),
Infect. Immun. 59 2609-2614; Tracy et al. (1987), Nature
330, 662 - 664; Fischer et al. (1992), PNAS USA, painossa;
Lesslauer et al. (1991), Eur. J. Immunol. 21, 2883 - 2886;
Ashkenazi et al. (1991), PNAS USA 88, 10535 - 10539).

Askettsdin on osoitettu, ettd TNF:n vaikutuksen vé-
littédjand on kaksi peptidid, TNF-a ja TNF-b. Vaikka ndiden
peptidien homologisuus toistensa suhteen on wvain 30 %,
niin ne aktivoivat samoja reseptoreja ja niitd koodaavat
valittbmasti vieressd olevat geenit. Tédssd kdytettynd kas-
vaimen nekroositekijd (tumor necrosis factor) eli TNF tar-
koittaa siten nekroositekijd a:ta ja peptideja, joilla on
TNF-a:n kanssa Kkorkea-asteinen sekvenssihomologia tai
olennaisesti samanlaiset fysiologiset wvaikutukset kuin
TNF-a:1lla, esimerkiksi TNF-b:t&.

On osoitettu, ettd sellaiset yhdisteet, jotka pys-
tyvdt esté@mddn sidekudoksen hajoamiseen vaikuttavien me-
talloproteinaasien, kuten kollagenaasin, stromelysiinin ja
gelatinaasin vaikutusta, estdvit TNF:n vapautumista sekéd
in vitro ettd in vivo (Gearing et al. (1994), Nature 370,

555 - 557; McGeehan et al. (1994), Nature 370, 558-561; WO

93/20 047). Kaikki nadam3 ilmoitetut inhibiittorit sis&lté&-
vdt hydroksaamihapposinkki-sideryhmé&n.
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Kollagenaasia est8vid yhdisteitd on esitetty US-
patenttijulkaisuissa 4 511 504 (julk. 16.04.1985) ja
4 568 666 (julk. 04.02.1986). Samankaltaisen rakenteen
omaavia yhdisteitd, joiden ilmoitetaan estédvén stromely-
siinid (proteoglykanaasi), on kuvattu US-patenttijul-
kaisussa 4 771 037 (julk. 13.09.1988).

Stromelysiini- ja kollagenaasi-inhibiittoreilla
saattaa olla k&yttdd septiseen niveltulehdukseen liittyvidn
nivelruston vaurioiden est&misessd. Nivelten bakteeri-in-
fektiot voivat aiheuttaa tulehdusvasteen, joka sitten voi
sdilyd yli sen, mitd tarvitaan tartunta-aineen poistami-
seen, mistd on seurauksena rakennekomponenttien pysyva
vaurio. El&inmalleissa on k&dytetty bakteeriaineksia pro-
teolyyttista aktiivisuutta aiheuttavan nivelvasteen saami-
seksi. Katso: Case et al. (1989), J. Clin. Invest. 84,
1731 - 1740; ja Williams et al. (1990) Arth. Rheum. 33,
533 - 541.

Stromelysiinin, kollagenaasin ja gelatinaasin inhi-
biittoreilla saattaa olla k&yttdd kasvainten metastaasien
kontrolloimisessa, mahdollisesti nykyisen kemoterapian
ja/tai sateilyhoidon yhteydess&d. Katso: Matrisian et al.
(1986) PNAS USA 83, 9413-9417; Wilhelm et al. (1987),
Ibid. 84, 6725-6729; Werb et al. (1989), J. Cell. Biol.
109, 872-889; Liotta et al. (1983), Lab. Invest. 49, 636 -
649; ja Reich et al., Metastasis, Ciba Foundation
Symposium, Wiley, Chicester, 1988, 193 - 210.

Erittyneiden proteinaasien, kuten stromelysiinin,
kollagenaasin ja gelatinaasin merkitys saattaa olla tédrked
solujen liikkumiseen liittyvissd prosesseissa kasvainten
etdpesdkkeiden invaasion aikana. Niinpd on my®ts todisteita
siitd, ettd metalloproteinaasimatriksi on yli-ilmentynyt

“tietyiss8  metastaattisissa kasvaisolulinjoissa. T&118in

entsyymi toimii tunkeutumalla alla oleviin peruskalvoihin,
jolloin kasvainsolut p&d&dsevdt karkuun primaarisesta kas-
vaimesta verenkiertoon. Kiinnittymisen j&lkeen verisuonien
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seindmiin kasvainsolut k&dytt&vdt samoja metalloproteinaa-
seja alla olevien peruskalvojen puhkaisemiseen ja tunkeu-
tuvat muihin kudoksiin aiheuttaen siten kasvaimen et&pe-
sikkeitd. Tdmdn prosessin inhibitio estdisi etédpesdkkeiden
muodostumista ja parantaisi nykyisten kemoterapeuttisilla
aineilla ja/tai s&teilylld suoritettujen kdsittelyjen te-
hoa.

Ndm4d inhibiittorit olisivat myds kayttdkelpoisia
hampaanympédryskudossairauksien kuten ientulehduksen kont-
rolloimiseen. Sekd kollagenaasiaktiivisuutta ettd8 strome-
lysiiniaktiivisuutta on 1l1l8ydetty tulehtuneista ikenistd
perdisin olevista fibroblasteista (Uitto et al. (1981), J.
Periodontal Res. 16, 417 - 424). Entsyymitasojen on osoi-
tettu korreloivan iensairauden vakavuuden kanssa (Overall
et al. (1987), J. Periodontal Res. 22, 81 - 88).

Alkalisydpymisen seurauksena olevassa sarveiskalvon

haavaumassa on my®s havaittu proteolyyttisid prosesseja
(Brown et al. (1969), Arch. Ophthalmol. 81, 370 - 373).

Merkaptoryhmi& sisdltavédt peptidit estdvat kaniinin
alkalisytpyneestd sarveiskalvosta eristettyd kollagenaasia
(Burns (1989), Invest. Ophthalmol. 30, 1569 - 1575). K&-
sittelemdlld alkalisydpyneitd silmid tai silmi&d, Joissa
infektion seurauksena esiintyy sarveiskalvon haavautumis-
ta, n#iden metalloendoproteinaasien inhibiittoreilla yh-
distelmdnd natriumsitraatin tai natriumaskorbaatin ja/tai
antimikrobisten aineiden kanssa, saatetaan mahdollisesti
estdd sarveiskalvon hajoaminen.

Munuaisissa, joiden pd&d&asiallisena teht&vdnd on
rajoittaa plasmaproteiinien kulkeutumista virtsaan, stro-
melysiinin on osoitettu vaikuttavan munuaiskerédsten perus-
kalvon (glomerular basement membrane, GMB) rakennekom-
ponenttien hajoamiseen (Baricos et al. (1989), Biochem. J.
254, 609 - 612). Munuaiskerédssairauden seurauksena olevas-
sa valkuaisvirtsaisuudessa plasmaproteiinien lis&&ntyneen

GMB-l&dpdisyn johdosta virtsa sisdlt&& ylimd8rin proteii-
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nia. GBM:n lisddntyneen l&pdisykyvyn perimmdisii syitd ei
tunneta, mutta proteinaasit, mukaan lukien stromelysiini,
saattavat olla t&rke&nd tekij&nd munuaiskerdssairauksissa.
Tédm3dn entsyymin esté@minen voi lievittd3i munuaisten toimin-
tahdiriddn liittyvdd valkuaisvirtsaisuutta.

Stromelysiiniaktiivisuuden inhibitio saattaa estdi
sepelvaltimotukokseen johtavan ateroskleroottisten plak-
kien repeytymisen. Ateroskleroottisten plakkien repeytymi-
nen tai hajoaminen on tavallisin tapahtuma, joka panee
alulle sepelvaltimotukoksen. Proteolyyttisten entsyymien
tai tulehdussolujen tunkeutumisen vapauttaman sytokineesin
aiheuttamaa nditd plakkeja ympardivadn sidekudosmatriksin
destabiloitumista ja hajoamista on ehdotettu plakkien re-
peytymisen syyksi.

Tédllaisella plakkien repeytymiselld voi olla akuut-
ti trombolyyttinen vaikutus veren virratessa nopeasti ve-
risuonesta. Stromelysiini-RNA-l8hetin korkeita tasoja on
havaittu leikkauksen aikana syd&mensiirtopotilaista pois-
tettujen ateroskleroottisten tautiplakkien yksittdisissa
soluissa (Henney et al. (1991) PNAS USA 88, 8154 - 8158).
Stromelysiinin inhibitio ndill4 yhdisteilld saattaa auttaa
ateroskleroottisia plakkeja stabiloivan sidekudosmatriksin
hajoamisen esté&misessd tai viivytté&misessd siten estden
tapahtumia, jotka johtavat akuuttiin sepelvaltimotukok-
seen.

Stromelysiinin ja kollagenaasin spesifiset inhi-
biittorit voivat olla kédyttdkelpoisia syntyvyydensditely-
aineina. On olemassa ndyttdd siitsd, ettd8 metalloproteii-
nien, mukaan lukien stromelysiini ja kollagenaasi, ilmen-
tyminen havaitaan hedelmdittymdttbmissd munissa ja tsygoo-
teissa ja myShemmissd jakautumisvaiheissa ja ettd se 1li-
s88ntyy sikiokehityksen alkiorakkulavaiheessa ja endoder-
misessd differentioitumisessa (Brenner et al. (1989)
Genes & Develop. 3, 848-859). Analogisesti kasvaininvaa-
sion kanssa alkiorakkula saattaa ilment&d metallopro-
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teinaaseja, jotta se pystyisi tunkeutumaan kohdun solunul-
koiseen matriksiin kiinnittymisen aikana. Stromelysiinin
ja kollagenaasin inhibointi n&iden varhaisten kehitys-
prosessien aikana oletettavasti estdisi normaalin sikitke-
hityksen ja/tai alkion kiinnittymisen kohtuun. T&llainen
estédminen saattaisi olla menetelmd syntyvyyden s&&dtelemi-
seen. Lis&ksi on olemassa ndyttds siitéd, ettd kollagenaasi
on tdrked tekijd ovulaatioprosessissa. Téssd esimerkissé
munasolun tédytyy vapautuakseen puhkaista munarakkulan k&r-
kiosan peittévd kollageenisuoja. Kollagenaasia on havaittu
esiintyvan tdssd prosessissa ja sen inhibiittorin on osoi-
tettu tehokkkasti estdvdn munasolun irtoamista (Woessner
et al. (1989), Steroids 54, 491 - 499). Stromelysiiniak-
tiivisuudella saattaa my®s olla merkitystd munasolun ir-
toamisen aikana (Too et al. (1984), Endocrin. 115, 1043 -
1050).

Kollagenolyyttistd ja stromelysiiniaktiivisuutta on
myds havaittu surkastumista aiheuttavassa rakkulaihotau-
dissa (Kronberger et al. (1982), J. Invest. Dermatol. 79,
208-211); Sawamura et al. (1991), Biochem. Biophys. Res.
Commun. 184, 1003 - 1008). Metalloendoproteinaasien eston
tulisi rajoittaa ihon sidekudoskomponenttien nopeata tu-
houtumista.

Rakennekomponentteja sisdltédvidn solunulkoisen mat-
riksin 1lisdksi stromelysiini wvoi hajottaa in vivo myds
muita substraatteja, esimerkiksi a,-proteinaasi-inhibiitto-
ria, ja voi siten vaikuttaa muiden proteinaasien, kuten
elastaasin aktiivisuuteen (Winyard et al. (1991), FEBS
Letts. 279 (1), 91-94). Metalloendoproteinaasien matriksin
inhibointi saattaa vahvistaa n&iden endogeenisten inhi-
biittorien proteiinaasinvastaista aktiivisuutta.

"~ Askettdisistd julkaisuista ilmenee, ettd on identi-
fioitu useita uusia MMP-lajin entsyymejéd, joista joillakin
voi olla merkitystd sairauksissa. Kollagenaasi 3:1l1a, rin-

tasybpdsolujen erityiselld entsyymilld, saattaa olla mer-
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kitystd8 rintasybvéssd (Freije et al. (1994), J. Biol.
Chem. 269 (24), 16766-16773), MMP-lajin toisen j&senen,
MT-MMP:n on osoitettu olevan avainentsyymi gelatinaasi A:n
aktivoinnissa (Sato et al. (1994), Nature 370, 61 -~ 65).
Gelatinaasi A on t&rke& kasvainten kasvuun ja etdpesdkkei-
siin (kuten edelld m&&driteltyihin) vaikuttava entsyymi.

On osoitettu, ettd b-amyloidin prekursoriproteiinin
(APP) hajotessa syntyy amyloidiplakkeja, jotka ovat p&s-
asiallisia Alzheimerin tautia (AD) sairastavissa potilais-
sa esiintyvien seniilien plakkien aineosia. Kahdessa &s-
kettdin ilmestyneess& julkaisussa on identifioitu metallo-
proteiinientsyymejd, jotka hajottavat APP:n amyloidipla-
keiksi (Abraham et al. (1994), Biochemistry 33, 192 - 199;
Huber et al. (1994), Biochem. Biophys. Res. Comm. 201 (1),
45 - 53).

Kuten alan asiantuntijalle on selvdd, ndiden uusien
entsyymien ja muiden MMP-entsyymien merkittdvd homologi-
suuden osuus johtaa mahdollisuuteen, ettd yhdiste, joka
inhiboi yhden entsyymin, saattaa jossain mddrin inhiboida
nditd uusia entsyymejd. Siten t&hdn keksintddn sisdltyvat
inhibiittorit saattavat olla Lk3yttékelpoisia sellaisten
tautien hoidossa, joissa nd@md uudet entsyymit ovat vaikut-
tamassa.

Esilld oleva keksintd perustui pyrkimykseen l&éytas
yvyhdisteitd, jotka olennaisesti est&vdt TNF:n vapautumista
soluista ja joita senvuoksi voitaisiin kdyttd4 sellaisten
tautien k&sittelemiseen, joissa TNF toimii v&littdjdainee-
na. Tdllaisia kayttdmahdollisuuksia - joihin ei kuitenkaan
rajoituta - ovat tulehduksen, kuumeen, syd&nverisuonitau-
din vaikutusten, verenvuodon, koaguloitumisen ja akuutin

faasivasteen, kuihtumisen ja anoreksian, akuuttien infek-

"tioiden, sokkitilojen, siirteensaajan hylkimisreaktion ja

autoimmuunitautien ké&sittely.
Toisena t&mdn Kkeksinndn kohteena o0li sellaisten

vhdisteiden l16ytaminen, jotka mahdiollisen TNF:n vapautu-
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misen eston lisdksi inhiboivat MMP-entsyymien vaikutusta
ja joita siten saatetaan k&yttd# sellaisten potilaiden
kdsittelemiseen, jotka k&drsivdt TNF:n ja/tai MMP-entsyy-
mien vdlittdmistd8 taudeista.

Keksinnén yhteenveto

Keksintd kdsittéd kaavan (I) mukaisia uusia merkap-
toalkyylipeptidyyliyhdisteitd, jotka ovat kayttbkelpoisia
metalloproteinaasimatriksin ja/tai TNF-vdlitteisten tau-
tien - mukaan lukien degeneratiiviset taudit (kuten edelléa
midritellyt) - ja tiettyjen syOpdlajien inibiittoreita.

Keksinndén erds aspekti koskee uusia yhdisteits,
joiden yleinen kaava on jédljemp&nd kaavasivulla esitetty
kaava (I). Siten keksinntn kohteena on kaavan (I) mukai-
nen yhdiste, jossa

R!' on C, ,-alkyyli, C,,-alkenyyli, aryyli, (C,_s-al-
kyyli)aryyli tai C, ,-alkyyli-AR?’, jossa A on O, NR’ tai
S(0),, jossa m = 0 - 2 ja kumpikin R’ on H, C,_ -alkyyli,
aryyli tai (C,_,-alkyyli)aryyli:;

R? on H tai C, ¢-alkyyli;

X on NR'R%;

joko R* on H tai C, (~alkyyli, jossa on mahdollisesti
substituenttina amino (NH,), aryyliamino, suojattu amino,
aryyli, di(C,_(~alkyyli)amino, mono(C, ;-alkyyli)amino, CO,H,
suojattu karboksyyli, karbamoyyli, mono(C,_,-alkyyli )karba-
moyyli, di(C, ,-alkyyli)karbamoyyli ja R® on H tai C, ,-al-
kyyli, tai NR*R® on pyrrolidino, piperidino tai morfolino;

R® on [Alk],R® ja R° on mahdollisesti substituoitu
C;_¢s-sykloalkyyli, C;_¢-sykloalkenyyli, C,.s-alkyyli,
bentsyyli, (C,_¢(-alkoksi)bentsyyli, bentsyylioksibentsyyli
tai 3-indolyylimetyyli, Alk on C, ,~alkyyli tai C, s-alkenyy-
li jan=0 tai 1;

"R’"on H tai R¥CO, jossa R on C,,-alkyyli, (C, ,-al-

kyyli)aryyli, C;_¢-sykloalkyyli, (C;_¢-sykloalkyyli)C,_,-al-
kyyli, C, ~alkenyyli tai (C, s~alkenyyli)aryyli; ja
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R® on H, C, ,~alkyyli, (C,,-alkyyli)aryyli tai aryy-
1i;

tali sen suola, solvaatti tai hydraatti.

Keksinnén kuvaus

On huomattava, ettd keksinndn mukaiset yhdisteet
voivat sisdltdad yhden tai useampia asymmetrisesti substi-
tuoituja hiiliatomeja, joista esimerkkejd ovat ne, jotka
kaavassa (I) on merkitty asteriskilla. Kun kaavan (I) mu-
kaisessa yhdisteessd on yksi tai useampi t#dllainen asym-
metriakeskus, niin yhdiste voi esiintyd eri stereoisomee-
reina, ja kaikissa tapauksissa keksinndn késitetddn sis8l-
tdvédn kaikki tédllaiset stereoisomeerit mukaan lukien nii-
den enantiomeerit ja diastereomeerit ja niiden seokset
mukaan lukien raseemiset seokset.

Tédss8 esitetyiss8 kaavoissa aaltoviivaa kéytetdsn
mahdollisessa asymmetrikeskuksessa edustamaan R- ja S-kon-
figuraatioiden mahdollisuutta, viivaa ja .... viivaa

edustamasan yhtd ainoata konfiguraatiota asymmetriakeskuk-

sessa.
Tass8 selityksessa yksin tai yhdistelmdssd kdytet-

tynd ilmaisu "C, -alkyyli" tarkoittaa suora- tai haaraket-
juista alkyyliryhm&&, jossa on 1 - 6 hiiliatomia, joista
esimerkkejé ovat metyyli, etyyli, propyyli, isopropyyli,
butyyli, tert-butyyli, pentyyli, heksyyli. Siten esimer-
kiksi [Alk],R°® voi olla tert-butyyli.

Ilmaisu "C, ,-alkyyli" tarkoittaa suora- tai haara-
ketjuista alkyyliryhm&&, jossa on 1 - 4 hiiliatomia, jois-
ta esimerkkejd ovat metyyli, etyyli, propyyli, isopropyy-
1i, butyyli ja tert-butyyli.

Ilmaisu "C, s~alkenyyli" tarkoittaa suora- tai haara-
ketjuista alkyyliryhmdd, jossa on 1 - 6 hiiliatomia ja
lisdksi yksi kaksoissidos, jolla on joko E- tai Z-stereo-
kemia tapauksesta riippuen. T&h&n ilmaisuun sisdltyvét
esimerkiksi vinyyli, l-propenyyli, 1- ja 2-butenyyli ja 2-
metyyli-2-propenyyli.
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Ilmaisu "C, (-sykloalkyyli tarkoittaa tyydyttynytta
alisyklistd ryhmdd, jossa on 3 - 6 hiiliatomia ja joista
esimerkkeja ovat syklopropyyli, syklobutyyli, syklopentyy-
1i ja sykloheksyyli.

Ilmaisu "C, (-sykloalkenyyli tarkoittaa alisyklista
ryhmd&, jossa on 3 - 6 hiiliatomia ja lisdksi yksi kak-
soissidos. T&h8n ilmaisuun sisdltyvdt esimerkiksi syklo-
pentenyyli ja sykloheksenyyli.

Ilmaisu "aryyli" tarkoittaa mahdollisesti substi-
tuoitua fenyyli- tai naftyyliryhm&&, jonka substituentti
tai substituentit on valittu esimerkiksi seuraavista: ha-
logeeni, trifluorimetyyli, C,_ -alkyyli, alkoksi, fenyyli
jne. Ilmaisu "halogeeni" tarkoittaa fluoria, klooria, bro-
mia tai jodia.

Ilmaisut "suojattu amino" ja "suojattu karboksyyli"
tarkoittavat amino- ja karboksiryhmid, jotka suojattu
alalla hyvin tunnetulla tavalla. Esimerkiksi aminoryhm&n
suojaryhmdnd voi olla bentsyylioksikarbonyyli, tert-butok-
sikarbonyyli, asetyyli ym. tai se voidaan suojata ftalimi-
do-ryhmdngd tms. ryhm&n&. Karboksyyliryhmd& voidaan suojata
helposti poistettavan esterin muodossa, kuten metyyli-,
etyyli-, bentsyyli- tai tert-butyyliesterini.

Ilmaisu "alkoksi" tarkoittaa suora- tai haaraket-
juista alkoksiryhm&&d, jossa on korkeintaan 6 hiiliatomia,
kuten metoksia, etoksia, propoksia, isopropoksia, butoksia
tai tert-butoksia.

Kaavan (I) mukaisten yhdisteiden suolat kdsittédvat
farmaseuttisesti hyvdksyttdvid suoloja, esimerkiksi epdor-
gaanisista tai orgaanisista hapoista johdettuja happoaddi-
tiosuoloja, joista esimerkkejd ovat hydrokloridit, hydrob-
romidit, p-tolueenisulfonaatit, fosfaatit, sulfaatit, per-
kloraatit, asetaatit, trifluoriasetaatit, propionaatit,
sitraatit, malonaatit, sukkinaatit, laktaatit, oksalaatit,

tatraatit ja bentsoaatit.



Y
e woe
. -

ea  pnewe ew
*
.
.

oa .o
. @

vee 9 swe wee
o e .

se smag

10

15

20

25

30

13

Suoloja voidaan muodostaa myds emdsten kanssa. Tdl-
laisia suoloja ovat ep8orgaanisten tai orgaaanisten emds-
ten suoclat, esimerkiksi maa-alkalimetallisuolat, kuten
magnesium- ja kalsiumsuolat, ja orgaanisten amiinien suo-
lat, kuten morfoliini-, piperidiini-, dimetyylaimiini- ja
dietyyliamiinisuolat.

Kun "suojattu karboksiryhm&" keksinnén mukaisissa
yhdisteissd on esterdity karboksyyliryhm&d, niin se voi
olla metabolisesti labiili esteri, jonka kaava on CO,R!!,
jossa RY voi olla etyyli, bentsyyli, fenetyyli, fenyyli-
propyyli tai a- tai B8-naftyyli, 2,4-dimetyylifenyyli,
4-tert-butyylifenyyli, 2,2,2-trifluorietyyli, 1-(bentsyy-
lioksi)bentsyyli, 1-(bentsyylioksi)etyyli, 2-metyyli-1-
propionyylioksipropyyli, 2,4, 6-trimetyylibentsyylioksime-
tyyli tai pivaloyylioksimetyyli.

Edullisjia keksinnén mukaisia yhdisteitd ovat sel-
laiset, joissa toisistaan riippumatta ja min& tahansa yh-
distelmén&:

R' on C, ,-alkyyli- tai C, ,-alKyyli-OH-ryhmd, esimer-
kiksi 2-metyylipropyyli- (isobutyyli) tai 2-hydroksietyy-
liryhms;

R? on vety;

n on O;

R* on vety tai C, ;-alkyyliryhmi, esimerkiksi metyy-
liryhmé&;

R® on vety tai C, ;-alkyyliryhmd, esimerkiksi metyy-
liryhmé;

R® on bentsyyli- tai 3-indolyylimetyyliryhm&;

R’ on vety tai ryhm& R'°CO, jossa R' on C, ,~alkyyli-
ryhm8, esimerkiksi metyyli;

R® on C, ,-alkyyli-, aryyli- tai (C,_;-alkyyli)aryyli-
ryhmd, esimerkiksi fenyyli= tai bentsyyliryhmd.

Erityisen edullisiin keksinnén mukaisiin yhdistei-

siin kuuluvat seuraavat:
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N-[N-(merkaptoasetyyli)-L-leusyyli]-L-fenyylialaniinime-
tyyliamidi,
N-(asetyylimerkaptoasyyli)-L-leusyyli]-L-fenyylialaniini-
metyyliamidi,
(RS)-2-(asetyylitio)pentanoyyli-L-leusyyli-L-fenyyliala-
niini-N-metyyliamidi,
(RS)-2-(asetyylitio)propanoyyli-L-leusyyli-L-fenyyliala-
niini-N-metyyliamidi,
(RS)-2-(asetyylitio)-3-metyylibutanoyyli-L-leusyyli-L-fe-
nyylialaniini-N-metyyliamidi,
(RS)-2-(asetyylitio)-2-fenyyliasetyyli-L-leusyyli-L-fenyy-
lialaniini-N-metyyliamidi,
(RS)-2-(asetyylitio)-3-fenyylipropanoyyli-L-leusyyli-L-
fenyylialaniinji-N-metyyliamidi,
(RS)-2-(asetyylitio)-4-fenyylibutanoyyli-L-leusyyli-L-fe-
nyylialaniini-N-metyyliamidi,
N-(asetyylimerkaptoasyyli)-L-treonyyli]-L-fenyylialaniini-
metyyliamidi,
N-(asetyylimerkaptoasyyli)-L-leusyyli-L-tryptofaanimetyy-
liamidi,
(RS)-2-merkaptopentanoyyli-L-leusyyli-L-fenyylialaniini-N-
metyyliamidi,

(RS )~2-merkaptopropanoyyli~L-leusyyli-L-fenyylialaniini-N-
metyyliamidi,
(RS)-2-merkapto-3-metyylibutanoyyli-L-leusyyli-L-fenyy-
lialaniini-N-metyyliamidi,
(RS)-2-merkapto-2-fenyyliasetyyli-L-leusyyli-L-fenyy-
lialaniini~-N-metyyliamidi,
(RS)-2-merkapto-3-fenyylipropanoyyli-L-leusyyli-L-fenyy-
lialaniini-N-metyyliamidi,

(RS)-2-merkapto-4- fenyyllbutanoyyll -L-leusyyli-L- fenyy—
lialaniini-N-metyyliamidi, ' - )
N-[N-(merkaptoasetyyli)-L-treonyyli-L-fenyylialaniinime-
tyyliamidi ja
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N-[N-(merkaptoasetyyli)-L-leusyyli-L-tryptofaanimetyy-
liamidi.

Yleisen kaavan (1) mukaisia yhdisteitd voidaan val-
mistaa millad tahansa alalla tunnetulla sopivalla menetel-
mdllad ja/tai seuraavilla menetelmilld, jotka sellaisenaan
muodostavat osan keksintdd. On huomattava, ettd milloin
tdssd kuvatuissa synteesiprosesseissa on valmistettava
erityinen kaavan (I) mukainen stereoisomeeri, niin tdssé
kuvatuissa prosesseissa voidaan k8yttdsd sopivaa homokiraa-
lista materiaalia ja/tai isomeerit voidaan erottaa seok-
sista kdyttden tavanomaisia erotusmenetelmid (esim. HPLC).

Keksinntén mukaisia yhdisteitd8 voidaan valmistaa
seuraavalla menetelmdlld. Seuraavassa kuvauksessa ja kaa-
voissa ryhmit R!, R?, R?}, R®, R’, R® ja X merkitsevat edelld
mé&driteltyd, jollei muuta osoiteta. On huomattava, etta
seuraavissa kuvatuissa eri yhdisteissd ladsndolevat funk-
tionaaliset ryhm&t, kuten amino-, hydroksyyli- tai karbok-
syyliryhmdt, jotka halutaan sdilyttd8, on mahdollisesti
suojattava ennen reaktioiden alkua. Tdllaisissa tapauksis-
sa tietyn reaktion viimeisen& vaiheena voi olla suojarya-
mdn poistaminen. Tdllaisten funktionaalisten ryhmien sopi-
vat suojaryhm@t ovat alalla hyvin tunnettuja. Yksityiskoh-
taisesti niitd on esitetty teoksessa "Protective Groups in
Organic Synyhesis", Wiley Interscience, T.W. Greene, PGM
Wuts.

Yleisen kaavan (I) mukaisia yhdisteitd valmistetaan
poistamalla suojaryhm8& (esimerkiksi hydrolyysin avulla)
yhdisteestd, jonka yleinen kaava on [II], joka on sama
kuin kaava (I), jossa R’ on sopiva suojaryhmi (esim. tert-
butyyli tai asetaatti).

On huomattava, ettd8 kun on valmistettava erityinen
kaavan (I) mukainen stereoisomeeri, niin se voidaan saada
tavanomaisella resoluutiotekniikalla kuten suurisuoritus-
kykyiselld nestekromatografialla. Haluttaessa voidaan kui-
tenkin kytkentédreaktiossa kdyttdd8 sopivia homokiraalisia
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ldhtbaineita kaavan (I) mukaisen tietyn stereoisomeerin
valmistamiseksi. Tdstd on esitetty esimerkki jidljemp&ni.

Yleisen kaavan (II) mukaisia vdlituotteita voidaan
valmistaa kytkem&lld yhteen happo, jonka kaava on (III),
jossa R’ ja R® merkitsevdt samaa kuin edells, tai sen ak-
tiivinen johdannainen, ja kaavan (1IV) mukainen amiini.
Kaavan (III1) mukaisen hapon aktiivisia johdannaisia ovat
esimerkiksi happoanhydridit tai happohalogenidit, kuten
happokloridit.

Kytkentdreaktio voidaan suorittaa tdméntyyppisissid
aminointireaktioissa k&ytetyissd8 standardiolosuhteissa.
Niinpd reaktio voidaan suorittaa liuottimessa, esimerkiksi
orgaanisessa liuottiessa kuten eetterissid, esimerkiksi
syklisess8 eetterissd kuten tetrahydrofuraanissa, amidis-
sa, esim. substituoidussa amidissa kuten dimetyyliform-
amidissa, tai halogenoidussa hiilivedyssd kuten di-
kloorimetaanissa, alhaisessa l&mp®tilassa, esim. la&mpdti-
lassa -30 °C:n ja huoneenlampdtilan v&lilld, kuten -20 -
O °C:ssa, mahdollisesti emdksen ldsnd ollessa, esim. or-
gaanisen emdksen, Kkuten trietyyliamiinin +tai syklisen
amiinin kuten N-metyylimorfoliinin l1&8sn& ollessa. Kun kdy-
tetd8n kaavan (III) mukaista happoa, niin reaktio voidaan
lis&@ksi suorittaa kondensointiaineen l&snd ollessa, esi-
merkiksi di-imidin, kuten N,N'-disykloheksyylikarbodi-imi-
din 1l8sn8 ollessa, edullisesti triatsolin, kuten 1l-hydrok-
sibentsotriatsolin l&snd ollessa. Vaihtoehtoisesti happo
voidaan ennen reaktiota kaavan (IV) mukaisen amiinin kans-
sa saattaa reagoimaan klooriformiaatin, esimerkiksi etyy-
liklooriformiaatin kanssa.

Yleisen kaavan (IV) mukainen amiini voidaan valmis-
taa kytkem&lld kaavan (V) mukainen happo tai sen aktiivi-
nen johdannainen kaavan (VI) mukaiseen  amiiniin ja sen -

jé&lkeen poistamalla suojaryhmét.
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Kaavan (V) mukaisen hapon aktiivisia johdannaisia
ovat esimerkiksi happoanhydridit tai happohalogenidit ku-
ten happokloridit, kuten edelld esitettiin.

Yleisilld kaavoilla (V) ja (VI) kuvatut aminohapot
ja niiden johdannaiset voidaan saada kiraalisessa muodossa
tai rasemaatteina. Kiraalisessa muodossa ne toimivat ylei-
sen kaavan (I) mukaisten yhdisteiden asymmetrisind raken-
nuselementteind. Monia ndistd johdannaisista voidaan hel-
posti valmistaa kaupallisesti saatavista 1l&htdaineista
alalla hyvin tunnetuin menetelmin (katso: "The Practice of
Peptide Synthesis", M. Bodanszk et al., Springer Verlag,
New York, 1984; WO 92/21 360).

Yleisen kaavan (II) mukaisia yhdisteitd voidaan
valmistaa nukleofiilisesti substituoimalla yhdiste, jonka
yleinen kaava on (VII), jossa R on sopiva poistuva ryhmi
(esim. halogeeni, kuten bromi, tai alkyylisulfonaattieste-
ri, kuten metaanisulfonaatti), tiolilla, jonka yleinen
kaava on (VIII), jossa R’ on sopiva suojaryhmd@ (esim. tert-
butyyli tai asetaatti), alalla tunnetuissa standardiolo-
suhteissa, joista esimerkkind ovat julkaisussa WO
90/05 719 kuvatut.

Yleisen kaavan (VIII) mukaisia tioleja voidaan val-
mistaa alalla tunnetuin menetelmin kaupallisesti saatavis-
ta lahtdaineista. Monia vyleisen kaavan (VIII) mukaisia
tioleja on myds kaupallisina tuotteina.

Yleisen kaavan (VII) mukaisia yhdisteitd wvoidaan
valmistaa kytkem&lld happo, jonka yleinen kaava on (IX),
jossa RY ja R® merkitsev&t samaa kuin edelld (tai happo
sopivasti suojattunna), tai sen aktiivinen johdannainen,
vhteen yleisen kaavan (IV) mukaisen amiinin kanssa kéyt-
tden samankaltaisia kytkent&@olosuhteita kuin edelld kaavan
(II) mukaisten yhdisteiden valmistuksen yhteydessd kuva-
tut.

Kaavoilla (III) ja (IX) kuvatut karboksyylihapot

voidaan saada rakenteeltaan kiraalisina muotoina tai rase-
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maatteina. Monia n8istd johdannaisista voidaan helposti
valmistaa kaupallisesti saatavista ldhtSaineista k&dyttden
alalla hyvin tunnettuja menetelmid (katso WO 90/05 719).

Kaavan (I) mukaisia yhdisteitd voidaan my&s valmis-
taa muista kaavan (I) mukaisista yhdisteist& intrerkonver-
siolla. Niinp&d esimerkiksi kaavan (I) mukainen yhdiste,
jossa R on C,,-alkyyli, voidaan valmistaa hydraamalla
(kdyttden Pd/C-katalysaattoria sopivassa liuottimessa ku-
ten etanolissa) kaavan (I) mukaisesta yhdisteestd, jossa R!
on C, s~alkenyyliryhmd. Kaavan (I) mukainen yhdiste, jossa
R’on R!'°CO, voidaan valmistaa asyloimalla (k&dyttden sopivaa
happokloridia RCOCl emdksen, kuten trietyyliamiinin l&sni
ollessa sopivassa liuottimessa, kuten klooratussa hiilive-
dyss&d, esimerkiksi dikloorimetaanissa) kaavan (I) mukainen
yhdiste, jossa R’ on H.

Saatujen lopputuotteiden tai védlituotteiden seokset
voidaan tunnetulla tavalla aineosiensa erilaisten fysikaa-
liskemiallisten ominaisuuksien perusteella erottaa puh-
taiksi lopputuotteiksi tai vdlituotteiksi kdyttden esimer-
kiksi kromatografiaa, fraktiokiteytystd tai suolanmuodos-
tusta, milloin se olosuhteista riippuen on sopivaa tai
mahdollista.

Keksinndn mukaisilla yhdisteilld on in vitro esto-
aktiivisuutta stromelysiinin, kollagenaasin ja gelatinaa-
sin suhteen. Keksinnén mukaisilla yhdisteilld on myds
TNF:n vapautumista estdvdd vaikutusta in vitro. Yhdistei-
den aktiivisuus ja selektiivisyys voidaan md&drittda kayt-
tden sopivaa entsyymin estotestid, esimerkiksi j&ljempéna
esimerkissd A kuvatulla tavalla.

Tdmd keksintd® koskee myds menetelmdd sellaisten
potilaiden (k&sitt83 ihmisen ja/tai meijeri-, 1liha- tai
turkisteollisuutta varten tai lemmikkieldimind kasvatetut
nisdkkadat) kdsittelemiseksi, joiden huonokuntoisuuden tai
sairauden voidaan katsoca johtuvan stromelysiinistd siten

kuin edelld kuvattiin, ja erityisesti menetelm&s, jossa
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kasittely suoritetaan annostamalla aktiivisina aineina
kaavan (1) mukaisia metalloproteinaasien inhibiittoreita.

Siten kaavan (I) mukaisia yhdisteit# voidaan k&yt-
td4d mm. luu-niveltulehduksen ja nivelreuman kisittelemi-
seen ja sairauksissa ja indikaatioissa, jotka ovat seu-
rauksena sellaisesta ndiden metalloproteinaasien yli-il-
mentymisestd, jollaista 18ytyy tietyissid metastaattisissa
kasvainsolulinjoissa.

Kuten edelld mainittiin, kaavan (I) mukaisia yhdis-
teitd voidaan k&yttd8 ihmis-~ ja eldinlddkinndssd, koska ne
ovat aktiivisia TNF:n ja MMP-entsyymien inhibiittoreita.
Siten toisen aspektin mukaan t&m& keksintd koskee menetel-
md3d TNF:n tai MMP-entsyymien vdlittdmidn sairauden tai tau-
titilan hoitamiseksi (hoidolla tarkoitetaan k&sittelyéd tai
ennaltaehkdisyd) nisdkk8issd, varsinkin ihmisiss& siten,
ettd nisdkkd&8lle annostetaan vaikuttava mdérad edelld ole-
vaa kaavan (I) mukaista yhdistettd tai sen farmaseuttises-
ti hyvédksyttdvdd suolaa. T&hdn tarkoitukseen kaavan (I)
mukaista yhdistettd voidaan k&ytt&d TNF:n tai MMP-entsyy-
mien vdlittdmé&n sairauden tai tautitilan hoitamiseen (hoi-
dolla tarkoitetaan k&sittelyd tai ennaltaehk&disy&d) sopivan
valmisteen muodossa.

Edelld mainittuihin sairauksiin tai tautitiloihin
kuuluvat tulehdus, kuume, syd&nverisuonioireet, veren-
vuoto, koagulaatio ja akuutti faasivaste, kuihtuminen ja
anoreksia, akuutit infektiot, sokkitilat, siirteiden hyl-
kimisreaktiot Jja autoimmuunitaudit; ja sellaiset
sairaudet, joissa esiintyy kudoksen tuhoutumista, kuten
luukato, tulehdustaudit, ihosairaudet, kasvainten kasvu,
angiogeneesi ja sekundaaristen metastaasien invaasio, var-
sinkin nivelreuma, luu-niveltulehdus, periodontiitti, ien-

"tulehdus, sarveiskalvon haavauma, kasvaimen ~kasvu, an-~

giogeneesi ja sekundaaristen metastaasien invaasio.
Nivelreuman ja luu-niveltulehduksen kdsittelyyn ja
sellaisten tautien ja indikaatioiden ké&sittelyyn, jotka
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ovat seurausta sidekudoksen perusaineen (matriksi) metal-
loendoproteinaasien yli-ilmentymdstd ja joita on loydetty
tietyissd metastaattisissa kasvainlinjoissa, tai muiden
matriksin metalloendoproteinaasien vadlitta@mien tautien tai
lisdidntyneestd TNF-tuotannosta johtuvien tautien k&sitte-
lyyn kaavan (I) mukaisia yhdisteitd voidaan antaa 1l&88k-
keeksi suun kautta, paikallisesti, ruuansulatuskanavan
ulkopulisesti, inhalaationa, suihkeena tai perdsuolen
kautta annosyksikkékoostumuksina, jotka sisdltévdt myrkyt-
tbmis farmaseuttisesti hyv&ksyttdvid kantaja-aineita, apu-
aineita ja kuljettimia. Ilmaisu ruuansulatuskanavan ulko-
puolisesti k&sittdd8 t&ssd kaytettynd ihonalaiset injek-
tiot, suonensisdiset, lihaksensisdiset, rintalastansis&i-
set injektiot tai infuusiotekniikat. Sen liséksi,‘etté
keksinntn mukaiset yhdisteet ovat vaikuttavia l&mminveris-
ten eldinten k8sittelyssd, kuten hiirien, rottien, hevos-
ten, nautakarjan, lampaiden, koirien ja kissojen késitte-
lyssd, ne ovat vaikuttavia myds ihmisten késittelyssa.
Suun kautta otettavaksi olevassa muodossa aktiivis-
ta ainetta sisdltdvd farmaseuttinen koostumus voi olla
esimerkiksi tablettien, pastillien, l&&kenappien, vesi-
tai 6ljysuspensioiden, dispergoituvien jauheiden tai ra-
keiden, emulsioiden, kova- ja pehmedkapselien tai siirap-
pien tai eliksiirien muodossa. Suun kautta otettaviksi
tarkoitetut koostumukset voidaan valmistaa milld tahansa
farmaseuttisten koostumusten valmistuksessa kéytetylla
tunnetulla menetelmdlls, ja jotta saataisiin farmaseutti-
sesti miellyttédvid ja maittavia valmisteita, koostumukset
voivat sisdltdad yhtad tai useampaa seuraavista aineista:
makeutusaineet, makuaineet, vdrit ja s&ilontdaineet. Tab-
letit sisd@ltévdt aktiivista aineosaa seoksena sellaisten

‘myrkyttomien farmaseuttisesti hyvdksyttédvien tdyteaineiden

kanssa, jotka ovat sopivia tablettien valmistukseen. T&l-
laiset tdyteaineet voivat olla esimerkiksi inertteja lai-
mentimia, kuten kalsiumkarbonaatti, natriumkarbonaatti,
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laktoosi, kalsiumfosfaatti tai natriumfosfaatti; rakeis-
tusaineita tai hajoamista helpottavia aineita, esimerkiksi
maissitdrkkelystd8 tai algiinihappoa; sideaineita, esimer-
kiksi tdrkkelystd, gelatiinia tai akaasiakumia, tai luis-
toaineita, esimerkiksi magnesiumstearaattia, steariinihap-
poa tai talkkia. Tabletit voivat olla p&&llystimittdmis
tai tunnetuilla menetelmilld p&&llystettyjd siten, etta
niiden hajoaminen imeytyminen ja ruuansulatuskanavassa
tapahtuu s&88detysti ja ettd saadaan kauemmin kestdvd hi-
dastettu vaikutus. Voidaan kayttdd esimerkiksi hidastavaa
materiaalia kuten glyseryylimonostearaattia tai glyseryy-
lidistearaattia. Tabletit voidaan my6s p&d&llystdid US-pa-
tenttijulkaisuissa 4 256 108, 4 166 452 ja 4 265 874 kuva-
tuilla menetelmilld s&8detysti aktiiviainetta wvapautta-
vien, osmoottisten, terapeuttisten tablettien muodostami-
seksi.

Suun Kkautta otettaviksi tarkoitetut Kkoostumukset
voivat olla myO6s kovagelatiinikapseleina, joissa aktiivi-
nen aineosa on sekoitettuna inertin kiintedn laimennusai-
neen kanssa, esimerkiksi kalsiumkarbonaatin, kalsiumfos-
faatin tai kaoliinin kanssa, tai pehme&dgelatiinikapselei-
na, joissa aktiivinen aineosa on sekoitettuna veteen tai
6ljyvdliaineeseen, esimerkiksi maap&hkin&d®&ljyyn, parafii-
nidljyyn tai oliividljyyn.

Vesipitoiset suspensiot sisdltdviat aktiivisia ai-
neita seoksena sellaisten lisdaineiden kanssa, jotka so-
veltuvat vesipitoisten suspensioiden valmistukseen. Sel-
laisia lisdaineita ovat suspendointiaineet, esimerkiksi
natriumkarboksimetyyliselluloosa, metyyliselluloosa, hyd-
roksipropyylimetyyliselluloosa, natriumalginaatti, polyvi-
nyylipyrrolidoni, traganttikumi ja akaasiakumi; disper-
gointi- ja kc¢stutusaineina voi olla luonnossa esiintyvii
fosfatideja, esimerkiksi lesitiini, tai alkyleenioksidin
kondensaatiotuotteita rasvahappojen kanssa, esimerkiksi
polyoksietyleenistearaatti, tai etyleenioksidin kondensaa-
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tiotuotteita pitk&ketjuisten alifaattisten alkoholien
kanssa, esimerkiksi heptadekaetyleenioksisetanoli, tai
etyleenioksidin Kkondensaatiotuotteita rasvahapoista ja
heksitolista johdettujen osittaisesterien kanssa, kuten
polyoksietyleenin ja rasvahapoista ja heksitolianhydri-
deist& johdettujen osittaisesterien vdliset kondensaa-
tiotuotteet, esimerkiksi polyoksietyleenisorbitaanimono-
oleaatti. Vesipitoiset suspensiot voivat myds sisdltis
yhtd tai useampaa sdildntdainetta, esimerkiksi etyyli- tai
n-propyyli-p-hydroksibentsoaattia, yht& tai useampaa vari-
ainetta, yht8 tai useampaa makuainetta ja yhtd tai useam-
paa makeutusainetta, kuten saakkaroosia tai sakariinia.

0ljysuspnsiot voidaan koostaa suspendoimalla aktii-
vinen aineosa kasvidljyyn, esimerkiksi maap&hkin&ddljyyn,
o0liividljyyn, seesamdljyyn tai kookos®ljyyn, tai mineraa-
1isljyyn kuten parafiinidljyyn. Oljysuspensiot voivat si-
s81téd8 sakeutusainetta, esimerkiksi mehil&isvahaa, kovapa-
rafiinia tai setyylialkoholia. Maittavan suun kautta otet-
tavan valmisteen saamiseksi voidaan lisdtd makeutusainei-
ta, kuten sellaisia, joita edelld kuvattiin, ja makuainei-
ta. N&iden koostumusten s&ilyvyyttd parantamaan voidaan
lis&td antioksidanttia kuten askorbiinihappoa.

Dispergoituvissa jauheissa ja rakeissa, jotka sopi-
vat vesipitoisten suspensioiden valmistukseen lis#d&m&lla
vettd, aktiivinen aineosa on seoksena dispergointi- tai
kostutusaineen ja yhden tai useamman s#ildntdaineen kans-
sa. Sopivia dispergointi- tai kostutusaineita ovat edelld
esimerkkeind mainitut. Valmisteet voivat myds sisdltaa
makeutus-, maku- ja vdriaineita.

Keksinnbn mukaiset farmaseuttiset koostumukset
voivat olla myds 6ljy/vedessi-emulsioina. Oljyfaasina voi
olla kasvibljy, esimerkiksi oliivi®ljy tai maapdhkin&éljy,
tai mineraalidljy, esimerkiksi parafiini6ljy, tai n&diden
seos. Sopivia emulgointiaineita wvoivat olla luonnossa
esiintyvdt kumit, esimerkiksi akaasiakumi tai traganttiku-
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mi, luonnossa esiintyvdt fosfatidit, esimerkiksi soija-
lesitiini, ja rasvahapoista ja heksitolianhydrideistd joh-
detut esterit tai osittaisesterit, esimerkiksi sorbi-
taanimono-oleaatti, ja mainittujen osittaisesterien ja
etyleenioksidin v8liset kondensaatiotuotteet, esimerkiksi
polyoksietyleenisorbitaanimono-oleaatti. Emulsiot wvoivat
myds sis&ltd8d makeutus- ja makuaineita.

Siirapit javeliksiirit voidaan formuloida makeutus-
aineiden kanssa, esimerkiksi glyserolin, propyleeniglyko-
lin, sorbitolin tai sakkaroosin kanssa. T&llaiset koostu-
mukset voivat sis8lt88 myts drsytystd lieventdvidsd ainetta,
sadilontdainetta ja maku- ja vdriaineita.

Farmaseuttiset koostumukset voivat olla steriilien
injektoitavien vesi- tai 6ljysuspensioiden muodossa. T&l-
lainen suspensio voidaan valmistaa alalla tunnetulla ta-
valla k&8ytt&en sellaisia sopivia dispergointi- tai kostu-
tusaineita ja suspendointiaineita, joita edelld mainit-
tiin. Steriili injektoitava valmiste voi my6s olla sterii-
li injektoitava liuos tai suspensio myrkyttdmédssda parente-
raalisesti hyvdksyttdvidssd laimentimessa tai liuottimessa,
esimerkiksi 1,3-butaanidioliliuos. Kaytettaviksi hyvdksyt-
tdviin kuljettimiin ja liuottimiin kuuluvat vesi, Ringerin
liuvuos ja isotoninen natriumkloridiliuos. Lis&ksi steriile-
j& haihtumattomia 6l1jyj& kdytetdsn tavallisesti liuottimi-
na tai suspendointiaineina. T&h&n tarkoitukseen voidaan
kdyttda mit&8 tahansa neutraalia haihtumatonta 61jyd mukaan
lukien synteettiset mono- ja diglyseridit. Lisdksi rasva-
happoja kuten 6ljyhappoa saatetaan kdyttdd injektoitavien
tuotteiden valmistuksessa.

Kaavan (I) mukaisia yhdisteit3 voidaan antaa l&&k-
keksi myds perdpuikkojen muodossa lddkkeen annostamiseksi
perdsuolen kautta. N&md koostumukset voidaan valmistaa
sekoittamalla l&d8keaine sellaisen sopivan, drsyttamattobmén
tdyteaineen kanssa, joka on kiinted tavallisissa lampdti-
loissa, mutta nestemdinen per&suolen l&mpdtilassa ja joka
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siten sulaa per&dsuolessa vapauttaen lddkeaineen. Tdllaisia
materiaaleja ovat kaakaovoi ja polyetyleeniglykolit.

Paikalliseen k&ytt66n sopivat kaavan (I) mukaisia
vyhdisteitd sisdltdvdt voiteet, salvat, liuokset tai sus-
pensiot jne. T&dllainen paikallinen kd&yttd késittdd my6s
suuvesien ja kurlausvesien kdytén.

Edelld esitettyjen tautitilojen k&sittelyyn kdytt6-
kelpoiset annostasot ovat suuruusluokkaa noin 0,05 - noin
140 mg/ruumiinpaino-kg p&ivéssd (noin 2,5 ~ noin 7 g poti-
lasta kohti p#éivédsss). Esimerkiksi tulehdusta voidaan te-
hokkaasti hoitaa annostamalla noin 0,01 - noin 50 mg yh-
distettd ruumin kilogrammaa kohti p&divdssd (noin 0,5 -
noin 3,5 g potilasta kohti pédivédssd).

Aktiivisen aineen m&&drd, joka yhdistet&d&n kantaja-
aineiden kanssa yhden annosyksik®tén muodostamiseksi, voi
vaihdella riippuen kulloinkin kdsiteltdvéstd kohteesta ja
kdytetystd annostustavasta. Esimerkiksi ihmisille suun
kautta annostettavaksi tarkoitettu koostumus voi sis&dlt&s
aktiivista ainetta noin 5 - noin 95 % koko koostumuksen
painosta. Annosyksikkémuodot sisdltadvat yleensd noin 1 -
noin 500 mg aktiivista ainetta. |

On kuitenkin ymmédrrettévd, ettd tietylle potilaalle
annettu erityinen annostaso vaihtelee riippuen monista
tekijoistd, joita ovat esimerkiksi kdytetyn yhdisteen ak-
tiivisuus, potilaan ik&d, paino, yleiskunfo, sukupuoli,
li8kkeen annostusaika ja annostustapa, l&ddkkeen erittymi-
nen, lddkeyhdistelmd8 ja kulloinkin hoidetun sairauden va-
kavuus.

Seuraavat esimerkit 1 - 23, jotka eivdt rajoita
keksinntn suojapiiria, wvalaisevat kaavan (I) mukaisten
vhdisteiden valmistusta kdyttden materiaaleja, joihin si-

sdltyy seuraavia vadlituotteita. Esimerkit A - D valaisevat

koejédrjestelyja.
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Esimerkeissé kdytetd&n seuraavia lyhenteita:

DCC = disykloheksyylikarbodi-imidi

RT = huoneenlampttila

EDC = 1-(3-dimetyyliaminopropyyli)-3-etyylikarbodi-imi-
di-hydrokloridi

THF = tetrahydrofuraani

TNFa = kasvaimen nekroositekiji a

PMA = forboli-1l3-myristaatti-l2-asetaatti

entsyymi-kytketty immunosorbenttianalyysi

Vadlituote 1

L-fenyylialaniini-N-metyyliamidi

DCC:td (3,02 g) 1lis&ttiin O °C:ssa L-fenyylialanii-
ni-N-bentsyylikarbamaatin (4,00 g) ja N~hydroksisukkinimi-
din (1,69 g) liuokseen vedettdmédssd THF:ss& (35 ml). Seos-
ta sekoitettiin 0 °C:ssa 16 tuntia, sitten suodatettiin
kdyttden celited. Suodokseen lisédttiin vesipitoista metyy-
liamiinia (40 % vedessd, 5 ml), ja seosta sekoitettiin
huoneenlampdtilassa 24 tuntia. Reaktioseos konsentroitiin
vakuumissa ja raakatuote (6,01) liuotettiin etanoliin
(250 ml). Etanoliliuokseen lisdttiin pommissa 10-%:isen

ELISA

Pd/C-katalysaattorin vesisuspensio (noin 2 ml). Seosta
sekoitettiin vetykaasussa 724 kPa:ssa (105 psi) 18 tuntia.
Liuos suodatettiin celiten avulla, ja suodos haihdutettiin
vakuumissa. J&&8nnds jaettiin 1 N kloorivetyhappoon (110
ml) ja dikloorimetaaniin (50 ml) liukeneviin osiin. Ker-
rokset erotettiin ja vesikerros uutettiin dikloorime-
taanilla (50 ml). Vesikerros tehtiin emdksiseksi 3 N nat-
riumhydroksidiliuoksella pH-arvoon noin 14 ja uutettiin
dikloorimetaanilla (3 x 50 ml). Viimeksi saadut uutteet
yhdistettiin, kuivattiin (Na,SO,), suodatettiin ja haihdu-
tettiin, jolloin saatiin otsikon yhdiste varitttm&nad vis-
koosisena 6l1ljynd, joka suurvakuumissa muuttui kiinte&dksi
(2,24 g).

TLC R, 0,15 (5 % MeOH-CH,Cl,).

Samalla tavalla valmistettiin:
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vdlituote 2

L-tryptofaani-N-metyyliamidi

L-tryptofaani-N-bentsyylikarbamaatista (50 g) vé&-
rittbm&nd 61jynd (14,3 g).

TLC R, 0,30 (5 % MeOH-CH,Cl,).

vdlituote 3

N-[N-(karbobentsyylioksi)-L-leusyyli]-L-fenyy-
lialaniinimetyyliamidi

vdlituotetta 1 (1,33 g), L-leusiini~-N-bentsyylikar-
bamaattia (1,98 g), N-hydroksibentsotriatsolia (1,21 g) ja
EDC:td (1,57 g) sekoitettiin yhdessd vedettOméssid THF:ssi
(30 ml) O °C:ssa 24 tuntia. Seokseen lisidttiin vetta (10
ml) ja dikloorimetaania (10 ml) ja orgaaninen liuotin
poistettiin vakuumissa, vesifaasi jaettiin 1 N kloorivety-
hapopoon (10 ml) ja etyyliasetaattiin (20 ml) liukeneviin
osiin. Orgaaninen Kerros erotettiin, pestiin kylladstetylla
NaHCO;~1liuoksella (8 %, 20 ml) ja kylladstetylld NaCl-liuok-
sella (20 ml), KkKuivattiin (Na,SO,), suodatettiin ja haihdu-
tettiin, jolloin saatiin l&pikuultamaton geeli. Se liuo-
tettiin dikloorimetaaniin, liuos haihdutettiin vakuumissa,
jolloin saatiin otsikon yhdiste vdrittom#nsd kiinte3nid ai-
neena (2,78 g).

TLC R, 0,60 (EtOAc).

Samalla tavalla valmistettiin:

Vdlituote 4

N-[N-(karbobentsyylioksi)~-L-leusyyli]-L-trypto-
faanimetyyliamidi

v8lituotteesta 2 (11,4 g) valkeana kiinteidnsd tuot-
teena (20 g).

TLC R, 0,46 (5 % MeOH-CH,C1,).

vdlituote 5

N-[N-(karbobentsyylioksi)-L-treonyyli]-L-fenyy-
lialaniinimetyyliamidi

L-treoniini-N-bentsyylikarbamaatista (4,3 g) vidrit-
tomé&na 6ljynd (7,7 g).

TLC R, 0,31 (5 % MeOH-CH,Cl,).
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vdlituote 6

N-(L-leusyyli)~L-fenyylialaniinimetyyliamidi

vdlituote 3 (2,78 g) liuotettiin etanoliin (140 ml)
ja liuokseen 1lis&ttiin 10-%:ista Pd/C-katalysaattoria
(0,5 g) (suspensiona noin 3 ml:ssa vettd). Suspensiota
sekoitettiin vetykaasussa 16 tuntia. Seos suodatettiin
kdyttden celited ja pestiin dikloorimetaanilla (20 ml).
Haihduttamalla suodos saatiin vidrittn puolikiinted aine,
joka liuotettiin 1 N kloorivetyhappoon (100 ml) ja liuos
uutettiin dikloorimetaanilla (3 x 50 ml), tehtiin sitten
emdksiseksi 3 N natriumhydroksidiliuoksella ja uutettiin
dikloorimetaanilla (3 x 50 ml). Viimeksi saadut uutteet
vhdistettiin, kuivattiin (Na,S0,), suodatettiin ja haihdu-
tettiin, jolloin saatiin otsikon yhdiste varittdm&nd kiin-
tednd aineena (1,66 g).

TLC R, 0,13 (5 % MeOH-CH,Cl,).

valituote 7 N-(L-leusyyli)-L-tryptofaanimetyy-
liamidi

vVdlituotteen 4 (2 g) 1liuosta syklohekseenissé
(50 ml) ja etanolissa (50 ml) ké&siteltiin 10-%:isella
Pd/C-katalysaattorilla (0,2 g). Seosta sekoitettiin palau-
tusjddhdytyslampdtilassa 2 tuntia. Seos suodatettiin kayt-
tden celited, liuotin poistettiin vakuumissa ja jaannds
puhdistettiin pylvdskromatografialla (SiO,, 10 % MeOH-
CH,Cl,), Jjolloin saatiin hygroskooppinen varitdin Kkiinteé
aine (1,05 g).

TLC R, 0,38 (10 % MeOH-CH,Cl,).

Samalla tavalla valmistettiin:

Vdlituote 8

N- (L-treonyyli)-L-fenyylialaniinimetyyliamidi

vdlituotteesta 5 (6,6 g) valkeana kiintednd aineena
(3,31 g). ' '

TLC R, 0,05 (5 % MeOH-CH,Cl,).
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Vdlituote 9

Asetyylimerkaptoetikkahappo

Etanoliin (20 ml) lis&dttiin natriumia (460 mg) ja
sitten liuokseen lis&ttiin tiolietikkahappoa (1,50 ml). 5
minuutin kuluttua lisattiin bromietikkahappoa (2,78 g) ja
seosta sekoitettiin huoneenlé&mpdtilassa 18 tuntia. Reak-
tioseos laimennettiin dikloorimetaanilla (60 ml) ja suoda-
tettiin (celite). Suodos haihdutettiin vaaleankeltaiseksi
6ljyksi. Raakatuote liuotettiin dikloorimetaaniin (10 ml),
liuos suodatettiin ja suodos haihdutettiin, jolloin saa-
tiin otsikon yhdiste vaaleankeltaisena 6l1jynd (2,84 g).

H-NMR (200 MHz; CDCl,; Ref TMS) 2,41 (s, 3H) ja
3,75 (s, 2H).

vdlituote 10

(RS) -2-bromipentaanihappo

D,L-norvaliinin (10 g) ja kaliumbromidin (35,5 g)
liuokseen vesipitoisessa rikkihapossa (1,25 M, 130 ml)
lisdttiin O °C:ssa tunnin aikana annoksittain kiinteds
natriumnitriittid (8,8 g). Sitten liuoksen annettiin l&m-
metd8 huoneenlampéttilaan ja sitd sekoitettiin 2 tuntia.
Seos uutettiin dikloorimetaanilla (2 x 100 ml), yhdistetyt
uutteet kuivattiin (MgSO,) ja haihdutettiin wvakuumissa,
jolloin saatiin otsikon yhdiste (11,53 g) vadritttm&nd o©l-
jyn&.

TLC R, 0,60 (EtOAc).

Samalla tavalla valmistettiin:

vdlituote 11

(RS)~2-bromi-3-metyylibutaanihappo

D,L-valiinista (10 g) v&@rittom&na 81jynsa (11,48 g).

TLC R, 0,54 (EtOAc).

Vdlituote 12

(RS)-2-bromi-2-fenyylietikkahappo

D,L-fenyyliglysiinistd (10 g) vaaleankeltaisena
6ljyna (7,24 g).

TLC R, 0,58 (EtOAc).
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Vdlituote 13

(RS)-2-bromi-3-fenyylipropaanihappo

D,L-fenyylialaniinista (5 g) vaaleankeltaisena 61-
jynd (6,72 g).

TLC R, 0,58 (EtOAc).

Vdlituote 14

(RS)-2-bromi-4-fenyylibutaanihappo

D, L-homofenyylialaniinista (970 mg) valkeana kiin-
te&nsd aineena (1,0 g).

TLC R, 0,13 (EtOAc).

Vdlituote 15

(RS)-2-(asetyylitio)pentaanihappo

vdlituotteen 10 (3,0 g) liuosta etanolissa (50 ml)
kdsiteltiin kaliumtioliasetaatilla (2,1 g) ja seosta se-
koitettiin huoneenlé&mpdtilassa y®6n yli. Liuos haihdutet-
tiin vakuumissa ja j&&nnds jaettiin veteen (30 ml) ja di-
kloorimetaaniin (30 ml) liukeneviin osiin. Orgaaninen ker-
ros pestiin kyll&stetylld8 NaCl-liuoksella (30 ml), kuivat-
tiin (MgSO,) ja haihdutettiin wvakuumissa, jolloin saatiin
otsikon yhdiste (2,23 g) keltaisena 6ljyné.

TLC R, 0,55 (EtOAc).

Samalla tavalla valmistettiin:

vdlituote 16

(RS)-2-(asetyylitio)propaanihappo

(RS)-2-bromipropaanihaposta (1,63 g) keltaisena
6ljynd (1,38 g).

TLC R; 0,4 (5 % EtOH-CHCl,).

Vdlituote 17

(RS)-2-(asetyylitio)-3-metyylibutaanihappo

Vdlituotteesta 11 (5 g) vaaleankeltaisena 6ljyné
(4,1 g).

TLC R, 0,5 (EtOAc).
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Vdlituote 18

(RS)-2-(asetyylitio)-2-fenyylietikkahappo

Vdlituotteesta 12 (3,0 g) Kkeltaisena 6ljynéd
(1,64 g).

TLC R, 0,5 (EtOAc).

Vidlituote 19

(RS)-2—(asétyylitio)-3—fenyy1ipropaanihappo

valituotteesta 13 (2,0 g) keltaisena ©ljyné
(1,41 g).

TLC R, 0,80 (EtOAc).

Vdlituote 20

(RS)-2-(asetyylitio)-4-fenyylibutaanihappo

vdlituotteesta 14 (860 mg) ruskeana 6ljynd (340
mg).

TLC R, 0,35 (EtOAc).

Esimerkki 1

N-[N-(asetyylimerkaptoasetyyli)-L-leusyyli]-L-fe-

nyylialaniini-N-metyyliamidi

valituote 6 (113 mg) ja vadlituote 9 (52 mg) liuo-
tettiin vedettémididn THF:88n (10 ml), liuokseen lis&dttiin
N-hydroksibentsotriatolia (63 mg) ja sen j&lkeen EDC:t&
(82 mg) ja liuosta sekoitettiin 0 °C:ssa 16 tuntia. Reak-
tioseos konsentroitiin vakuumissa ja ja&nnds jaettiin 1 N
kloorivetyhappoon (20 ml) ja etyyliasetaattiin (20 ml)
liukeneviin osiin. Kerrokset erotettiin ja orgaaninen faa-
si uutettiin kyllédstetyll& NaHCO;-liuoksella (2 x 20 ml) ja
kylladstetylld NaCl-liuoksella (20 ml), kuivattiin (MgSoO,)
ja haihdutettiin, jolloin saatiin varitdn kiinted raaka-
tuote (146 mg). Puhdistamalla flashpylvdskromatogarafialla
(8 x 1,5 cm, eluenttina EtOAc, pakkaus CH,Cl,:n Kkanssa)
saatiin otsikon vyhdiste vadrittéimand kiintedn& aineena
(110 mg).

TLC R, 0,35 (EtOAc).

'H-NMR (200 MHz; CDCl,; Ref TMS): 0,90 (m, 6H, 1,3 -
1,8 (m, 3H), 2,4 (s, 3H), 2,7 (4, 3H), 2,9 - 3,3 (m, 2H),
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3,5 (s, 2H), 4,2 (m, 1H), 4,6 (m, 1lH), 6,1 (m, 1H), 6,45
(br. 4, 1H), 6,6 (br. 4, 1H), 7,1 - 7,4 (m, 5H).

Samalla tavalla valmistettiin:

Esimerkki 2

(RS)-2-(asetyylitio)pentanoyyli-L-leusyyli-L-fenyy-
lialaniini-N-metyyliamidi

Vdlituotteesta 15 (300 mg) ja vdlituotteesta 6
(500 mg) valkeana kiinte&n& aineena (540 mg).

TLC R, 0,63 (5 % MeOH-CH,C1,)

C,;H;sN;0,S [449,6]; [MH'] = 450; [MNa'] = 472.

Esimerkki 3

(RS)-2-(asetyylitio)propanoyyli-L-leusyyli-L-fenyy-
lialaniini-N-metyyliamidi

vdlituotteesta 16 (180 mg) ja valituotteesta 6
(355 mg) valkeana kiinte&nd aineena (314 mg).

TLC R, 0,33 (EtOAc)

C,;H;;N;0,S [421,6]; [MH'] = 422.

Esimerkki 4

(RS)-2~-(asetyylitio)~-3-metyylibutanoyyli-L-leusyy-
li-L-fenyylialaniini-N-metyyliamidi

vdlituotteesta 17 (330 mg) ja vadlituotteesta 6
(553 mg) valkeana kiinte&nd aineena (570 mg) kiteytyksen
jédlkeen dietyylieetterista.

TLC R, 0,36, 0,40 (diastereomeerit) (EtOAc)

C,3H;sN,0,S [449,6]; [MH'] = 450; [MNa'] = 47,2.

Esimerkki 5

(RS)-2-(asetyylitio)-2-fenyyliasetyyli-L-leusyyli-
L-fenyylialaniini-N-metyyliamidi

vdlituotteesta 18 (360 mg) ja v&dlituotteesta 6
(500 mg) valkeana kiinte&nd aineena (600 mg).

TLC R, 0,37 (5 % MeOH-CH,C1,)

C,¢H;3N;0,S [483,6]; [MH'] = 484; [MNa'] = 496.
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Esimerkki 6

(RS)-2-(asetyylitio)-3-fenyylipropanoyyli-L-leusyy-
li-L-fenyylialaniini-N-metyyliamidi

Valituotteesta 19 (420 mg) ja vdlituotteesta 6 (553
mg) valkeana kiinte&nd aineena (410 mg) kiteytyksen
jédlkeen dietyylieetteristi.

TLC R, 0,36, 0,43 (diastereomeerit) (EtOAc)

C,,H;sN;0,S [497,7]: [MH'] = 498; [MNa'] = 520.

Esimerkki 7

(RS)~-2-(asetyylitio)-4-fenyylibutanoyyli-L-leusyy-
li-L-fenyylialaniini-N-metyyliamidi

vadlituotteesta 20 (350 mg) ja valituotteesta 6 (500
mg) valkeana kiinte&nd aineena (640 mg).

TLC R, 0,39 (5 % MeOH-CH,C1,)

C,gH;;N;0,8 [511,7]; [MH'] = 512; [MNa'] = 534.

Esimerkki 8

N-[N-(asetyylimerkaptoasetyyli)-L-treonyyli]-L-fe-
nyylialaniinimetyyliamidi

valituotteesta 9 (0,48 g) ja v&lituotteesta 8
(1,0 g) valkeana kiinte&n& aineena (0,83 g).

TLC R, 0,35 (7 % MeOH-CH,C1,)

'H-NMR (200 MHz; CDCl, + CD,0D: Ref TMS): 1,1 (4,
3H), 2,4 (s, 3H), 2,7 (4, 3H), 3,1 (m, 2H), 3,6 (d, 2H),
4,2 (m, 2H), 4,6 (m, 1H), 7,2 (m, 5H).

Esimerkki 9

N-[N-(asetyylimerkaptoasetyyli)-L-leusyyli]-L-tryp-
tofaanimetyyliamidi

valituotteesta 9 (220 mg) ja vadlituotteesta 7 (500
mg) valkeana kiinte&n8 aineena (590 mg).

TLC R, 0,22 (EtOAc)

C,,H;oN,0,S [446,6]; [MH'] = 447.
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Esimerkki 10

N-[N- (merkaptoasetyyli)-L-leusyyli]-L-fenyylialaniinime-
tyyliamidi

Esimerkin 1 yhdistettd (16 mg) sekoitettiin kyll&ds-
tetyn ammoniumhydroksidiliuoksen (200 ml) ja metanolin
(400 ml) kanssa typpikehdssd huoneenlédmpdtilassa 2 tuntia.
Liuos tehtiin happameksi 2 N kloorivetyhapolla ja seos
uutettiin dikloorimetaanilla (3 x 40 ml). Yhdistetyt or-
gaaniset fraktiot kuivattiin (Na,S0O,), suodatettiin ja
haihdutettiin, jolloin saatiin varitén kiinted raakatuote
(14,2 nmg). Puhdistamalla flashpylv&skromatogarafialla
(1,5 x 10 cm, eluenttina EtOAc, pakkaus CH,Cl,:n kanssa)
saatiin otsikon yhdiste varittotmdnd kiintednd aineena (6
mg).

TLC R, 0,23 (EtOAc).

'H-NMR (200 MHz; CDCl,; Ref TMS): 0,90 (4, 3H), 0,93
(4, 3H), 1,48 - 1,71 (m, 3H), 1,86 (t, 1H), 2,74 (4, 3H),
3,02 - 3,17 (m, 4H), 4,40 (m, 1H), 4,62 (q, 1H), 6,03 (br
m, 1H), 6,82 (br 4, 1H), 6,99 (br 4, 1H) ja 7,12 - 7,37
(m, 5H).

Samalla tavalla valmistettiin:

Esimerkki 11

(RS)-3-merkaptopentanoyyli-L-leusyyli-L-fenyyliala-
niini-N-metyyliamidi

Esimerkin 2 yhdisteestd (200 mg) valkeana kiintedni
aineena (180 mg).

TLC R, 0,37 (5 % MeOH-CH,CL,)

C,,H33N;0,S [407,6]1; [MH'] = 408; [MNa'] = 430.

Esimerkki 12

(RS)-2-merkapto-3-metyylibutanoyyli-L-leusyyli-L-
fenyylialaniini-N-metyyliamidi

Esimerkin 4 yhdisteestd (200 mg) valkeana kiinte&na
aineena (190 mg).

TLC R, 0,41 (5 % MeOH-CH,C1,)

C,,H;;N;0,S [407,6]; [MH'] = 408; [MNa'] = 430.
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Esimerkki 13

(RS)-2-merkapto-2-fenyyliasetyyli-L-leusyyli-L-fe-
nyylialaniini-N-metyyliamidi

Esimerkin 5 yhdisteestd (200 mg) valkeana kiinte&na
aineena (173 mg).

TLC R, 0,28 (5 % MeOH-CH,C1,)

C,,H;;N;0,S [441,6]; [MH'] = 442; [MNa‘'] = 464.

Esimerkki 14

(RS)-2-merkapto-3-fenyylipropanoyyli-L-leusyyli-L-
fenyylialaniini-N-metyyliamidi

Esimerkin 6 yhdisteestd (202 mg) valkeana kiinted&nd
aineena (185 mg).

TLC R, 0,28 (5 % MeOH-CH,Cl,)

C,;H33N,0,S [455,6]; [MH'] = 456.

Esimerkki 15

(RS)-2-merkapto-4-fenyylibutanoyyli-L-leusyyli-L-
fenyylialaniini-N-metyyliamidi

Esimerkin 7 yhdisteestd (150 mg) valkeana kiinte&dna
aineena (138 mg).

TLC R, 0,20 (5 % MeOH-CH,C1,)

C,¢HisN30,S [469,6]; [MH'] = 470; [MNa'] = 492.

Esimerkki 16

N-[N-(merkaptoasetyyli)-L-leusyyli]-L-tryptofaani-
metyyliamidi

Esimerkin 9 yhdisteestd (120 mg) valkeana kiinte&na
aineena (100 mg).

TLC R, 0,12 (5 % MeOH-CH,C1,)

C,oH,sN;0;S [390,6]; [MH'] = 391.

Esimerkki 17

N-[N-(merkaptoasetyyli)-L-treonyyli]-L-fenyyliala-
niinimetyyliamidi

Esimerkin 8 yhdisteestd (0,3 g) valkeana kiinteé&na
aineena (0,09 g).

TLC R; 0,09 (5 % MeOH-CH,Cl,)
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'H-NMR (200 MHz.DMSO) 1,0 (d, 3H), 2,5 (d, 3H), 2,8
(m, 3H), 3,0 (4.d, 1H), 3,2 (m, 2H), 3,9 (m, 1lH), 4,2
(a.4, 1H), 4,4 (m, 1H), 5,0 (4, 1H), 7,2 (m, 5H), 7,8 (m,
1H), 8,0 (m, 2H).

Esimerkki 18

(RS) -2-merkaptopropanoyyli-L-leusyyli]-N-metyyli-
amidi

Natriummetoksidin (10 mg) liuokseen metanolissa
(1,5 ml) lis&ttiin esimerkin 3 yhdistetta (56 mg, 0,133
mmol) ja seosta sekoitettiin huoneenlé&mpdtilassa tunnin
ajan. Liuotin haihdutettiin vakuumissa ja j&&nn®s jaettiin
dikloorimetaaniin (15 ml) ja 2 M kloorivetyhappoon (10 ml)
liukeneviin osiin. Vesikerros uutettiin uudelleen dikloo-
rimetaanilla (10 ml) ja yhdistetyt uutteet kuivattiin
(Na,S0,) ja haihdutettiin vakuumissa, jolloin saatiin val-
kea kiinted aine. Puhdistamalla pylvaskromatografialla
(8i0,, 3 % MeOH-CH,Cl,) saatiin otsikon yhdiste (13 mg) val-
keana kiinte&nd aineena.

C,Hx,N;0,8 [379,5]; MS [MH'] = 380.

TLC R, 0,32 (5 % MeOH-CH,Cl,).

Esimerkit 19 - 23

Lisdksi analogisesti edelld kuvattujen menetelmien
kanssa voidaan valmistaa viisi kaavan (I) mukaista yhdis-
tettd, joissa R® = R* = R® = H, R® = CH;, R® = ....bentsyyli,
R’ = CH,CO, n = 0 ja:

R' = CH,SCH; (esim. 19);

R! = CH,SOCH, (esim. 20);

R' = CH,SO,CH, (esim. 21);

R' = CH,0H (esim. 22);

R' = CH,CH,0H (esim. 23).

Esimerkki A

Kollagenaasi-inhibitioaktiivisuus

Yleisen kaavan (I) mukaisten yhdisteiden kyky toi-
mia kollagenaasin inhibiittoreina m&&ritettiin menetelmil-
14, jonka ovat kehitt&@neet Cawston ja Barrett (Anal.
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Biochem. 99, 340 - 345, 1979); siind testattavan inhi-
biittorin 1 mM liuosta tai sen laimennuksia inkuboitiin
37 °C:ssa 16 tuntia kollageenin ja kollagenaasin kanssa
(puskurina 50 mM tris-puskuri, pH 7,6, joka sis8lsi 5 mM
CaCl,, 0,05 % Brij 35, 60 mM NaCl ja 0,02 % NaN,;). Kolla-
geenina oli °*H- tai 'C-kollageeni, joka oli valmist=zttu
Cawstonin ja Murphyn (Methods in Enzymology 80, 711, 1981)
menetelm&llsd. Radioaktiivisen merkkiaineen valinta ei vai-
kuttanut kollagenaasin kykyyn hajottaa kollageenisubs-
traattia. N&ytteet lingottiin hajoamattoman kollaageenin
saostamiseksi, ja radioaktiivisesta p&dlld olevasta nes-
teestd otettiin alikvootti, josta tuikelaskurilla saatua
arvoa pidet&ddn hydrolyysin mittana. Kollagenaasiaktiivi-
suutta inhibiittorin 1l&snd ollessa konsentraationa 1 mM
tai sen laimennuksena verrattiin inhibiittoria sis&l .&mdt-
tdm&n kontrollin aktiivisuuteen ja tulokset ilmoitettiin
inhibiittorin konsentraationa, joka pystyi 50-%:isesti
inhiboimaan kollagenaasia (IC,,).

Esimerkki B

Stromelysiini-inhibitioaktiivisuus

Yleisen kaavan (I) mukaisten yhdisteiden kyky toi-
mia stromelysiinin inhibiittoreina m&&ritettiin menetel-
malla, jonka ovat kehitté&neet Cawston et al. (Biochem. J.
195, 159 - 165, 1981); siind testattavan inhibiittorin
1 mM liuvosta tai sen laimennuksia inkuboitiin 37 °C:ssa 16
tuntia stromelysiinin ja *C-asetyloidun kaseiinin kanssa
(puskurina 50 mM tris, pH 7,6, joka sisdlsi 5 mM CaCl,,
0,05 & Brij 35 ja 0,02 % NaN,;). Kaseiini oli C-asetyloitu
Cawstonin et al. (ks. edelld) menetelmdllid. Stromelysii-
niaktiivisuutta inhibiittorin 18snd ollessa konsentraatio-
na 1 mM tai sen laimennuksena verrattiin inhibiittoria
sisdltamattomédn kontrollin aktiivisuuteen ja tulokset il-
moitettiin inhibiittorin konsentraationa, joka pystyi

50-%:isesti inhiboimaan stromelysiini& (ICsg,).
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Esimerkki C

Gelatinaasi-inhibitioaktiivisuus

Yleisen kaavan (I) mukaisten yhdisteiden kyky toi-
mia gelatinaasin inhibiittoreina m&&ritettiin menetelmdl-
la4, jonka ovat kehittdneet Harris ja Krane (Biochem.
Biophys. Acta 258, 566 - 576, 1972); siind testattavan in-
hibiittorin 1 mM liuosta tai sen laimennuksia inkuboitiin
37 °C:ssa 16 tuntia gelatinaasin ja kuumentamalla denatu-~
roidun %H~ tai '*C-asetyloidun kollageenin kanssa (puskurina
50 mM tris, pH 7,6, joka sisdlsi 5 mM CaCl,, 0,05 % Brij 35
ja 0,02 % NaN;). °H- tai C-gelatiini valmistettiin Cawsto-
nin ja Murphyn (ks. edell&) menetelm&ll&. Hajoamaton ge-
latiini saostettiin lis&&mdlld trikloorietikkahappoa ja
lingottiin. Gelatinaasiaktiivisuutta inhibiittorin 1l&snd
ollessa konsentraationa 1 mM tai sen laimennuksena verrat-
tiin inhibiittoria sisdlté@mdttdéman kontrollin aktiivisuu-
teen ja tulokset ilmoitettiin inhibiittorin konsentraatio-
na, joka pystyi 50-%:isesti inhiboimaan gelatinaasia
(IC) .

Esimerkki D

TNFa:n tuottamisen inhibointi

Yleisen kaavan (I) mukaisten yhdisteiden kyky toi-
mia TNFa:n tuottamisen inhibiittoreina m&&ritettiin seu-
raavalla menetelm&ll&. Testattavan inhibiittorin 1 mM
livuosta tai sen laimennuksia inkuboitiin 37 °C:ssa 5 %
CO,:a sis&ltdvidssd ilmakehdssd suspension kanssa, joka si-
sédlsi RPM1 1640 -v#liaineessa solutiheytend 2 x 10°%/ml
U937-soluja (ihmisen histiosyytti-imusolukasvainsoluja) ja
stimulointiin ké&ytettiin PMA:ta loppukonsentraationa 50
nM. 18 tunnin kuluttua p&d&lld olevasta nesteestd mddritet-
tiin TNFa-tasot k&ytt8en kaupallisesti saatavaa ELISA-tes-
tipakkausta (R & D Systems). Aktiivisuutta inhibiittorin
ldsnd ollessa konsentraationa 1 mM tai sen laimennuksena
verrattiin inhibiittoria sis&ltédm&ttémén kontrollin aktii-
visuuteen ja tulokset ilmoitettiin inhibiittorin konsen-
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traationa, joka pystyi 50-%:isesti inhiboimaan TNFa:n
tuottamista.

Keksinntén mukaisilla yhdisteill8 on aktiivisuutta
mitattuna jollakin tai kaikilla esimerkkien A - D menetel-
milla.
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Patenttivaatimukset

1. Yhdiste, jonka kaava on I

0 R' AR 0 :
’s ‘ rL (1
RS_* . -
’ N - NR‘RS
g8

0 [AR"

2

)

jossa

R' on C, ¢-alkyyli, C,,~-alkenyyli, aryyli, (C, ¢-al-
kyyli)aryyli tai C, ~alkyyli-AR’, jossa A on O, NR’ tai
S(0),, jossa m = 0 - 2 ja kumpikin R’ on H, C,  -alkyyli,
aryyli tai (C,_,-alkyyli)aryyli;

R?’ on H tai C, ;-alkyyli;

joko R! on H tai C, -~alkyyli, jossa on mahdollisesti
substituenttina amino (NH,), aryyliamino, suojattu amino,
aryyli, di(C,_¢-alkyyli)amino, mono(C,_¢-alkyyli)amino, CO.H,
suojattu karboksyyli, karbamoyyli, mono(C,_,-alkyyli )karba-
moyyli, di(C, ,-alkyyli)karbamoyyli ja R® on H tai C, (-al-
kyyli, tai NR'R® on pyrrolidino, piperidino tai morfolino;

R® on mahdollisesti substituoitu C, ,~-sykloalkyyli,
C;.¢-sykloalkenyyli, C, ,-alkyyli, bentsyyli, (C,_¢(-alkok-~
si)bentsyyli, bentsyylioksibentsyyli tai 3-indolyylimetyy-
1i;

Alk on C,_4~alkyyli tai C, (-alkenyyli jan =0 tai 1;

R’ on H tai R°CO, jossa R on C,,-alkyyli, (C, ,-al-
kyyli)aryyli, C,;¢-sykloalkyyli, (C; 4-sykloalkyyli)C, ,-al-
kyyli, C, ¢ -alkenyyli, tai (C,¢-alkenyyli)aryyli;

R® on H, C, ,-alkyyli, (C, ,-alkyyli)aryyli tai aryy-
1i;

aryyli on mahdollisesti substituoitu fenyyli- tai
naftyyliryhmdlld, ja mahdollisia substituentteja ovat ha-
logeeni, CF,;, C, (-alkyyli, alkoksi ja fenyyli;

tai sen suola, soivaatti tai hydraatti.
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2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen yhdiste, jossa R!
on alkyyli, alkenyyli, aryyli tai alkyyliaryyli; ja R’ ja
R® ovat molemmat H.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen yhdiste valittuna
seuraavista:
N-[N-(merkaptoasetyyli)-L-leusyyli]-L~fenyylialaniinime-
tyyliamidi,
N-(asetomerkaptoasyyli)-L-leusyyli]-L-fenyylialaniinime-
tyyliamidi,
2-(asetyylitio)pentanoyyli-L-leusyyli-L-fenyylialaniini-N-
metyyliamidi,
2-(asetyylitio)propanoyyli-L-leusyyli-L-fenyylialaniini-N-
metyyliamidi,
2-(asetyylitio)-3-metyylibutanoyyli-L-leusyyli-L-fenyy-
lialaniini-N-metyyliamidi,
2~-(asetyylitio)-2-fenyyliasetyyli-L-leusyyli-L-fenyy-
lialaniini-N-metyyliamidi,
2-(asetyylitio)-3-fenyylipropanoyyli-L-leusyyli-L-fenyy-
lialaniini~-N-metyyliamidi,
2-(asetyylitio)-4-fenyylibutanoyyli-L-leusyyli-L-fenyy-
lialaniini-N-metyyliamidi,
N-(asetyylimerkaptoasyyli)-L-treonyyli)]-L-fenyylialaniini-
metyyliamidi,
N-(asetyylimerkaptoasyyli)-L-leusyyli-L-tryptofaanimetyy-
liamidi,
2-merkaptopentanoyyli-L-leusyyli-L-fenyylialaniini-N-me~-
tyyliamidi,
2-merkaptopropanoyyli-L-leusyyli-L-fenyylialaniini-N-me-
tyyliamidi,
2-merkapto-3-metyylibutanoyyli-L-leusyyli-L-fenyylialanii-
ni-N-metyyliamidi,
2-merkapto-2-fenyyliasetyyli-L-leusyyli-L-fenyylialaniini-
N-metyyliamidi,
2-merkapto-3-fenyylipropanoyyli-L-leusyyli-L-fenyyli-

alaniini-N-metyyliamidi,



*s sses o8

.
e, o
-
.

X3

e seey

¢ ese
.

899 o see vee
¢ a

.
.

10

15

20

25

30

42

2-merkapto-4-fenyylibutanoyyli-L-leusyyli-L-fenyylialanii-
ni-N-metyyliamidi,
N-[N-(merkaptoasetyyli)-L-treonyyli-L-fenyylialaniinime-
tyyliamidi ja
N-[N-(merkaptoasetyyli)-L-leusyyli-L-tryptofaanimetyy-
liamidi.

4. Mink& tahansa edellsd olevan patenttivaatimuksen
mukainen yhdiste yhden enantiomeerin tai diastereomeerin
muodossa tai tdllaisten isomeerien seoksena.

5. Farmaseuttinen koostumus terapeuttiseen Kk&yt-
té6n, tunnettu siitd, ettd se sisdltdd minkid ta-
hansa patenttivaatimusten 1 - 4 mukaista yhdistettd ja
fysiologisesti hyvaksyttdvad laimennus- tai kantaja-ainet-
ta.

6. Minkd tahansa patenttivaatimusten 1 - 4 mukaisen
yhdisteen kdyttd la&kkeen valmistukseen kdytettidviksi mat-
riksin metalloproteinaasin tai TNF:n aktiivisuuteen 1liit-
tyvédn tautitilan est&miseen tai k&dsittelemiseen.

7. Patenttivaatimuksen 6 mukainen kdyttd, t u n -
nettu siitd, ettd tautitila on tulehdus, kuume, sy-
dénverisuoni-oireet, verenvuoto, koagulaatio ja akuutti
faasivaste, ndivetys ja anoreksia, akuutit infektiot, sok-
kitilat, siirteen hylkimisreaktiot, autoimmuunisairaudet,
malaria, uusintaperfuusiovaurio, aivokalvontulehdus, pso-
riaasi, kudoksen hajoaminen, hampaanymparyskudostulehdus
tai ientulehdus.

8. Patenttivaatimuksen 6 mukainen kayttd, t u n -
nettu siitd, ettd tautitila on kasvain, kasvaimen
kasvu, angiogeneesi tai sekundaaristen metstaasi-invaasio.

8. Patenttivaatimuksen 6 mukainen kayttd, t u n -
nettu siitd, ettd tautitila on nivelreuma, luu-nivel-

tulehdus tai keskushermoston pesdkekovettumatauti.
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