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Isosteeriset antiherpespeptidijohdannaiset. — Isosteriska

antiherpespeptidderivat.

Keksinto koskee peptidijohdannaisia, joilla on antiviraalisia
ominaisuuksia, ja tapoja johdannaisten kayttamiseksi virusin-
fektioiden hoitamiseksi. Erityisemmin keksinto koskee pepti-—
dijohdannaisia (kutsutaan taman jalkeen "peptideiksi'), joilla
on aktiivisuutta herpesviruksia vastaan, peptideja sisaltavia
farmaseuttiset koostumuksia, ja menetelmia peptidien kayttami-
seksi estamaan herpesviruksen replikoitumista, ja herpesinfek-

tioiden hoitoon.

Herpesvirukset aiheuttavat ihmisille ja elaimille suuren joukon
sairauks}a. Esimerkiksi; herpes simplex—virukset, tyypit 1 ja 2
(HSV-1 ja HSV-2), ovat vastuussa huulirokahtumista ja sukuelin-
ten haavaﬁmista, vastaavasti; varicella zoster —-virus (VzV)

aiheuttaa vesirokkoa ja vyoruusua; ja Epstein-Barr -virus (EBV)

aiheuttaa mononukleocosia.

Viimeisten kahden vuosikymmenen aikana yhdisteiden luokka, joka
tunnetaan puriini- ja pyrimidiininukleosidianalogeina, on saa-—
nut osakseen paljon tutkijoiden huomiota etsittaessa uusia
terapeuttisia aineita herpesvirusinfektioiden hoitoon. Tulok-
sena on kehitetty useita nukleosidianalogeja antiviraalisiksi
aineiksi. Menestyksekkain tahan mennessa on asikloviiri, joka

on paras aine sukuelinten herpes simplex —-infektioiden hoitoon.

Kuitenkin joistain merkittavista edistysaskelista huolimatta on
olemassa tarvetta tehokkaille, turvallisille terapeuttisille
aineille herpesvirusinfektioiden hoitamiseksi. Katsausta varten
nykyisista taman alan terapeuttisista aineista katso M.C.
Nahata, '"Antiviral Drugs: Pharmacokinetics, Adverse Effects and

Therapeutic Use', J. Pharm. Technol., 3, 100 (1987).

Tassa patenttihakemuksessa kuvataan ryhma peptidijohdannaisia,

joilla on herpesvirusten vastaista aktiivisuutta. Naiden
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peptidien selektiivinen vaikutus herpesviruksia vastaan, yhdis-
tettyna laajan turvallisuusmarginaalin kanssa, tekee peptidit

haluttaviksi aineiksi herpesinfektioiden vastustamisessa.

Seuraavissa viitteissa kuvataan peptideja tai peptidijohdan-
naisia, jotka on yhdistetty antiherpesaktiivisuuden kanssa:
B.M. Dutia et al., Nature, 321, 439 (1986),

E.A. Cohen et al., Nature, 321, 441 (1986),

J.H. Subak-Sharpe et al., GB-patenttihakemus 2185024, julkaistu
8. heinakuuta 1987,

P. Gaudreau et al., J. Biol. Chem., 262, 12413 (1987),

E.A. Cohen et al., US-patenttijulkaisu 4,795,740, 3. tammikuuta
1989,

R. Freidinger et al., US-patenttijulkaisu 4,814,432, 21. maa-—
liskuuta, 1989,

V.M. Garskey et al., US-patenttijulkaisu 4,837,304, 6. kesa—
kuuta 1989,

R. Colonno et al., US-patenttijulkaisu 4,845,195, 4. heinakuuta
1989,

P. Gaudreau et al., J. Med. Chem., 33, 723 (1990),

J. Adams et al., EP—patenttihakemus 408,973, julkaistu 23.
tammikuuta 1991,

P.L. Beaulieu et al., EP-patenttihakemus 411,332, julkaistu 6.
helmikuuta 1991,

J. Adams et al., EP-patenttihakemus 411,333, julkaistu 6.
helmikuuta 1991,

J. Adams et al., EP-patenttihakemus 411,334, julkaistu 6.
helmikuuta 1991,

R.L. Tolman et al., EP-patenttihakemus 412, 595, julkaistu 13.
helmikuuta 19971,

W.T. Ashton et al., EP-patenttihakemus 438,873, julkaistu 31.
heinakuuta 1991,

P.L. Beaulieu et al., EP-patenttihakemus 461,546, julkaistu 18.
joulukuuta 1991, ja

P. Gaudreau et al., J. Med. Chem., 35, 346 (1992).
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Aikaisempien kuvauksien kohdepeptidit voidaan erottaa taman
patenttihakemuksen peptideista tunnusomaisilla rakenteellisilla

ja biologisilla eroilla.

Eras mainitsemisen arvoinen rakenteellinen ominaispiirre, joka
erottaa keksinnon mukaiset peptidit tavallisesta peptidista on,
ettda ne sisaltavat sisaisesti sijaitsevan amidiryhman sijasta

ketometyleeniryhman. Siten keksinnon mukaisia peptideja voidaan

pitaa ketometyleeni-isosteereina.

Tassa kaytetyt lyhenteet ja symbolit maaritellaan taman patent-

tihakemuksen "Keksinnon yksityiskohdat" -kappaleessa.

Keksinnon mukaiset peptidit ovat kaavan 1 mukaisia

4

A-B-D—CH,CH{CH,C(0)R'}C(0)~NHCH{CR? (R®)COOH}C(0)-E 1

jossa

A on fenyyli(alempi)alkanoyyli; fenyyli(alempi)alkanoyyli, joka
on monosubstituoitu aromaattiseen osaan alemmalla alkyylilla,
aminolla, halogeenilla, hydroksilla tai alemmalla alkoksilla;
alempi alkanoyyli, joka on substituoitu fenyylilla tai mono-
substituoidulla fenyylilla, jolloin monosubstituentti on alempi
alkyyli, halogeeni, hydroksi tai alempi alkoksi; tai
{fenyyli(alempi)alkyyli}aminokarbonyyli; ja B on N(CH;3)~
CHR*C(0), jossa R? on alempi alkyyli; tai

A ja B yhdessa otettuna muodostavat tyydyttyneen tai tyydyt-
tymattomin alkylaminokarbonyylin, jolla on kaava R?-NH-C(O),
jossa R® on (2-10C)-alkyyli, alempi sykloalkyyli, 1-(alempi
alkyyli)-(alempi sykloalkyyli), 1-(2-propenyyli)-3-butenyyli,
1-metyyli-1-(2-propenyyli)-3-butenyyli tai 1-etyyli~1-(2-pro-
penyyli)-3-butenyyli;

D on NH-CHR®C(0), jossa R® on alempi alkyyli tai alempi alkyyli,
joka on monosubstituoitu karboksilla, hydroksilla, merkaptolla
tai bentsyylioksilla;

R' on alempi alkyyli, alempi sykloalkyyli, 1-{(alempi alkyyli)-
(alempi sykloalkyyli), tai NR7R8, jossa R’ on vety tai alempi
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alkyyli ja R® on alempi alkyyli, tai R’ ja R® yhdessi typpiato-—
min kanssa, johon ne ovat kiinnittyneet, muodostavat pyrroli--
dinon, piperidinon, morfolinon tai 4-metyylipiperatsinon;

R% on vety tai alempi alkyyli 3ja R3 on alempi alkyyli, tai R? on
vety ja R3 on alempi alkenyyli tai fenyyli-(1-4C)alkyyli, tai R?
ja R3 vhdessa hiiliatomin kanssa, johon ne ovat kiinnittyneet,
muodostavat alemman sykloalkyylin; ja

E on NHRg, jossa R? on (4-9C)alkyyli; alempi sykloalkyyli;
alempi sykloalkyyli, joka on monosubstituoitu tai disubstituoi-
tu alemmalla alkyylilla tai (alempi alkyyli)-(alempi sykloal-
kyylilli); tai E on NHNR'OR'!, jossa R'? on vety tai alempi
alkyyli ja R'! on (4-9C)alkyyli; tai E on NHCH(R'2)-Z, jossa R'2
on (4-9C)alkyyli, alempi sykloalkyyli tai (alempi sykloalkyy-
li)-(alempi alkyyli) ja Z on CH,OH, C(O)OH, C(O)NH, tai
C(O)OR13, jossa R'3 on alempi alkyyli;

tai niiden terapeuttisesti hyvaksyttavaa suolaa.

Eras edullinen keksinnon mukaisten peptidien ryhma on kaavan 1
mukaiset peptidit, jossa A on fenyyli(alempi)alkanoyyli; (4-
aminofenyyli)-(alempi)-alkanoyyli; (4-halogeenifenyyli)-(alem—
pi)alkanoyyli, (4-hydroksifenyyli)-(alempi)alkanoyyli; (4-
(alempi alkoksi)fenyyli)-(alempi)alkanoyyli; alempi alkanoyyli,
joka on disubstituoitu fenyylilla, 4-halogeenifenyylilla tai 4-
(alempi alkoksi)fenyylilla; tai fenyyli(alempi)alkyyliamino-
karbonyyli; ja B on (N-Me)vVal, (N-Me)Ile tai (N-Me)Tbg; tai A
ja B muodostavat yhdessa tyydyttyneen tai tyydyttymattoman
alkyyliaminokarbonyylin, jolla on kaava RS—NH—C(O), jossa R® on
tassa edella maaritelty; D on (S)-2-amino-3-hydroksi—-3-metyy—
livoihapon tai (R)-2-amino-3-merkapto-3-metyylivoihapon amino-
happotahde, tai aminohappotahde, joka on Val, Ile, Tbg tai B-—
EtNva, R' on alempi alkyyli, alempi sykloalkyyli, 1-(alempi
alkyyli)-(alempi sykloalkyyli), NMe,, NEt,, pyrrolidino tai
morfolino; R? ja R3 ovat tidssd edelld maaritellyt; ja E on NHR?,
jossa R° on (4-9C)alkyyli; alempi sykloalkyyli; alempi syklo-—
alkyyli, joka on monosubstituoitu tai disubstituoitu alemmalla
alkyylilla; tai (alempi alkyyli)-(alempi sykloalkyyli); tai E
on NHNR1OR11, jossa R0 on vety, metyyli tai etyyli ja R'" on
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(4-9C)alkyyli; tai E on NHCH(R12)—Z, jossa R'2 on (4-9C)alkyyli
tai (alempi sykloalkyyli)-metyyli ja Z on tassa edella maari-
telty; tai niiden terapeuttisesti hyvaksyttava suola.

Eras edullisempi peptidien ryhma on kaavan 1 mukaiset peptidit,
jossa A on fenyyliasetyyli, fenyylipropionyyli, (4-—-aminofenyy-
li)propionyyli, (4-fluorofenyyli)propionyyli, (4-hydroksifenyy-
li)propionyyli, (4-metoksifenyyli)propionyyli, 2-(fenyylimetyy-—
li)-3-fenyylipropionyyli, 2-{(4-fluorifenyyli)metyyli}-3-(4-
fluorifenyyli)propionyyli, 2-{(4-metoksifenyyli)metyyli}-3—-(4-
metoksifenyyli)propionyyli tai bentsyyliaminokarbonyyli; B on
(N-Me)-vVal tai (N-Me)-Ile; D on Val, Ile tai Tbg; R' on 1-
metyylietyyli, 1,1-dimetyylietyyli, T-metyylipropyyli, 1,1-
dimetyylipropyyli, 2,2-dimetyylipropyyli, syklobutyyli, syk-
lopentyyli, sykloheksyyli, 1-metyylisyklopentyyli, NMe,, NEt,,
pyrrolidino tai morfolino; R% on vety ja R3 on metyyli, etyyli,
T-metyylietyyli, 1,1-dimetyylietyyli, propyyli, 2-propenyyli
tai bentsyyli, ja hiiliatomilla, jossa R? ja R3 ovat, on (R)-
konfiguraatio, tai RZ ja R3 on kumpikin toisesta riippumatta
metyyli tai etyyli, tai R%? ja R3 yhdessd hiiliatom, in kanssa,
.johon ne ovat kiinnittyneet, muodostavat syklobutyylin, syklo-
pentyylin tai sykloheksyylin; ja E on NHR9, jossa R? on 2-metyy-
lipropyyli, 2,2-dimetyylipropyyli, 1(R),2,2-trimetyylipropyyli,
1,1,2,2-tetrametyylipropyyli, 1(R)-etyyli-2,2-dimetyylipro-—
pyyli, 2-(R,S)-metyylibutyyli, 2,2-dimetyylibutyyli, 3,3-dime-
tyylibutyyli, 1(R),2,2-trimetyylibutyyli, 1(R),3,3-trimetyyli-
butyyli, 2-etyylibutyyli, 2,2-dietyylibutyyli, 2-etyyli-1(R)-
metyylibutyyli, 2-etyyli-2-metyylibutyyli, 1(R)-etyyli-3,3-
dimetyylibutyyli, 2,2-dimetyylipentyyli, cis— tai trans—2-
metyylisykloheksyyli, 2,2-dimetyylisykloheksyyli tai syklohek-
syylimetyyli; tai E on NHNR1OR11, jossa R'0 on vety, metyyli tai
etyyli ja on 1,1-dimetyylietyyli; tai E on NHCH(R12)—Z, jossa
hiiliatomilla, jossa R!2 on, on (S)-konfiguraatio, R'? on 1,1-
dimetyylietyyli, 1-metyylipropyyli, 2-metyylipropyyli, 2,2-di-
metyylipropyyli tai sykloheksyylimetyyli ja Z on CH,OH, C(O)OH,
C(O)NH, tai Cc(0)OR'3, jossa R'3 on metyyli, etyyli tai propyyli;
tai niiden terapeuttisesti hyvaksyttavaa suolaa.
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Eras toinen edullisempi peptidien ryhma ovat kaavan 1 mukaiset
peptidit, jossa A ja B yhdessa muodostavat tyydyttyneen tai
tyydyttymattoman alkylaminokarbonyylin, joka on butyyliamino-
karbonyyli, 1-metyylietyyliaminokarbonyyli, 1-metyylipropyyli-
aminokarbonyyli, l1-etyylipropyyliaminokarbonyyli, 1,1-dimetyy-
libutyyliaminokarbonyyli, 1-etyyli-butyyliaminokarbonyyli, 1-
propyylibutyyliaminokarbonyyli, 1-etyylipentyyliaminokarbo--
nyyli, 1-butyylipentyyliaminokarbonyyli, 2-etyylibutyyliamino-
karbonyyli, 2—etyylipentyyliaminokarbonyyli, 1-metyyli-1-pro-
pyylibutyyliaminokarbonyyli, l1-etyyli-l1-propyylibutyyliamino-
karbonyyli, 1,71-dipropyylibutyyliaminokarbonyyli, (1-propyyli-
syklopentyyli)aminokarbonyyli, (1-propyylisykloheksyyli)-ami-—
nokarbonyyli, 1-(2-propenyyli)-3-butenyyliaminokarbonyyli, 1-
metyyli-1-(2—propenyyli)-3-butenyyliaminokarbonyyli tai 1-etyy-
li—1—(2-propenyyli)-3—butenyyli—aminokarbonyyli; ja D, R1, R2,
R3 ja E ovat viimeisessd tilanteessa madritellyt; tai sen tera-
peuttisesti hyvaksyttava suola.

Eras edullisin peptidien ryhma ovat kaavan 1 mukaiset peptidit,
jossa A on fenyylipropionyyli, 2-(fenyylimetyyli)-3-fenyyli-
propionyyli tai bentsyyliaminokarbonyyli; B on (N-Me)Val; D on
Tbg; R! on T-—metyylietyyli, 1,1-dimetyylietyyli, T-metyylipro-
pyyli, 1,1-dimetyylipropyyli, 2,2-dimetyylipropyyli, syklobu-
tyyli, syklopentyyli, sykloheksyyli tai 1-metyylisyklopentyyli;
R? on vety ja rR3 on metyyli, etyyli, 1-metyylietyyli, propyyli
tai bentsyyli, ja hiiliatomilla, jossa R? ja R3 ovat, on (R)-
konfiguraatio, tai R? ja R3 ovat kumpikin toisesta riippumatta
metyyli tai etyyli, tai R2 ja R3 yhdessa hiiliatomin kanssa,
johon ne ovat kiinnittyneet, muodostavat syklobutyylin, syklo-
pentyylin tai sykloheksyylin; ja E on NHR9, jossa R? on 2,2-
dimetyylipropyyli, 1(R),2,2-trimetyylipropyyli, 1(R)-etyyli-—
2,2-dimetyylipropyyli, 2,2-dimetyylibutyyli tai 1(R)-etyyli-
3,3-dimetyylibutyyli tai E on NHCH(R'?)-z, jossa hiiliatomilla,
jossa R'2 on, on (S)-konfiguraatio, R'2 on 2,2-dimetyylipropyyli
ja Z on CH,O0H, C(O)OH, C(O)NH, tai C(O)OR13, jossa R'3 on metyy-
1i, etyyli tai propyyli; tai niiden terapeuttisesti hyvaksytta—

vaa suolaa.
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Eras toinen edullisin peptidien ryhma ovat kaavan 1 mukaiset
peptidit, jossa A ja B yhdessa muodostavat tyydyttyneen tai
tyydyttymattoman alkyyliaminokarbonyylin, joka on l-etyyli-
propyyliaminokarbonyyli, 1-etyylibutyyliaminokarbonyyli, 1-
propyylibutyyliaminokarbonyyli, 2-etyyli-pentyyliaminokarbo-
nyyli, 1-metyyli-1-propyylibutyyliaminokarbonyyli, l1-etyyli-1-—
propyyliaminokarbonyyli, 1,1-dipropyylibutyyliaminokarbonyyli,
(1-propyylisyklopentyyli)-aminokarbonyyli, 1-(2-propenyyli)-3—
butenyyliaminokarbonyyli tai 1-etyyli-1-(2-propenyyli)-3-bute-
nyyliaminokarbonyyli; ja D, R1, R2, R3 ja E ovat viimeisessa
tilanteessa maaritellyt; tai niiden terapeuttisesti hyvaksyt-

tavaa suolaa.

Keksinnon suoja-alaan kuuluu farmaseuttinen koostumus, joka
siséltéé‘herpesviruksen vastaisesti tehokas maara kaavan 1
mukaista peptidia, tai sen terapeuttisesti hyvaksyttavaa suo-—
laa, ja farmaseuttisesti tai elainlaaketieteellisesti hyvak-

syttavaa valiainetta.

Keksinnon suoja-alaan kuuluu myos kosmeettinen koostumus, joka
sisaltaa kaavan 1 mukaista peptidia, tai sen terapeuttisesti
hyvaksyttavaa suolaa, ja fysiologisesti hyvaksyttavaa vali-
ainetta, joka soveltuu paikalliseen antoon.

Keksinnon eraaseen tarkeaan nakokantaan liittyy menetelma
herpesvirusinfektion hoitaminen nisakkaalla antamalla nisak-
kaalle herpesviruksen vastaisesti tehokkaan maaran kaavan 1
mukaista peptidia, tai sen terapeuttisesti hyvaksyttavaa suo-

laa.

Kerksinnon eraaseen toiseen tarkeaan nakokantaan liittyy me-—
netelma herpesviruksen replikaation estamiseksi saattamalla

viruksen kontaktiin herpesviruksen ribonukleotidireduktaasia
estavan maaran kanssa kaavan 1 mukaista peptidia tai sen te-

rapeuttisesti hyvaksyttavaa suolaa.
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Keksinnon edelleen eraaseen nakokantaan liittyy menetelma
herpesvirusinfektion hoitamiseksi nisakkaalla antamalla sille
herpesviruksen vastaisesti tehokkaan maaran yhdistelmaa, jossa
on kaavan 1 mukaista peptidia tai sen terapeuttisesti hyvaksyt-
tavaa suolaa, ja antivirusnukleosidianalogia. MyOs yhdistelmaa
sisaltava farmaseuttinen koostumus kuuluu keksinnon suoja-

alaan.

Taman jalkeen kuvataan menetelmia kaavan 1 mukaisten peptidien

valmistamiseksi.

Vaihtoehtoisesti kaava 1 voidaan kuvata seuraavasti:

COR!
+ 0o
A-8-D H
0 1
R? COOH
R?

Kasite 'tahde' aminohappo tai aminohappojohdannaiseen viitaten
tarkoittaa radikaalia, joka on johdettu vastaavasta a—-amino-—
haposta poistamalla karboksiryhman hydroksyylin, ja a-amino-—
ryhman yhden vedyn.

Yleensa tassa aminohappojen ja suojaryhmien merkitsemiseen
kaytetyt lyhenteet perustuvat laitoksen the IUPAC-IUB Commision
of Biochemical Nomenclature suosituksiin, katso julkaisua
European Journal of Biochemistry 138, 9 (1984). Esimerkiksi,
val, Ile, Asp, ja Leu edustavat tahteita L-valiini, L-isoleu-

siini, L-asparagiinihappoa ja L-leusiini, vastaavasti.

Asymmetrisilla hiiliatomeilla, jotka sijaitsevat kaavan 1
mukaisten peptidien lineaarisella paaakselilla (ts. rungolla),
lukuun ottamatta paateryhmia A ja 2 (ryhman E), mutta mukaan
lukien hiiliatomin, joka sisaltdaa "R'4:n" kun E on tassa
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masdritelty NHCH(R'?2)-Z, on S-konfiguraatio. Poikkeuksia esiintyy
kuitenkin hiiliatomilla, jossa on CHZC(O)R1—sivuketju, jossa R
on alempi alkyyli, alempi sykloalkyyli tai 1-(alempi alkyyli)-
(alempi sykloalkyyli), ja hiiliatomilla, jossa on 2-merkapto-
alkyylisivuketju tapauksessa, jossa D:n R® oh viimeksi mainittu
sivuketju. Viimeksi mainituilla kahdella poikkeuksella hiili-

atomeilla on R-konfiguraatio.

Asymmetrisilla hiiliatomeilla, jotka sijaitsevat aminohapon tai
johdetun aminohappotahteen sivuketjussa, paateryhmassa A, ja
pdateryhmissi E kun E on tdssd maaritelty NHR?, voi olla S- tai

R-konfiguraatio.

Symbolit "Me", "Et'", "Pr" ja "Bu'" edustavat alkyyliradikaaleja
metyyli,,etyyli, propyyli ja butyyli, vastaavasti.

Esimerkiksi symbolit ''MeEt,C" ja "EtPr,C" edustavat radikaaleja
l-etyyli-1-metyylipropyyli ja l1-etyyli-1-propyylibutyyli,

vastaavasti.

Symboli "Tbg" edustaa (S)-2-amino-3,3-dimetyylivoihapon amino-
happotahdetta. Symboli "Cpg'" edustaa (S)-a—aminosyklopentaani-
etikkahapon aminohappotahdetta. Symboli "yMeLeu' edustaa (S)-2-
amino-4,4-dimetyylipentaanihapon aminohappotahdetta. Symboli
"yMeLeusinoli" edustaa (S)-2-amino-4,4-dimetyylipentanolia,
josta on poistettu yksi vety a—aminoryhmasta. Symboli '"B-EtNva"
edustaa (S)-2-amino-3-etyylipentaanihapon aminohappotahdetta.

Muut tassa kaytetyt symbolit ovat: (N-Me)Val tahteelle (S)-3-
metyyli-2—-(metyyliamino)-voihappo; (N-Me)Ile tahteelle (S)-3-
metyyli-2-(metyyliamino)pentaanihappo; (N-Me)Tbg tahteelle (S)-
2-(metyyliamino)-3,3-dimetyylivoihappo; Asp(cyBu) tahteelle
(S)—a-amino—-1-karboksisyklobutaanietikkahappo; Asp(cyPn) tah-
teelle (S)-a-amino-1-karboksisyklopentaanietikkahappo; Asp{(R)-
Me} tahteelle 3-(R)-metyyli-L-asparagiinihappo (ts. {S—(R%,s")}-
2-amino—-3-metyylibutaanidihappo), Asp{(R)-Pr} tahteelle 3-(R)-
propyyli-L-asparagiinihappo (ts. {S—(R*,S*)}—2-amino-3—propyyli—
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butaanidihappo), ja Asp{(R)-allyyli} tahteelle 3-(R)-allyyli-L-
asparagiinihappo (ts. {S—(R*,S*)}—2—amino—3—(2—propenyyli)—
butaanidihappo).

Kasite "halogeeni' tarkoittaa tassa kaytettaessa halogeenira-—
dikaalia, joka on bromi, kloori, fluori tai jodi.

Kasite '"(2-10C)alkyyli' tarkoittaa tassa kaytettaessa suoraket-
juisia ja haaroittuneita alkyyliradikaaleja, jotka sisaltavat

2 - 10 hiiliatomia, ja niita ovat mm. etyyli, butyyli, l1-metyy-—
lipropyyli, 1-etyylipropyyli, 1-propyylibutyyli, 2-propyyli-
pentyyli ja vastaavat.

Kasite '"(4-9C)alkyyli" tarkoittaa tassa kaytettdessa suoraket-—
juisia ja haaroittuneita alkyyliradikaaleja, jotka sisaltavat
4 — 9 hiiliatomia, ja niita ovat esimerkiksi 1-metyylipropyyli,
2-metyylipropyyli, 2,2-dimetyylipropyyli, 1,2,2-trimetyyli-
propyyli, 3,3-dimetyylibutyyli, 1-etyyli-2,2-dimetyylibutyyli
ja 4,4-dimetyylipentyyli.

Kasite "alempi alkyyli'" tassa kaytettaessa, joko yksinaan tai
yhdistelmana toisen radikaalin kanssa tarkoittaa suoraketjuisia
alkyyliradikaaleja, jotka sisaltavat 1 - 6 hiiliatomia, ja haa—
roittuneita alkyyliradikaaleja, jotka sisaltavat 3 — 6 hiili-—
atomia, ja niita ovat mm. metyyli, etyyli, propyyli, butyyli,
heksyyli, 1-metyylietyyli, T1-metyylipropyyli, 2-metyylipropyyli
ja 1,1-dimetyylietyyli.

Kasite "1-(alempi alkyyli)-(alempi sykloalkyyli)" tassa kaytet-
taessa tarkoittaa alempaa sykloalkyyliradikaalia, jossa on 1-
asemassa substituenttina alempi alkyyli; esimerkiksi 1-etyyli-
syklopropyyli, 1-propyylisyklopentyyli ja 1-propyylisyklo-
heksyyli.

Kasite "alempi sykloalkyyli' tassa kaytettdessa, joko yksinaan
tai yhdistelmana toisen radikaalin kanssa, tarkoittaa tyydytty-
neita syklisia hiilivetyradikaaleja, jotka sisaltavat 3 - 6
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hiiliatomia, ja niita ovat mm. syklopropyyli, syklobutyyli,
syklopentyyli ja sykloheksyyli.

Kasite "alempi alkenyyli' tassa kaytettaessa tarkoittaa suo-
raketjuisia alkenyyliradikaaleja, jotka sisaltava 2 — 6 hii-
liatomia, ja haarautuneita alkenyyliradikaaleja, jotka sisal-
tavat 3 - 6 hiiliatomia, ja niita ovat mm. vinyyli, 1-prope-
nyyli, 2-propenyyli, 1-metyyli-etenyyli, 2-metyyli-1-prope-—
nyyli, 2-metyyli-2-propenyyli ja 2-butenyyli.

Kasite "alempi alkoksi'' tassa tarkoitettessa tarkoittaa suo-
raketjuisia alkoksiradikaaleja, jotka sisaltavat 1 — 4 hii-
liatomia, ja haaroittuneet alkoksiradikaalit, joissa on 3 - 4
hiiliatomia ja niita ovat mm. metoksi, etoksi, propoksi, 1-
metyyliefoksi, butoksi ja 1,1-dimetyylietoksi. Viimeksi mai-
nittu radikaali tunnetaan yleisesti nimella tert-butoksi.

Kasite '"fenyyli—(1-4C)alkyyli' tassa kaytettaessa tarkoittaa
fenyylialkyyliradikaaleja, joiden alkyyliosa on suoraketjuinen
tai haaroittunut alkyyli, joka sisaltaa 1 - 4 hiiliatomia, ja
niit ovat mm. bentsyyli, 2-fenyylietyyli, 3-fenyylipropyyli, 2-
metyyli-2-fenyylietyyli {PhCH(CH3)CH,}, 1-etyyli-2-fenyylietyyli
{PhCH,CH(C,Hg)} ja vastaavat.

Kasite '"alempi alkanoyyli' tassa kaytettdessa, joko yksinaan
tai yhdistelmana toisen radikaalin kanssa, tarkoittaa 1-okso-
alkyyliradikaalia, jonka 1-oksoalkyyliosa on suoraketjuinen tai
haaroittunut 1—oksoalkyyli, jossa on 2 - 6 hiiliatomia; esimer-—
kiksi asetyyli, propionyyli (1-oksopropyyli) ja 1-okso-5-metyy-—
liheksyyli.

Kasite '"farmaseuttisesti hyvaksyttava valiaine" tai "elainlaa-
ketieteellisesti hyvaksyttava valiaine" tassa kaytettdessa tar—
koittaa aktiivisen valmistusaineen ei-toksista, yleensa inert-—
tia valiainetta, joka ei vaikuta valmistusaineeseen haitalli-

sesti.
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Kasite '"fysiologisesti hyvaksyttava valiaine' tassa kaytetta-—
essa tarkoittaa hyvaksyttavaa kosmeettista valiainetta yhdesta
tai useasta ei-toksisesta tayteaineesta, jotka eivat reagoi sen
sisaltaman aktiivisen valmistusaineen kanssa tai vahenna sen

tehokkuutta.

Kasite ''elainlaaketieteellisesti hyvaksyttava valiaine'" tassa
kaytettaessa tarkoittaa kotielaimille laakeaineiden antoon
tarkoitettua fysiologisesti hyvaksyttavaa vehiikkelia, joka
sisaltaa yhta tai useaa ei-toksista farmaseuttisesti hyvaksyt-
tava tayteainetta, jotka eivat reagoi laakeaineen kanssa tai

vahenna sen tehokkuutta.

Kasite ''tehokas maara" tarkoittaa ennaltamaarattya antiviraali-
sen aineen antiviraalista maaraa, ts. aineen maaraa, joka on
riittava ollakseen tehokas virusorganismeja vastaan in vivo.
Kasite "liittamisreagenssi" tassa kaytettaessa tarkoittaa
ainetta, joka pystyy aikaansaamaan aminohapon tai peptidin
vapaan karboksiryhman vedenpoistolla tapahtuvan liittamisen
toisen aminohapon tai peptidin vapaan aminoryhman kanssa muo-
dostamaan reaktanttien valille amidisidokseni. Samalla lailla
tallaiset aineet voivat aikaansaada hapon ja alkoholin liitty-—
misen vastaavien esterien muodostamiseksi. Aineet edistavat tai
helpottavat vedenpoistolla tapahtuvaa liittymista aktivoimalla
karboksiryhman. Kuvauksia sellaisista liittamisreagensseista ja
aktivoiduista ryhmista sisaltyy peptidikemian yleisiin oppikir-
joihin; esimerkiksi E. Schroder ja K.L. Lubke, ''The Peptides',
vol. 1, Academic Press, New York, N.Y., 1965, s. 2-128, ja K.D.
Kopple, '"Peptides and Amino acids'", W.A. Benjamin, Inc., New
York, N.Y., 1966, s. 33-51. Esimerkkeja liittamisreagensseista
ovat difenyylifosforyyliatsidi, 1,1'-karbonyylidi-imidatsoli,
disykloheksyylikarbodi-imidi, N-hydroksisukkinimidi tai 1-hyd-
roksibentsotriatsoli disykloheksyylikarbodi—-imidin lasna olles-—
sa. Eras hyvin kaytannollinen ja kayttokelpoinen liittamisrea-—
genssi on (bentsotriatsol-1-yylioksi)tris—(dimetyyliamino)-
fosfoniumheksafluorifosfaatti, joka kuvataan julkaisussa B.
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Castro et al., Tetrahedron Letters, 1219 (1975), katso myos D.
Hudson, J. Org. Chem., 53, 617 (1988), joko yksinaan tai 1-hyd-
roksibentsotriatsolin lasna ollessa. Edelleen toinen hyvin
kayttokelpoinen ja kaytannollinen liittamisreagenssi on kaupal-
lisesti saatava 2-(1H-bentsotriatsol-1-yyli)-N,N,N',N'-tetra-
metyyliuroniumtetrafluoriboraatti.

Prosessi

Kaavan 1 mukaiset peptidit voidaan valmistaa prosessilla, joka
sisaltaa menetelmat, joita tavallisesti kaytetaan peptidisyn-
teesissa, kuten aminohappotahteiden ja/tai peptidifragmenttien
klassista liuosliitosta. Sellaiset menetelmat kuvaavat esimer-—
kiksi E. Schroder ja K. Lubke, mainittu ylla, oppikirjasar—
joissa, {The Peptides: Analysis, Synthesis, Biology", E. Gross
et al., toimittajat, Academic Press, New York, N.Y., 1979-1987,
vol. 1 - 8, ja J.M. Stewart ja J.D. Young teoksessa '"Solid
Phase Peptide Synthesis', 2. painos, Pierce Chem. Co.,
Rockford, IL, USA, 1984.

Edella mainittujen peptideja varten tarkoitettujen prosessien
eras yhteinen ominaispiirre on eri aminohappotahteiden tai joh-
dettujen aminohappotahteiden (tai, vaadittaessa, peptidin ei-
peptidifragmenttien) reaktiivisten sivvuketjuryhmien suojaami-
nen sopivilla suojaryhmilla, jotka estavat kemiallisen reaktion
tapahtumisen siina paikassa, kunnes suojaryhma lopulta poiste-—
taan. Myos yhteinen on aminohapossa tai fragmentissa olevan a—
aminoryhman suojaus samalla kun tama kokonaisuus reagoi kar-—
boksiryhmassa, minka jalkeen o-aminosuojaryhma poistetaan
selektiivisesti sallimaan seuraavan reaktion tapahtumisen
tuossa paikassa. Eras toinen yhteinen ominaispiirre on amino-
happotahteen tai peptidifragmentin C-terminaalisen karboksyylin
alkusuojaus, mikali sellainen on lasna, josta on maara tulla
peptidin C-terminaalinen funktio, sopivalla suojaryhmalla, joka
estaa kemiallisen reaktion tapahtumisen tuossa paikassa kunnes
suojaryhma poistetaan sen jalkeen kun haluttu peptidisekvenssi

on koottu.
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Kaavan 1 mukaisten peptidien eras avainvalituote on kaavan 2

mukainen valituote
W-D-CH,CH{CH,C(0)R'}C(0)OH 2

jossa W on a—-aminosuojaryhma, esimerkiksi tert-butyylioksi-—
karbonyyli (Boc), bentsyylioksikarbonyyli (Z) tai fluoren-9-
yylimetoksikarbonyyli (Fmoc), ja D ja R' ovat tissa miaritel-
lyt. Yhdiste voidaan valmistaa kaavan W-D-CH,C(O)OCH,CH=CH,
mukaisen allyyliesterin Michael-additiolla kaavan (alempi
alkyyli)—OC(O)CH=CHC(O)R1 mukaiseen fumaroyylijohdannaiseen,
jolloin saadaan Michael-additiotuote, jolla on kaava
W—D—CH{C(O)OCHZCH=CH2}CH{CHZC(O)R1)C(O)O—(alempi alkyyli).

Kasittelgmalla taman jalkeen viimeksi mainitun yhdisteen tetra-
kistrifenyylifosfiinipalladiumilla ja trifenyylifosfiinilla
pyrrolidiinin lasna ollessa, menetelmalla, jonka on kuvannut R.
Déziel, Tetrahedron Letters, 28, 4371 (1987), aikaansaadaan
allyyliesterin hydrolyysi ja seuraava dekarboksyloituminen,
jolloin saadaan avainvalituotteen vastaava alkyyliesteri.
Viimeksi mainitun esterin hydrolyysi emaksen, esimerkiksi
natriumhydroksidin tai litiumhydroksidin lasna ollessa saadaan

avainvalituote diastereoisomeeriseoksena.

Vaihtoehtoisesti kaavan 2 mukainen avainvalituote, jossa W ja D
ovat viimeisessa tapauksessa maaritellyt ja R' on NR'R®, jossa
R’ ja R8 ovat kumpikin alempi alkyyli tai R’ ja R® yhdessa typ-
piatomin kanssa, johon ne ovat kiinnittyneet, muodostavat
pyrrolidinon, piperidinon, morfolinon tai 4-metyylipiperatsi-
non, voidaan valmistaa seuraavasti: Edella mainittu kaavan W-D-
CH,C(O)OCH,CH=CH, mukainen allyyliesteri, jossa W ja D ovat
tassa maaritellyt, saatetaan reagoimaan Michael-reaktion
olosuhteissa fumaroyylijohdannaisen kanssa, jolla on kaava
Bz1OC(O)CH=CHC(0)0Bzl {(E)-2-buteenidihappodibentsyyliesteri},
jolloin saadaan kaavan W-D-(RS)-CH{CH{C(0)OBzl}CH,C(0O)-
OBz1}C(0)-0CH,CH=CH, mukainen vastaava Michael-additiotuote.
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Viimeksi mainitun adduktin kasittelylla tetrakistrifenyyli-
fosfiinipalladiumilla ja trifenyylifosfiinilla pyrrolidiinin
lasna ollessa (Déziel, katso ylla) saadaan kaavan W-D-CH,—
(R,S)—-CH{CH,C(0)OBz1}C(0)OBz1l mukainen vastaava dibentsyylies-—
teri. Seuraavalla hydrogenolyysilla palladiumhydroksidi/C:n
lasna ollessa saadaan vastaava dikarboksyylihappo, joka muu-—
tetaan vastaavaksi anhydridiksi kuumentamalla ylimaarassa
etikkahappoanhydridia. Anhydridin reaktiolla sopivan sekun—
daarisen amiinin kanssa pyridiinin lasna ollessa saadaan re-—
gioisomeerien seos, jossa vallitsevana on kaavan W-D-CH,—(RS)-
CH{CHZC(O)NR7R8}C(O)—OH mukainen haluttu isomeeri, jossa W, D ja
NR7R8 ovat tdssd madritellyt. Viimeksi mainittu tuote muutetaan
bentsyyliesterikseen, ja tulokseksi saatu regioisomeerien seos
erotetaan HPLC:lla (high performance liquid chromatography),
jolloin gaadaan haluttu isomeeri vallitsevana tuotteena.
Viimeksi mainitun tuotteen seuraavalla hydrogenoinnilla palla-
diumhydroksidi/C:n lasna ollessa saadaan kaavan 2 mukainen
avainvalituote, jossa W ja D ovat tassid madritellyt ja R' on
tiss3 mairitelty NR'RS.

Yleensa kaavan 1 mukainen peptidi voidaan sen vuoksi valmistaa
vaiheittain tapahtuvalla liittamisella, peptidin tai johdettu-—
jen aminohappotahteiden ja peptidin ei-peptidifragmenttien
(kuten avainvalituotteiden), jotka ovat vaadittaessa sopivasti
suojattuja, sekvenssin jarjestyksessa ja poistetaan kaikki suo-
jaryhmat, mikali niita on lasna, vaiheittan tapahtuvan liitta-
misen lopussa, jolloin saadaan kaavan 1 mukainen peptidi. Yksi-
tyiskohtaisempia prosesseja kuvataan esimerkeissa taman jal-

keen.

Keksinnon kaavan 1 mukainen peptidi voidaan saada terapeutti—
sesti hyvaksyttavan suolan muodossa. Tapauksessa, jossa erityi-
sessa peptidissa on tahde, joka toimii emaksena, esimerkkeja
sellaisista emaksen suoloista ovat suolat orgaanisten happojen
kanssa, esimerkiksi etikka-, maito-, meripihka-, metaanisul-
foni- tai p-tolueenisulfonihappo, samoin kuin polymeeristen

happojen kuten tanniinihapon tai karboksimetyyliselluloosan, ja
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myos suolat epaorgaanisten happojen kanssa, kuten vetyhalogeni-
dihappojen, esimerkiksi suojahapon, tai rikkihapon tai fosfori-
hapon. Haluttaessa erityinen happoadtiosuola muutetaan toiseksi
happoadditiosuolaksi, kuten ei-toksiseksi, farmaseuttisesti
hyvaksyttavaksi suolaksi, kasittelemalkla sopivalla ioninvaih-
tohartsilla tavalla, jonka on kuvannut R.A. Boissonnas et al.,
Helv. Chim. Acta, 43, 1849 (1960).

Tapauksessa, jossa erityisessa peptidissa on yksi tai useita
vapaita karboksiryhmia, esimerkkeja sellaisista karboksiryhman
suoloista ovat suolat natrium-, kalium- tai kalsiumkationien
kanssa, tai orgaanisten emasten, esimerkiksi trietyyliamiinin

tai N-metyylimorfoliinin kanssa.

Hergeksegvastainen aktiivisuus

Kaavan 1 mukaisten peptidien antiviraalinen aktiivisuus voidaan
osoittaa biokemiallisilla, mikrobiologisilla ja biologisilla
menettelytavoilla, jotka osoittavat yhdisteiden estovaikutuksen
herpes simplex -virusten, tyyppien 1 ja 2 (HSV-1 ja HSV-2), ja
muiden herpesvirusten, esimerkiksi, varicella zoster -viruksen
(VZV) ja Epstein-Barr -viruksen (EBV) replikaatioon.

Taman jalkeen olevissa esimerkeissa esitetaan kaavan 1 mukais-
ten esimerkinomaisten peptidien estovaikutus herpesribonukleo-
tidireduktaasiin. Merkittavaa herpesribonukleotidireduktaasin
taman spesifisen eston yhteydessa on peptidien suhteellisen
minimaalinen vaikutus tai sellaisen vaikutuksen puute solun
ribonukleotidireduktaasiaktiivisuuteen, jota vaaditaan normaa-

liin solureplikaatioon.

Eraa tapa osoittaa kaavan 1 mukaisten peptidien estovaikutus
viraaliseen replikaatioon on solukasvatustekniikka; katso
esimerkiksi T. Spector et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82,
4254 (1985).
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Peptidien terapeuttinen teho voidaan osoittaa laboratorioelai-
milla, esimerkiksi kayttamalla maaritysta, joka perustuu herpes
simplex -viruksen aiheuttaman silmasairauden hiirimallia virus-—
laaketestaukseen, jonka on kuvannut C.R. Brandt et al., J.
Virol. Meth., 36, 209 (1992).

Kun keksinnon mukaista peptidia tai yhta sen terapeuttisesti
hyvaksyttavista suoloista kaytetaan viruslaakkeena, sita anne-—
taan paikallisesti tai systeemisesti lamminverisille elaimille,
esimerkiksi ihmisille, sioille tai hevosille valiaineessa, joka
sisaltaa yhta tai useaa farmaseuttisesti hyvaksyttavaa valiai-
netta, jonka osuuden maaraa peptidin liukoisuus ja kemiallinen
luonne, valittu antotapa ja biologinen standardikaytanto. Pai-
kalliseen antoon peptidi voidaan formuloida farmaseuttisesti
hyvaksytf{aviin valiaineisiin, jotka sisaltavat 0,1 - 5 %, edul-
lisesti 0,5 - 2 %, aktiivista ainetta. Sellaiset formulaatiot

voivat olla liuoksen, voiteen tai pesunesteen muodossa.

Systeemiseen antoon kaavan 1 mukainen peptidi annetaan joko
laskimonsisdiselld, ihonalaisella tai lihaksensisaiselld injek-
tiolla, koostumuksissa farmaseuttisesti hyvaksyttavien vehiik-
keleiden tai valiaineidenm kanssa. Injektiolla antoon on edul-
lista kayttaa peptidia steriilin vesipohjaisen vehiikkelin
liuoksessa, joka voi sisaltaa myos muita liuenneita aineita,
kuten puskureita tai sailontaaineita, samoin kuin riittavat
maarat farmaseuttisesti hyvaksyttavia suoloja tai glukoosia

liuoksen tekemiseksi isotooniseksi.

Sopivia vehiikkeleita tai valiaineita edella mainittuja formu-—
laatioita varten kuvataan farmaseuttisissa standarditeksteissa,
esimerkiksi teoksessa '"'Remington's Pharmaceutical Sciences',

18. painos, Mack Publishing Company, Easton, Penn., 1990.

Peptidin annostelu vaihtelee antomuodon ja erityisen valitun
aktiivisen aineen mukaan. Lisaksi se vaihtelee erityisen hoi-
dettavan isannan mukaan. Yleensa hoito aloitetaan mairien pie-

nin lisayksin kunnes saavutetaan olosuhteissa optimaalinen
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vaikutus. Yleensa peptidia annetaan toivottavimmin konsentraa-
tiotasolla, jotka yleisesti antavat viruksenvastaisesti tehok-
kaat tulokset aiheuttamatta mitaan haitallisia tai turmiollisia

sivuvaikutuksia.

Paikallisen kayton suhteen peptidi annetaan iholle sopivassa
paikallisesti kaytettavassa formulaatiossa kehon infektoidulle
alueelle, esimerkiksi iholle suuontelon tai sukuelinten onte-
loon, riittavan maaran infektoidun alueen peittamiseksi. Kasit—
tely olisi toistettava esimerkiksi joka 4. - 6. tunti kunnes

haavauma paranee.

Systeemisen annon suhteen kaavan 1 mukaista peptidia annetaan
annostelu 10 - 500 pg/kg kehonpainoa/paiva, vaikka edella mai-
nittuja yaihteluita esiintyy. Toivottavimmin kaytetaan kuiten-
kin annostelutasoa alueella noin 10 - 200 ug/kg kehonpainoca/-

paiva tehokkaiden tulosten saavuttamiseksi.

Keksinnon eras toinen nakokanta kasittaa kosmeettisen koostu-
muksen, joka sisaltaa herpesvirusta ennaltaestavan maaran kaa-
van 1 mukaista peptidia, tai sen terapeuttisesti hyvaksyttavaa
suolaa, yhdessa fysiologisesti hyvaksyttavan kosmeettisen vali-
aineen kanssa. Formulaatioon voidaan sisallyttaa muita kompo-
nentteja, esimerkiksi ihonpehmennysaineita. Keksinnon mukaista
kosmeettista formulaatiota kaytetaan profylaktisesti estamaan
ihon herpeettisten haavaumien ilmaantuminen. Formulaatiota
voidaan lisata ihon alttiille alueille 0isin. Yleensa kosmeet—
tinen koostumus sisaltaa vahemman peptidia kuin vastaavat pai-
kalliseen kayttoon tarkoitetut farmaseuttiset koostumukset.
Eras edullinen peptidin maaran alue kosmeettisessa koostumuk-

sessa on 0,01 - 0,2 paino-%.

Vaikka tassa ylla kuvattujen formulaatioiden esitetdan olevan
tehokkaita ja suhteellisen turvallisia laakityksia herpesvirus-
infektioiden hoitoon, ei suljeta pois naiden formulaatioiden
mahdollista samanaikaista antoa muiden antiviraalisten laaki-

tysten tai aineiden kanssa edullisten tulosten saamiseksi.
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Tallaisia muita antiviraalisia laakityksia tai aineita ovat mm.
antiviraaliset nukleosidit, esimerkiksi asikloviiri, ja anti-
viraaliset pinta-aktiiviset aineet tai antiviraaliset interfe-
ronit, kuten ne, jotka kuvataan US-patenttijulkaisussa
4,507,281, S.S. Asculai ja F. Rapp, 26. maaliskuuta 1985.

Erityisemmin liittyen herpesvirusinfektioiden hoitoon samanai-
kaisella annolla on keksitty, etta antiviraalisen nukleosidi-
analogin antiherpesaktiivisuutta voidaan lisata synergisti-
sesti, ilman samanaikaista toksisten vaikutusten lisaantymista,
yhdistamalla sen kaavan 1 mukaisen peptidin kanssa. Niinpa
taten annetaan kayttoon farmaseuttinen koostumus herpesinfek-—
tioiden hoitamiseksi nisakkaalla, joka sisaltaa farmaseutti-—
sesti tai elainlaaketieteellisesti hyvaksyttavaa valiainetta,
ja tehokkaan maaran antiviraalisen nukleosidianalogin tai sen
terapeuttisesti hyvaksyttavan suolan ja kaavan 1 mukaisen,
ribonukleotidireduktaasia estavan peptidin tai sen terapeutti-

sesti hyvaksyttavan suolan yhdistelmaa.

Taten aikaansaadaan myos menetelmd herpesvirusinfektioiden hoi-
tamiseksi nisakkaalla. Menetelmassa misakkaalle annetaan her—
pesviruksen vastaisesti tehokas maara kaavan 1 mukaisen yhdis-—
teen tai sen terapeuttisesti hyvaksyttavan suolan ja antiviraa-
lisen nukleosidianalogin tai sen terapeuttisesti hyvaksyttavan

suolan yhdistelmaa.

Yhdistelmassa kaytetty antiviraalinen nukleosidianalogi on
sellainen, joka on entsymaattisesti muutettavissa (in vivo)
herpes—-DNA-polymeraasin viraalisen DNA-polymeraasin estajaksi
ja/tai vaihtoehtoiseksi herpes-DNA-polymeraasin substraatiksi.
Antiviraalinen nukleosidianalog voi olla tunnettuja nukleosidi-
analogeja. Edullisia keksinnon mukaisia nukleosidianalogeja
ovat mm. asikloviiri ja sen analogit; esimerkiksi kaavan 2

mukaiset yhdisteet
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jossa R'4 on vety, hydroksi tai amino, tai niiden terapeutti-
sesti hyvaksyttava suola. (Kaavan 2 mukainen yhdiste, jossa R'%

on hydroksi, on asikloviiri.)

Muita edullisia keksinnon mukaisesti kaytettavia antiviraalisia
nukleosidianalogeja ovat mm. vidarabiini, idoksuridiini,
trifluridiini, gansikloviiri, edoksudiini, brovaviiri, fiasi-

tabiini, pensikloviiri, famsikloviiri ja rosikloviiri.

Kasite ''synergistinen vaikutus' kaytettaessa suhteessa nukleo-
sidianalogin ja kaavan 1 mukaisen peptidin edella maaritellyn
yhdistelman antiviraaliseen - tai antiherpesaktiivisuuteen tar—
koittaa antiviraalista - tai antiherpesvaikutusta, joka on suu-
rempi kuin yhdistelman kahden yksittdisen komponentin ennustet—

tavissa oleva additiivinen vaikutus.

Keksinnon mukaista yhdistelmaa herpesinfektioiden hoitoon kay-
tettaessa yhdistelmaa annetaan lammiverisille elaimille, esi-
merkiksi ihmisille, sioille tai hevosille, vehiikkelissa, joka
sisaltaa yhta tai useaa farmaseuttisesti hyvaksyttavaa valiai-
netta, jonka osuuden maaraa nukleosidianalogin ja kaavan 1
mukaisen peptidin liukoisuus ja kemiallinen luonne, valittu
antoreitti, biologinen standardikaytanto, ja kahden aktiivisen
valmistusaineen suhteelliset maarat synergistisen antiviraali-
sen vaikutuksen aikaansaamiseksi. Edullisesti yhdistelmaa anne-—
taan paikallisesti. Kaksi aktiivista ainetta (ts. antiviraali-
nen nukleosidianalogi ja kaavan 1 mukainen peptidi, tai niiden
terapeuttisesti hyvaksyttavat suolat) voidaan formuloida esi-—

merkiksi liuosten, emulsioiden, voiteiden tai pesunesteiden
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muotoon farmaseuttisesti hyvaksyttaviin vehiikkeleihin. Sel-

lainen formulaatio voi sisaltaa 0,01 - 1,0 paino-% nukleosidi-
analogia tai sen terapeuttisesti hyvaksyttavaa suolaa, ja noin
0,05 - 1 paino-% kaavan 1 mukaista peptidia, tai sen terapeut-

tisesti hyvaksyttavaa suolaa.

Joka tapauksessa kahta aktiivista ainetta on farmaseuttisessa
koostumuksessa lasna maarat, jotka aikaansaavat synergistisen

antiherpesvaikutuksen.

Seuraavat esimerkit kuvaavat keksintoa edelleen. Lampotilat
esitetaan yksikossa °C. Liuosten %-osuudet tai suhteet ovat
tilavuus/tilavuus—suhteessa, ellei muuta mainita. NMR-spektrit
rekisteroitiin Bruker 200 MHz— tai 400 MHz-spektrometrilla
(jolloin 400 MHz-spektri on mainitaan alussa); kemialliset
siirtymat (6) esitetaan yksikossa ppm (parts per million).
Esimerkeissa kaytettyja lyhenteita ovat mm. Boc: tert-butyy-
lioksikarbonyyli; Bu: butyyli; Bzl: bentsyyli; DMF: dimetyy-
liformamidi; Et: etyyli; EtOH: etanoli; EtOAc: etyyliasetaatti;
Et:0: dietyylieetteri; Me: metyyli; MeOH: metanoli; Pr: propyy-—
1li; TLC: ohutlevykromatografia; THF: tetrahydrofuraani.

Esimerkki 1

Liittamisreaktioiden vleinen menettelytapa

{Katso myos R. Knorr et al., Tetrahedron Letters, 30, 1927
(1989).}

Ensimmainen reaktantti, ts. vapaa amiini (tai sen hydroklori-
disuola), liuotetaan CH,Cl,:een tai asetonitriiliin, ja liuos
jaahdytetaan 4°C:seen. Sekoitettuun liuokseen lisataan typpi-
kehassa 4 ekvivalenttia N-metyylimorfoliinia. 20 minuutin
kuluttua lisataan 1 ekvivalentti toista reaktanttia, ts.
vapaata karboksyylihappoa, ja 1,05 ekvivalenttia liittamis-—
reagenssia. (Kaytannollisia ja tehokkaita liittamisreagensseja

tahan tarkoitukseen ovat (bentsotriatsol-1-yylioksi)tris—(dime-
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tyyliamino)fosfoniumheksafluorifosfaatti tai edullisesti 2-(1H-
bentsotriatsol-1-yyli)-N,N,N', N'~tetrametyyliuroniumtetrafluo—
riboraatti. Reaktiota tarkkaillaan TLC:1la. Reaktion edettya
loppuun CH,Cl, (tai asetonitriili) haihdutetaan alennetussa
paineessa. Jaannos liuotetaan EtOAc:hen. Liuos pestaan perak-
kain 1 N sitruunahapon vesiliuoksella, 10-%:isella Na,;CO;5:n
vesiliuoksella ja suolaliuoksella. Orgaaninen faasi kuivataan
(MgS0O,4), suodatetaan ja konsentroidaan kuiviin alennetussa pai-
neessa. Jaannos puhdistetaan silikageelilla (SiO,) flash-kroma-
tografiatekniikalla, jonka on kuvannut Still {wW.C.Still et al.,
J. Org. Chem., 43, 2923 (1978)}.

Esimerkki 2

H-Asp(cyPn) (Bz1)-NH-(S)-CH(CH,CMe,)CH,0Bzl-valituotteen val-

mistus

(a) (S)-o—Azido-1-{(fenyylimetoksi)karbonyyli}-syklopentaani-
etikkahappo: Tama yhdiste valmistettiin 2-oksospirol[4.4]no-
naani-—1,3—dionista, jonka on kuvannut M.N. Aboul-Enein et al.,
Pharm. Acta Helv., 55, 50 (1980), asymmetrisella atsidointi-
menetelmalla kayttaen Evan'in apuainetta, katso D.A. Evans et
al., J. Amer. Chem. Soc., 112, 4011 (1990).

Tasmallisemmin, 1,6 M butyllitiumin (469 ml, 750 mmol) heksaa-
nilivosta lisattiin tipoittain argonilmakehdassa liuokseen,
jossa o0li kiraalista apuainetta, 4(S)-(1-metyylietyyli)-2-
oksatsolidinonia, (96,8 g, 750 mmol, kuvanneet L. N. Pridgen ja
J. Prol., J. Org. Chem., 54, 3231 (1989)) kuivassa THF:ssa
-40°C. Seosta sekoitettiin -40°C:ssa 30 min ajan, ja jaahdy-
tettiin sitten -78°C:seen. 2-oksospirol[4.4]nonaani-1,3-dionia
lisattiin tipoittain jaahdytettyyn seokseen. Sitten seosta
sekoitettiin 0°C:ssa 1 tunnin ajan. Sen jalkeen seokseen lisat-
tiin 20-%:ista (paino/tilavuus) sitruunahapon vesiliuosta

(600 ml). Orgaaninen faasi erotettiin, ja vesifaasi uutettiin
EtOAc:1la. Yhdistetyt orgaaniset faasit pestiin suolaliuok-
sella, kuivattiin (MgSO,) ja konsentroitiin alennetussa pai-
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neessa, jolloin saatiin 3-{2-(1-karboksisyklopentyyli)-1-okso-
etyyli)}-4(S)—(1-metyylietyyli)-2-oksatsolidinoni vaaleanpu-

naisena liinteana aineena (300 g).

Jalkimmainen kiintea aine (n. 750 mmol) liuotettiin asetonit-
riiliin (1 1). Liuokseen lisattiin bentsyylibromidia (128,3 g,
89,2 ml, 750 mmol) ja 1,8-diatsabisyklo[5.4.0}undek-7—eenia
(114 g, 112 ml, 750 mmol). Seosta sekoitettiin argonin alla

16 tuntia. Haihtuvat aineet poistettiin alipaineessa. Jaannos
liuotettiin H20/EtOAc:iin. Orgaaninen faasi erotettiin, pestiin
10 % (w/v) sitruunahapon vesiliuoksella, kyllastetylla suola-
liuoksella, kuivattiin (MgSO,) ja vakevoitiin kuiviin alipai-
neessa, jolloin saatiin oljya. Kiteyttamalla o0ljy heksaani/-
EtOAc:sta saatiin vastaavaa bentsyyliesteria valkoisena kiin-
teana aipeena (204 g, 73 %).

Jalkimmaisen yhdisteen liuos (70 g, 187 mmol) kuivassa THF:ssa
(200 ml) jaahdytettiin -78°C:een. 0,66M THF-liuos, jossa oli
kalium-1,1,1,3,3,3-heksametyylidisilatsaania (286 ml, 189 mmol)
joka sisalsi 6 % (w/v) kumeenia lisattiin yli 15 minuutin jak-
son ajan jaahdytettyyn liuokseen. Seosta sekoitettiin -78°C:ssa
45 minuuttia. Liuos, jossa oli 2,4,6-tri-isopropyylibentseeni—
sulfonyyliatsidia (67 g, 216 mmol) kuivassa THF:ssa (100 ml)
lisattiin yhtena annoksena kylmaan seokseen, kaksi minuuttia
myohemmin lisattiin jaaetikkaa (50 ml, 860 mmol). Seosta lammi-
tettiin ja sekoitettiin 35-45°C:ssa yhden tunnin ajan. Haihtu-
vat aineet poistettiin alipaineessa. Keltaista jaannosta hier-
rettiin heksaani/EtOH:1la (4:1, 1,7 1). Saatu valkoinen kiintea
aine otettiin talteen suodattimeen. Suodosta sekoitettiin
Si0,:n (230-240 mesh) kanssa. Haihtuvat aineet poistettiin ali-
paineessa, ja jaljelle jaanyt kiintea aine kuivattiin 35°C:ssa
alipaineessa kumeenin poistamiseksi. Sitten jaljelle jaanyt
kiintea aine asetettiin SiO,-pylvaaseen. Eluoimalla jaljelle
jaanyt kiintea aine ja SiO, heksaani-EtOAc:lla 9:1 ja vakevoi-
malla eluointiaine saatiin 3-{{2(S)-atsido-1-okso-2-{1—{(fenyy-
limetoksi)karbonyyli}syklopentyyli}etyyli}-4(S)—(1-metyyli-—
etyyli)—2-oksatsolidinonia (66 g, 86 %).
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Liuos, jossa oli jalkimmaista yhdistetta (13,42 g, 32,4 mmol)
THF/H,0:ssa (3:1, 608 ml) jaahdytettiin 0°C:een. Vetyperoksi-
di/H,0:a (3:7, 16,3 ml, 518 mmol H,0,:a) lisattiin jaahdytettyyn
liuokseen; taman jalkeen lisattiin LiOH.H,0:a (2,86 g,

68,2 mmol). Seosta sekoitettiin 0°C:ssa 45 minuuttia ja sitten
sammutettiin natriumsulfiitin 10 % (w/v) vesiliuoksella

(400 ml). Kun NaHCO3 (1,93 g) oli lisatty, seos vakevoitiin
alipaineessa. Kiraalista apuainetta saatiin jatkuvalla uutta-
misella (vesipitoinen NaHCO3/kloroformi) 20 tunnin ajan. Taman
jalkeen vesifaasi jaahdytettiin 0°C:een, tehtiin happameksi
lisaamalla vakevoitya HCl:a ja sitten uutettiin EtOAc:1la. Uute
pestiin kyllastetylla suolaliuoksella, kuivattiin (MgSO,;) ja
vakevoitiin alipaineessa, jolloin saatiin haluttua yhdistetta
valkoisena kiinteana aineena (8,2 g, 84 %). Esitetyn yhdisteen
'H NMR (¢DC13): & 1,6-1,8 (m, 5H), 1,95-2,05 (m, 2H), 2,20-2,30
(m, 1H), 4,55 (s, 1H), 5,12 (s, 2H) ja 7,4 (m, 5H).

Yhdistetta kaytetaan taman esimerkin kohdassa (c).

(b) NH,—-(S)-CH(CH,CMe3)CH,0Bzl: H-yMeLeu-OH pelkistettiin
LiBH,/Me3SiCl:1la menetelman A. Giannis ja K. Sandhoff, Angew.
Chem. Int. Ed. Engl., 28, 218 (1989) mukaisesti, jolloin saa-
tiin aminoalkoholi NH,-(S)-CH(CH,CMe;)CH,OH:a. Seosta, jossa oli
jalkimmaista yhdistetta (812 mg, 6,2 mmol), trietyyliamiinia
(659 mg, 6,51 mmol) ja di-tert-butyylidikarbonaattia (1,42 g,
6,51 mmol) kuivassa THF:ssa (15 ml) sekoitettiin typpikehassa
4°C:ssa 15 minuuttia ja sitten huoneenlampotilassa 4 tuntia.
THF haihdutettiin alipaineessa. Jaannos liuotettiin EtOAc:iin.
Liuos pestiin 10 % vesipitoisella sitruunahapolla, 5 % vesipi-
toisella NaHCOj3:1la ja kyllastetty suolaliuoksella. Orgaaninen
faasi kuivattiin (MgSO,) ja vakevoitiin kuiviin alipaineessa.
Jaannos puhdistettiin flash-kromatografisesti (Si02, eluointi-
aine: heksaani-EtOAc, 2:1), jolloin saatiin Boc—-NH-(S)-
CH(CH,CMe3)CH,0H:a (1,23 g, 86 %).

Tetrabutyyliammoniumbisulfaattia (106 mg) ja 50 % vesipitoista
NaOH:a (3 ml) lisattiin perakkain liuokseen, jossa oli Boc-NH-
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(S)-CH(CH,CMe3)CH,OH:a (1,23 g, 5,35 mmol) bentsyylikloridissa
(13 ml). Saatua seosta sekoitettiin 35-40°C:ssa 90 minuuttia,
laimennettiin EtOAc:1lla ja pestiin H,0:1la ja kyllastetylla
suolaliuoksella. Orgaaninen faasi kuivattiin (MgSOQ,) ja vake-
voitiin kuiviin alipaineessa. Jaannos liuotettiin heksaaniin.
Liuos kaadettiin SiO,-pylvaaseen. Pylvas eluoitiin heksaanilla
bentsyylikloridin poistamiseksi ja sitten heksaani-EtOAc:1lla
(2:1), jolloin saatiin Boc-NH-(S)-CH(CH,CMe;)CH,0Bzl. Jaljempana
esitetyn yhdisteen 'H NMR (CDCl;) 6 0,95 (s, 9H), 1,42 (s, 9H),
1,30-1,55 (m, 2H), 3,42 (d, J = 4 Hz, 2H), 3,88 (levea, 1H),
4,54 (m, 3H), 7,23-7,4 (m, 5H). Jalkimmainen yhdiste (1,28 g,
3,99 mmol) liuotettiin 6N HCl/dioksaaniin (10 ml). Liuosta
sekoitettiin typpikehassa 4°C:ssa 45 minuuttia. Haihduttamalla
livotin saatiin halutun yhdisteen vetykloridisuolaa (1,05 g).
Yhdistetfa kaytetaan taman esimerkin seuraavassa osassa

puhdistamatta sita enempaa.

(c) Taman esimerkin otsikkoyhdiste: Noudattamalla esimerkin 1
liitantamenetelmaa ja kayttamalla edellisen kohdan NH,—(S)-
H(CH,CMe3)CH,0Bzl:n vetykloridisuolaa ensimmaisena reaktio-
komponenttina ja taman esimerkin kohdan (a) (S)—-a—atsido-1-

{ (fenyylimetoksi)karbonyyli}syklopentaanietikkahappoa toisena
reaktiokomponenttina saatiin N-{(S)-1-bentsyylioksimetyyli-3, 3—
dimetyylibutyyli}-(S)-a~atsido-1-{(fenyylimetoksi )karbonyyli}-
syklopentaaniasetamidia. Pelkistamalla jalkimmainen yhdiste
tina(II)kloridilla MeOH:ssa menetelman N. Maiti et al.,
Tetrahedron Letters, 27, 1423 (1986) mukaisesti saatiin taman
esimerkin otsikkoyhdistetta. Esitetyn yhdisteen 'H NMR (CDC1l3) &
0,98 (s, 9H), 1,22-2,25 (m, 12H), 3,4 (4, J = 4 Hz, 2H), 3,64
(s, 1H), 4,18 (levea m, 1H), 4,52 (s, 2H), 5,12 (s, 2H), 7,18
(d, 3 = 7 Hz, 1H), 7,22-7,38 (levea m, 10H).

Esimerkki 3

Boc—Tbg-CH,—(RS)-CH(CH,C(0)CMe3)C(0)OH-valituotteen valmistus



26

(a) Monoallyylimalonaatin magnesiumsuola: Liuosta, jossa oli
2,2-dimetyyli-1,3-dioksaani-4,6-dionia (100 g, 0,69 mol) ja
allyylialkoholia (47 ml, 0,69 mol) bentseenissa (800 ml) kuu-
mennettiin refluksoiden 24 tuntia. Liuotin haihdutettiin ali-
paineessa. Tislaamalla jaannos alipaineessa saatiin monoallyy-—
limalonaattia (71 g, 71 %, kp.: 123-127°C/2,7 mmHg). Jalkim-—
mainen esteri (71 g, 0,48 mol) liuotettiin kuivaan THF:iin
(300 ml). Magnesiumetoksidia (28,5 g, 0,245 mol) lisattiin
liuokseen. Seosta sekoitettiin argonin alla 4 tuntia huoneen-
lampotilassa (20-22°C). Liuotin haihdutettiin alipaineessa, ja
jaannosta hierrettiin Et,0:1la, jolloin saatiin ruskeahkoa
kiinteaa ainetta. Kiintedaine jauhettiin hienoiksi osasiksi ja
kuivattiin alipaineessa, jolloin saatiin haluttua magnesium-
suolaa (56 g, 73 %). Suolaa kaytetaan taman esimerkin seuraa-—

vaan kohgaan.

(b) Boc-Tbg-CH,C(0O)OCH,=CH,: 1,1-Karbonyylidi-imidatsolia

(12,6 g, 78 mmol) lisattiin liuokseen, jossa oli Boc—-Tbg-OH:a
(15 g, 64 mmol) kuivassa asetonitriilissa (150 ml). Seosta
sekoitettiin argonin alla 2 tuntia huoneenlampotilassa. Mono—
allyylimalonaatin magnesiumsuolaa (24 g, 78 mmol) ja 4-(N,N-di-
metyyliamino)pyridiinia (100 mg) lisattiin seokseen. Seosta
kuumennettiin refluksoiden yhden tunnin ajan ja sitten sekoi-
tettiin huoneenlampotilassa 18 tuntia. Taman jalkeen seos vake-—
voitiin alipaineessa. Jaannos liuotettiin EtOAc:iin (300 ml).
Liuos pestiin 10 % vesipitoisella sitruunahapolla (2 x 100 ml)
ja kyllastetylla suolaliuoksellla (2 x 100 ml), kuivattiin
(MgS0O,) ja haihdutettiin kuiviin. Jaannos puhdistettiin flash-
kromatografoimalla (5i0,;, eluointiaine: heksaani-EtOAc, 9:1),
jolloin saatiin haluttua allyyliesteria (19,4 g, 96 %) ruskeana
O0ljyna, joka kiteytyi seisoessaan. 'H NMR (CDCl;), huomaa, etta
tama yhdiste on keto-enolitautomeerien seoksena suhteessa 3:1
kloroformissa, 6 0,96 (s, 9H, enolimuoto), 1,04 (s, 9H), 1,46
(s, 9H), 3,65 (s, 2H), 3,90 (d, J = 8,5 Hz, 1H, enolimuoto),
4,20 (&, 3 = 7,5 Hz, 1H), 4,65 (m, 2H), 5,10 (levea d, J = 7,5
Hz, 1H), 5,20-5,40 (m, 2H), 5,80-6,05 (m, 1H), 12 (s, 1H,
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enolimuoto). Allyyliesteria kaytetaan taman esimerkin kohdassa
(4).

(c) (E)-5,5-Dimetyyli-4-okso-2-heksenoinihappoetyyliesteri:
Tama etyyliesteri valmistettiin menetelman S. Manfredini et
al., Tetrahedron Letters, 29, 3997 (1988) mukaisesti.
6ljyméinen raakatuote puhdistettiin flash-kromatografisesti
(Si0,, eluointiaine: heksaani), jolloin saatiin haluttua
etyyliesterii keltaisena 6ljynd. 'H NMR (CDC13) & 1,21 (s, 9H),
1,33 (¢, Jd = 17,5 Hz, 3H), 4,28 (q, Jd = 7,5 Hz, 2H), 6,78 (4, J
= 15,5 Hz, 1H), 7,51 (4, J = 15,5 Hz, 1H). Etyyliesteria kayte-

taan taman esimerkin seuraavassa kohdassa.

(d) Taman esimerkin otsikkoyhdiste: taman esimerkin kohdassa
(b) kuvattu Boc-Tbg-CH,C(0O)OCH,=CH, (0,67 g, 2,1 mmol) liuo-
tettiin vedettomaan THF:iin (25 ml) argonkehan alla. Natrium—
hydridia (60 % oljydispersio, 0,095 g, 2,4 mmol) lisattiin
liuokseen. Seosta sekoitettiin huoneenlampotilassa 30 minuut-
tia. Taman esimerkin kohdassa (c) kuvattua (E)-5,5-dimetyyli—4—
okso—2-heksenoinihappoetyyliesteria (0,435 g, 2,36 mmol) lisat-
tiin seokseen. Reaktioseosta sekoitettiin kunnes reaktio paat-
tyi kuten TLC:lla voidaan havaita (noin 6 tuntia). Taman jal-
keen seos sammutettiin 10 % vesipitoisella sitruunahapolla. THF
poistettiin alipaineessa, ja saatu konsentraatti uutettiin
EtOAc:1la (3 x 25 ml). Uute pestiin H,0:1la, kuivattiin (MgSOy4)
ja vakevoitiin alipaineessa. Jaannos puhdistettiin flash-kroma-—
tografisesti (SiO,, eluointiaine: heksaani-EtOAc, 9:1), jolloin
saatiin vastaava Michael-reaktion additiotuote (1,06 g, 100 %).

Michael-additiotuote siirrettiin
Boc-Tbg—CH,—(RS)-CH(CH,C(0)CMe3)C(O)OH:iin seuraavasti:
Tetrakistrifenyylifosfiinipalladium{(O)ia (0,20 g, 0,18 mmol) ja
trifenyylifosfiinia (0,060 g, 0,23 mmol) liuotettiin CH,Cl,:iin
(10 ml) argonkehassa. Asetonitriilia (20 ml) lisattiin ja liuos
jaahdytettiin 0°C:een. Pyrrolidiinia (0,28 ml, 2,7 mmol) ja
sitten Michael-additiotuote (1,06 g, 2,1 mmol) lisattiin
liuokseen. Seoksen annettiin palutua huoneenlampotilaan yli
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yhden tunnin ajan ja sitten sekoitettiin 20 tuntia. Taman jal-
keen reaktioseosta kuumennettiin refluksoiden yhden tunnin ajan
argonin alla reaktion saattamiseksi loppuun. Liuotin haihdutet-
tiin, ja jaannos puhdistettiin flash-kromatografisesti (SiO,,
eluointiaine: heksaani-EtOAc, 9:1), jolloin saatiin Boc—-Tbg-
CH,—(RS)—CH(CH,C(0)CMe3)C(O)OEt (0,77 g, 83 %). Taman jalkeen
jalkimmainen yhdiste (0,77 g, 1,7 mmol) liuotettiin etyleeni-
glykolidimetyylieetteri - H,0:een (1:1, 10 ml). Litiumhydrok-
sidimonohydraattia (0,31 g, 7,4 mmol) lisattiin liuokseen.
Seosta sekoitettiin huoneenlampotilassa 4 tuntia. tehtiin
happameksi 10 % vesipitoisella sitruunahapolla (20 ml) ja
uutettiin EtOAc:1la (3x25 ml). Uute kuivattiin (MgSOy4) ja
vakevoitiin alipaineessa, jolloin saatiin taman esimerkin
otsikkoyhdistetta ruskeahkona kiinteana aineena (0,69 g, 80 %
kokonaisgaanto Boc-Tbg-CH,C(O)OCH,CH=CH,):sta. Tuote oli diaste-
reoisomeerien 55:45-seos (esitetty NMR:1lla). 'H NMR (CbCl3) 6
0,99 (s, 9H, pienempi isomeeri), 1,14 (s, 9H, suurempi isomee-
ri), 1,43 (s, 9H), 2,68-3,12 (m, 4H), 3,30 (m, 1H), 4,09 (4, J
= 9 Hz, 1H), 5,11 (4, J = 9 Hz, 1H).

Esimerkki 4

H-Tbg-CH,CH(CH,C(0)CMe3)C(0)-Asp(cyPn) (Bzl)-NH—(S)—
CH(CH3;CMe3) CH,0Bzl-valituotteen valmistus

Noudattamalla esimerkin 1 liitantamenetelmaa ja kayttamalla
esimerkin 2 otsikkoyhdistetta (3,42 g, 7,13 mmol) ensimmaisena
reaktiokomponenttina ja esimerkin 3 otsikkoyhdistetta (2,50 g,
6,48 mmol) toisena reaktiokomponenttina, flash—-kromatografoi-
malla (SiO,, eluointiaine: heksaani-EtOAc, 4:1) raakatuote saa-
tiin vastaava otsikkoyhdisteen N-Boc-johdannainen (4,64 g,

84 %; Rf = 0,21, heksaani-EtOAc, 7:3). Liuosta, jossa oli jal-
kimmaista johdannaista (4,64 g, 5,44 mmol) 6N HCl/dioksaanissa
(50 ml) sekoitettiin huoneenlampotilassa yhden tunnin ajan ja
sitten vakevoitiin alipaineessa. Jaannos liuotettiin Et,0:iin.
Jalkimmainen liuos pestiin NaHCO3:n kyllastetylla vesiliuok-
sella ja kyllastetylla suolaliuoksella, kuivattiin (Mgs0y) 3Jja
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vakevoitiin, jolloin saatiin keltaista oljya, joka sisalsi
kahta diastereoisomeeria. Kaksi isomeeria erotettiin flash-
kromatografoimalla (5i10,, eluointiaine: heksaani-EtOAc-MeOH,
5:4,5:0,5). Haluttua isomeeria (ts. polaarisempaa; Rf = 0,18,
EtOAc-heksaani-MeOH, 7:3:0,5) saatiin varittomana oljyna
(2,52 g, 52 %). Isomeeria, taman esimerkin otsikkoyhdistetta,

kaytetaan seuraavassa esimerkissa puhdistamatta enempaa.

Esimerkki 5

Boc—(N-Me)Val-Tbg-CH,(R)-CH(CH,C(0)CMe;)C(0)-Asp(cyPn) (Bzl)-NH-
(S)-CH(CH,CMe3)CH,0Bzl:n valmistus

Noudattamalla esimerkin 1 liitantamenetelmaa ja kayttamalla
esimerkin 4 otsikkoyhdistetta (4,45 g, 5,95 mmol) ensimmaisena
reaktiokomponenttina ja N-metyylivaliinia (4,41 g, 17,9 mmol)
toisena reaktiokomponenttina, flash-kromatografoimalla (SiO,,
eluointiaine: heksaani-EtOAc, 7:3) raakatuote saatiin taman
esimerkin otsikkoyhdistetta (4,02 g, 72% saanto). '"H NMR (CDC15y)
5 0.87 (d, J = 7 Hz, 6H), 0,90 (s, 18H), 1,10 (s, 9H), 1,48 (s,
94), 1,5 - 2,0 (m, 10H), 2,30 (m, 1H), 2,5 - 3,1 (m, 5H), 2,80
(s, 3H), 3,30 (m, 2H), 4,0 (d, J = 12,5 Hz, 1H), 4,20 (m, 1H),
4,32 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 4,49 (4, J‘=-4,5 Hz, 2H), 4,64 (4, J
= 11Hz, 1H), 5,18 (4, J = 5Hz, 2H), 6,78 (levea d, J = 8,5 Hz,
1H), 7,11 (levea 4, J = 8,5 Hz, 1H), 7,18 (levea 4, J = 11 Hz,
1H), 7,2-7,45 (m, 10H).

Esimerkki 6

PhCH,CH,C(0)—~(N-Me)Val-Tbg—~CH,~(R)}—CH (CH,C(0O)CMe3)C(0)~

Asp(cyPn)—yMeLeusinolin valmistus

Liuosta, jossa oli esimerkin 5 otsikkoyhdistetta (4,02 g,
4,25 mmol) 6N HCl/dioksaanissa (30 ml) sekoitettiin huoneen-
lampotilassa yhden tunnin ajan ja sitten vakevoitiin alipai-

neessa, Jjolloin saatiin esimerkin 5 otsikkoyhdisteen vapaata
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N-terminaalista aminojohdannaista sen hydrokloridisuolan muo-
dossa. Taman jalkeen noudattamalla esimerkin 1 liitantamene-
telmaa ja kayttamalla jalkimmaista aminojohdannaista ensimmai-
sena reaktiokomponenttina ja bentseenipropionihappoa (2,00 g,
13,3 mmol) toisena reaktiokomponenttina, puhdistamalla raaka-
tuote flash—-kromatografoimallla (SiO,, eluointiaine: heksaani-
EtOAc, 3:2) saatiin PhCH,CH,C(0)-N-Me-Val-TbgCH,—(R)-
CH(CHZC(O)CMe3)C(O)—Asp—(cyPn)(Ole)—NH(S)—CH(CHZCMe3)CH20le:a
valkoisena vaahtona (4,00 g, 94 %; Rf = 0,35, heksaani-EtOAc,
1:1). '"H NMR (CDCl;, 400 MHz) &6 0,79 (d, J = 7 Hz, 3H), 0,91 (s,
9H), 0,93 (s, 9H), 1,08 (s, 9H), 1,5 - 1,9 (m, 10H), 2,27 (m,
1H), 2,5 - 2,85 (m, 7H), 2,90 (s, 3H), 2,97 (m, 4H), 3,27 (44,
Jd =11, 7 Hz, 1H), 3,55 (dd, J = 11, 4,5 Hz, 1H), 3,48 (q, J =
7,5 Hz, 2H), 4,22 (m, 1H), 4,27 (4, J = 8 Hz, 1H), 4,48 (1, J =
8,5 Hz, 2H), 4,53 (d, J = 11 Hz, 1H), 4,63 (4, J = 0,5 Hz, 1H),
5,16 (q, J = 13 Hz, 2H), 6,72 (4, J = 8 Hz, 1H), 7,02 (4, J =
8,5 Hz, 1H), 7,17 (4, J = 9,5 Hz, 1H), 7,18 - 7,4 (m, 10H).

Jalkimmainen yhdiste (4,00 g, 4,03 mmol) saatettiin hydrogeno-
lyysiin {20% Pd(OH),/C (200 mg), H,:n 1 ilmakehassa, EtOH,

5 tuntia}. Reaktion tapahduttua loppuun katalyytti poistettiin
reaktioseoksesta suodattamalla 45 um membraanin lapi. Suodos
vakevoitiin alipaineessa, jolloin saatiin puhdasta 6ljya. Oljy
liuotettiin Et,0:iin (100 ml). Liuos haihdutettiin kuiviin ali-
paineessa. Liuotus- ja haihdutusmenetelma toistettiin, jolloin
saatiin valkoista kiinteaa ainetta. Kiinteaa ainetta hierret-—
tiin heksaanilla, suodatettiin ja kuivattiin alipaineessa,
jolloin saatiin otsikkoyhdistetta (3,12 g, 95 %)

'H NMR (dg—DMSO), 400 MHz; huomaa: yhdiste on DMSO:ssa kahden
rotameerin 50:50-seoksena 6 0,71-0,92 (m, 24H), 1,05 (s, 4,5H),
1,06 (s, 4,5H), 1,20-1,78 (m, 10H), 1,93-2,16 (m, 2H), 2,48-
2,83 (m, 6H), 2,84 (s, 1,5H), 2,92 (s, 1,5H), 2,96-3,06 (m,
1H), 3,10-3,23 (m, 2H), 3,72-3,81 (m, 1H), 4,09-4,14 (m, TH),
4,22 (4, 8 Hz, 0,5H), 4,54-4,62 (levea m, 1H), 4,73-4,81 (m,
1,54), 7,12-7,29 (m, 6H), 7,94 (4, J = 10 Hz, 1H), 8,04 (4, J =
8 Hz, 0,5H), 8,32 (4, J = 8,5 Hz, 0,5H).
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Noudattamalla esimerkin 6 mnetelmaa, mutta korvaamalla bentsee—
nipropionihappo 2-(fenyylimetyyli)-3-fenyylipropionihapolla
(dibentsyylietikkahappo) saatiin (PhCH,),CHC(0)-(N~Me)Val-Tbg-—
CHy—(R)-CH(CH,C(0)-CMe3)C(0O)-Asp(cyPn)-yMeLeusinolia.

Esimerkki 7

Et,CHNHC(0)-Thg—-CH,~(R)~CH(CH,C(0)CMe3)CO-Asp(cyPn)—
yMeL,eusinolin valmistus

1-Etyylipropyyli-isosyanaattia (28 mg, 0,248 mmol) lisattiin
liuokseen, jossa oli esimerkin 4 otsikkoyhdistetta 4 (23 mg,
0,030 mmol) ja trietyyliamiinia (6 mg, 0,057 mmol) vedettomassa
CH,Cl,:ssa. Reaktioseosta sekoitettiin argonkehan alla 0°C:ssa
yhden tunnin ajan ja sitten huoneenlampotilassa 18 tunnin ajan.
TLC (EtOAc-heksaani, 1:1) osoitti reaktion paattyneen. Liuotin
haihdutettiin alipaineessa. Jaannos puhdistettiin flash-kroma-—
tografoimalla (SiO,, eluointiaine: heksaani-EtOAc, 6:4), jol-
loin saatiin taman esimerkin otsikkoyhdisteen vastaavaa dibent-—
syylijohdannaista (16 mg). 'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 0,9 (t, J =
7 Hz, 3H), 0,92 (t, J = 7 Hz, 3H), 0,94 (s, 9H), 0,95 (s, 9H),
1,10 (s, 9H), 1,25-1,90 (m, 14H), 2,52 (m, 1H), 2,68 (m, 1H),
2,81 (m, 1H), 2,94-3,07 (m, 2H), 3,27 (dd, J = 7,2, 9 Hz, 1H),
3,36 (dd, 3 = 5,5, 9 Hz, 1H), 3,46 (m, 1H), 4,07 (d, J = 9 Hz,
1H), 4,23 (m, 1H), 4,28 (4, J = 9 Hz, 1H), 4,48 (d4d, J = 10 Hz,
2H), 4,66 (4, J = 10 Hz, 1H), 4,74 (4, J = 9 Hz, 1H), 5,17 (44,
Jd =14 Hz, 2H), 7,10 (4, J = 8,5 Hz, 1H), 7,2-7,45 (m, 11H).

Jalkimmainen dibentsyylijohdannainen saatettiin hydrogenolyy-—
siin (10 % palladium/hiili, 1 ilmakeha, EtOH), jolloin saatiin

otsikkoyhdistetta. Massaspektri: 703 (M + Na)*.

Esimerkki 8

Muiden edustavien valituotteiden valmistus kaavan 1 mukaisten
peptidien C-paatteen kasittelemiseksi
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(a) NH,—(R)-CH(Et)CMe;: Jaahdytettyyn liuokseen (0°C), jossa oli
4,4-dimetyyli-3-pentanonia (106 g, 0,92 mmol) ja (R)-a-metyyli-
bentsyyliamiinia (111 g, 0,92 mmol) bentseenissa (1 1) lisat-
tiin liuos, jossa oli TiCl,:a (50,5 ml, 0,46 mmol) bentseenissa
(200 ml) sellaisella nopeudella, etta seoksen lampotila pysyi
alle 10°C. Taman jalkeen seosta sekoitettiin mekaanisesti

3 tuntia 40°C:ssa, jaahdytettiin huoneenlampotilaan ja suoda-
tettiin piimaan lapi. Piimaa pestiin Et,0:11la. Yhdistetty suo-
dos ja pesuneste vakevoitiin. Jaannos liuotettiin kuivaan
MeOH:iin (2 1). Liuos jaahdytettiin 0°C:een ja NaBH :a (20 g,
0,53 mmol) lisattiin annoksittain samalla kun seoksen lampo-
tilaa pidettiin alle 5°C:ssa. Metanoli haihdutettiin. Jaannos
liuotettiin Et,0:iin. Liuos pestiin kyllastetylla suolaliuok-
sella, kuivattiin (MgSO4) ja haihdutettiin kuiviin, jolloin
saatiin puneratavaa Oljya (distereoisomeerien 18:1-seos kuten
NMR:1lla osoitettiin). 61jy puhdistettiin flash-kromatografoi-
malla (SiO,, eluointiaine: EtOAc/heksaani, 7:93), jolloin saa-
tiin N—-(1(R)-fenyylietyyli)-1(R)-etyyli-2,2-dimetyylipropyyli-
amiinia nesteena (110 g, 54 %). Tama aines liuotettiin heksaa-
niin (1,5 1). 6N HCl dioksaanissa (90 ml) lisattiin liuokseen
yli 15 minuutin jakson ajan. Saatu valkoinen kiintea aine otet-
tiin talteen suodattimeen ja sitten pestiin heksaanilla, jol-
loin saatiin N(1(R)-fenyyli-etyyli)-1(R)—-etyyli-2,2-dimetyyli-
propyylihydrokloridia (125 g, 97 %). 'H NMR (CpCly) 6 0,55 (t,
J=17,5 Hz, 3H), 1,14 (s, 9H), 1,54-1,95 (m, 2H), 2,23 (4, J =
6,5 Hz, 3H), 2,36-2,44 (m, 1H), 4,31-4,49 (m, 1H), 7,30-7,48
(m, 3H), 7,74-7,79 (m, 2H).

Liuosta, jossa oli jalkimmaista yhdistetta (41,5 g) MeOH:ssa
(120 ml) sekoitettiin 10 $ (w/w) Pd/C:lla, ja seosta ravistel-
tiin vedyn 50 psi:ssa Parr-hydrogenaattorissa huoneenlampoti-
lassa 48 tunnin ajan. Seos suodatettiin, ja suodos vakevoitiin,
jolloin saatiin haluttua NH,-(R)-CH(Et)CMej:a sen suolahappo-
additiosuolan muodossa valkoisena kiinteana aineena (25 g,

100 %). 'H NMR (CDC1l3) 6 1,10 (s, 9H), 1,22 (t, J = 7 Hz, 2H),
1,58-1,90 (m, 2H), 2,70-2,85 (m, 1H), 8,10-8,40 (levea s, 3H).
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Noudattamalla edellista menetelmaa, mutta korvaamalla 4,4-dime-—
tyyli-3-pentanoni 3,3-dimetyyli-2-butanonilla saatiin NH,-(R)-
CH(Me)CMe;3.HCl:a.

(b) NH,N(Me)CMe3: NaOH (3,3 g, 82 mmol) lisattiin liuokseen,
jossa oli tert-butyylihydratsiinihydrokloridia (5,1 g,

41 mmol). 15 minuutin kuluttua seokseen lisattiin liuos, jossa
oli ditert-butyylidikarbonaattia (9,0 g, 42 mmol) THF:ssa

(15 ml). Seosta sekoitettiin huoneenlampotilassa 15 tuntia ja
sitten uutettiin Et,0:11la (3 X 20 ml). Yhdistetyt uutteet pes-
tiin Na,CO5:n kyllastetylla vesiliuoksella, kuivattiin (MgSOy)
ja vakevoitiin, jolloin saatiin valkoista kiinteaa ainetta

(7,6 g). Jalkimmainen aines (1,3 g, 6,9 mmol) liuotettiin kui-
vaan DMF:iin. NaH:n 60 % (w/w) dispersiota mineraalioljyssa
(0,28 g, ,ts. 6,9 mmol NaH:a) ja sitten DMF:a (1,5 ml) lisattiin
liuokseen. Seosta sekoitettiin 20 minuuttia, minka jalkeen
lisattiin puhdasta metyylijodidia (0,97 g, 6,9 mmol). Reaktio-—
seosta sekoitettiin huoneenlampotilassa 15 tuntia ja sitten
jaettiin H,O0:n ja Et,0:n kesken. Orgaaninen faasi erotettiin ja
pestiin 0,5N vesipitoisella HCl:1lla (2 x). Yhdistetyt vesifaa-
sit tehtiin emaksiseksi NaHCO;:1lla ja uutettiin EtOAc:lla

(3 x). EtOAc—uute kuivattiin (MgSO4) ja vakevoitiin kuiviin,
jolloin saatiin Boc—-NHN(Me)CMej:a valkoisena kiinteana aineena
(0,9 g, 64 %); '"H NMR (CDCl3) 6 1,07 (s, 9H), 1,44 (s, 9H), 2,43
(s, 3H), 5,29 (s, 1H). Jalkimmainen kiintea aine (0,9 g) liuo-
tettiin 6N HCl/dioksaaniin (5 ml). Liuoksen annettiin seista
huoneenlampotilassa 30 minuuttia ja sitten vakevoitiin kuiviin.
Hiertamalla jaannosta heksaanilla saatiin NH,N(CH3)CMej.HCl:a

valkoisena kiinteana aineena (0,5 g).
Noudattamalla edellista menetelmaa, mutta korvaamalla metyyli-
jodidi etyylijodidilla saatiin NH)N(Et)CMe;.HC1,

sp.: 129-134°C.

Esimerkki 9
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Muiden edustavien valituotteuden valmistus kaavan 1 mukaisten
peptidien N-paatten kasittelemiseksi esimerkin 7 menetelman

mukaisesti

(a) 1-Propyylibutyyli-isosyanaatti: Tama valituote valmistet-—
tiin kaupallisesti saatavissa olevasta 4-aminoheptaanista mene-
telman V.S. Goldesmidt ja M. Wick, Liebigs Ann. Chem., 575, 217
(1952) mukaisesti.

(b) 1-Etyyli-1-(2-propenyyli)-3-butenyyli—-isosyanaatti:

Liuos, jossa oli propioninitriilia (14,5 g, 264 mmol) kuivassa
Et,0:ssa (40 ml) lisattiin tipoittain 1,0M allyylimagnesiumbro-
midi/Et,0:iin (880 ml). Reaktioseosta sekoitettiin mekaanisesti
refluksoiden kahden tunnin ajan, minka jalkeen se jaahdytettiin
0°C:een.;NH4Cl:n kyllastettya vesiliuosta (320 ml) lisattiin
varovaisesti jaahdytettyyn reaktioseokseen. Orgaaninen faasi
erotettiin, kuivattiin (MgSOy), jaahdytettiin 0°C:een ja sitten
sekoitettiin samassa lampotilassa 1M HC1l/Et,0:n (200 ml) kans-—
sa. Saatu kiintea aine otettiin talteen ja kuivattiin alipai-
neessa (n. 27 g). Jalkimmainen aines liuotettiin CH,Cl,:iin
(200 ml). Liuos pestiin Na,CO3:n 10 % (w/v) vesiliuoksella (2 x)
ja sitten kyllastetylla suolaliuoksella, kuivattiin (MgSO4) ja
vikevoitiin kuiviin, jolloin saatiin keltaista 6ljya. Oljy tis-
lattiin (82-85°C/20 Torr), jolloin saatiin 1-etyyli—1-(2-prope-—
nyyli)-3-butenyyliamiinia varittomana nesteena (11,6 g, 34 %);
'H NMR (CDCl4), 400 MHz) 6 0,89 (t, J = 7Hz, 3H), 1,39 (q, J =
7 Hz, 2H), 2,11 (d, J = 7 Hz, 2H), 5,06-5,14 (m, 4H), 5,80-5,89
(m, 2H).

Jalkimmainen yhdiste muunnettiin t-etyyli-1-(2-propenyyli)-3-
butenyyli-isosyanaatiksi menetelman V.S. Goldesmidt ja M. Wick,

supra mukaisesti.

Edeltavan kappaleen b. prosessin ensimmainen vaihe, ts. 1-etyy-
li-1-(2-propenyyli)-3-butenyyliamiinin valmistaminen, perustuu
yleiseen menetelmaan, jonka ovat kuvanneet G. Alvernhe ja A.
Laurent, Tetrahedron Lett., 1057 (1973). Kokonaisprosessia,
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sopivan reagoiviern aineiden valinnan kanssa, voidaan kayttaa
valmistettaessa muita vaadittavia isosyanaattivalituotteita
lopulta tapahtuvaan kaavan 1 mukaisten peptidien valmistukseen,
joissa on tyydyttymattomyytta N-terminaalisessa paassa, ts.
kaavan 1 mukaisia peptideja, joissa A-B on tyydyttymaton alkyy-
liaminokarbonyyli, jolla on kaava R>-NH-C(O), jossa R° on haa-
roittunut tyydyttymaton hiilivetyradikaali kuten t-metyyli-1-
(2-propenyyli)-3-butenyyli. Huomaa kuitenkin, etta kun vaadit-—
tavia isosyanaattivalituotteita kaytetaan esimerkin 7 menette-—
lytavan mukaan, niin lopullinen tuote on kaavan 1 mukainen vas-—
taava peptidi, jossa N-terminaalinen paa on tyydyttynyt. Lisak-
si viimeksi mainittu menettelytapa edustaa kaytannon prosessia
sellaisten vastaavien peptidien valmistamiseksi; esimerkiksi
MePr,CNHC(0)- tai EtPr,—CNHC(0)-Tbg-CH,—(R)—CH(CH,C(0)CMe;)C(0)~
Asp(cyPnj)—-NHCH,CMe;, katso esimerkin 13 taulukossa IV lueteltuja
8. ja 5. yhdistetta, vastaavasti.

Toisaalta kun on toivottavaa sailyttaa tyydyttymattomyys N-ter-
minaalisessa paassa, kaavan 1 mukaisia N-terminaalisia tyydyt-
tymattomia peptideja voidaan valmistaa samalla tavalla kuin
vastaavia tyydyttyneita peptideja edellyttden, etta kaytetaan
karboksisuojaryhmia, jotka voidaan poistaa selektiivisesti tyy-
dyttymattomyyden lasna ollessa. Eras kaytannollinen karboksi-
suojaryhma tahan tarkoitukseen on allyyliryhma. Niinpa halutut
N-terminaalisesti tyydyttymattomat peptidit voidaan valmistaa
noudattamalla esimerkkien 2 - 4 ja 7 menettelytapaa mutta kor-
vaamalla esimerkin 2 (S)-a-atsido-1-{(fenyylimetoksi)-karbonyy-
li}syklopentaanihapon (S)-a—atsido-1-(2-propenyylioksikarbonyy—
li)-syklopentaanihapolla. Viimeksi mainittu yhdiste on valmis-—
tettu tasmalleen samalla tavalla kuin on kuvattu fenyylimetok-
sijohdannaiselle esimerkissa 2(a) paitsi, etta bentsyylibromidi
korvattiin allyylibromidilla. Lopullinen suojauksenpoistovaihe
(ts. karboksisuojaryhman poistaminen, tai -ryhmien tapauksessa,
jossa tavoitepeptidin E on NHCH(R'4)-Z, jossa R'? on tassa
maaritelty ja 2 on C(0)OH, voidaan toteuttaa menettelytavalla,
jonka on kuvannut R. Déziel, Tetrahedron Lett., 28, 4371

(1987), edullisesti pyrrolidiinilla tetrakis(trifenyylifosfii-—
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ni)palladiumin(0) ldasnad ollessa. Eras esimerkki taten valmis-—
tetusta, kaavan 1 mukaisesta N-terminaalisesti tyydyttymatto-
masta peptidista on Me(CH,=CH-CH,),CNHC(0)—-Tbg—CH,—(R)—
CH(CH,C(0O)CMe;)C(0)-Asp(cyPn)-NHCH,CMe;, katso esimerkin 13
taulukossa IV lueteltua 7. yhdistetta.

Huomaa myos, etta kun kohteena olevan N-terminaalisen tyydytty-
mattoman peptidin E on NHCH(R'9)-Z, jossa R'0 on tissid maari—
telty ja 2 on CH,OH, valituote, jota kaytetaan hydroksin sisadl-
tavan C-terminaalisen yksikon sisallyttamiseen haluttuun pepti-
diin, vaatii suojausta syntyvaa C-terminaalista hydroksyylia
varten. Hydroksisuojaryhman pitaisi tassa tapauksessa myos olla
sellainen, joka voidaan poistaa selektiivisesti tyydyttymatto-
myyden lasna ollessa. Eras mukava suojaryhma tassa tapauksessa
on allyylioksikarbonyyliryhma, katso E. J. Corey ja J. W.
Suggs, J. Org. Chem., 38 3223 (1973).

Siten sopivia valituotteita kayttamalla voidaan kayttaa esi-
merkkien 1 - 7 sarjaliittamis— ja suojauksenpoistomenettely-
tapoja valmistettaessa kaavan 1 mukaisia yhdisteita, kuten sel-
laisia,’ jotka esitetaan esimerkkina seuraavan esimerkin taulu-
kossa. Joissain tapauksissa lopputuotteen saostuksella ei saada
puhdasta materiaalia. Niissa tapauksissa tuote voidaan puhdis-
taa semipreparatiivisella HPLC C-18-kaanteisfaasikolonnilla
kayttamalla gradienttia asetonitriilista ja vedesta, jotka
molemmat sisaltavat 0,06 % TFA:ta. Tata varten raakatuote liuo—
tettiin 0,1 M NH4OH:n vesiliuokseen, ja liuoksen pH-arvo saa-
dettiin takaisin neutraaliin pH-arvoon noin 7 kayttamalla 0,1 M
AcOH:n vesiliuosta, ennen puhdistusta. Kun sovellettavissa,

diastereoisomeeriseokset erotettiin talla tavalla.

Joitain esimerkkeja muista kaavan 1 mukaisista yhdisteista,
jotka taten voidaan valmistaa, ovat (PhCH,),CHC(0)—(N-Me)Val-
Tbg—CH)—(R)-CH(CH,C(0)CMe3)C(0)-Asp(cyPn)-NHCH,CMe3 ja (PhCHy),_
CHC(0)-(N-Me)Val-Tbg-CHy—(R)-CH(CH,C(0)CMe3)C(0)-Asp(cyPn)-NH-
(R)-CH(Me)CMej.
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Esimerkki 10

Herpes simplex —-virus (HSV-1) ribonukleotidireduktaasin esto

a) Entsyymin valmistus

HSV-1 -ribonukleotidireduktaasi (osaksi puhdistettu) saatiin
lepotilassa olevista BHK-21/C13-soluista, jotka oli infektoitu
kanta F HSV-1 -viruksella tasolla 10 pfu:ta (plaque forming
units)/solu tavalla, joka kuvataan julkaisussa E.A. Cohen et
al., J. Gen. Virol., 66, 733 (1985).

b) Esimerkinomaisten peptidien maaritys ja tulokset

Noudattapalla menettelytapaa, jonka on kuvannut P. Gaudreau et
al., J. Biol, Chem., 262, 12413 (1987), saatiin seuraavassa
taulukossa I luetellut maaritystulokset. Kunkin esimerkina
esitetyn, kaavan 1 mukaisen yhdisteen maaritystulos ilmaistaan
vyhdisteen konsentraationa, joka tuottaa 50 % entsyymiaktiivi-
suuden maksimaalisesta estosta (ICgy). Kussakin maarityksessa
kaytetty entsyymivalmisteen yksikkojen lukumaara oli vakio,
perustuen entsyymivalmisteen spesifiseen aktiivisuuteen. Tulok-
set ovat suhteessa aktiivisuuteen, joka saatiin kontrolliko-
keissa ilman testiyhdistetta ja edustaa keskiarvoa neljasta

maarityksesta, jotka vaihtelivat keskenaan alle 10 %.
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Taulukko I

Kaavan 1 mukainen yhdiste FAB/MS ICg
(m/z) pM
(M+Na)*

Esimerkin 6 otsikkoyhdiste 813" 0,27

PhCH,CH,C(0)~ (N-Me)Val-Tbg-CH,~(R)~ 849 0,19

CH(CH,C(O)CMe4)C(0)-Asp(cyPn)-

yMeLeu—OH

PhCH,CH,C(0)—(N-Me )Val-Tbg—CH,— (R) - 848 0,26

CH(CH,C(0O)CMe3)C(0)-Asp(cyPn)~-

yMeLeu-NH,

PhCH,CH,C(0)~(N-Me )Val-Tbg—-CH,—(R) - 791 0,33

CH(CH,C(0O)CMe;)C(0)—~Asp(cyPn)-

NHCH2CM€3

PhCH2CH2C(O)—(N—Me)Val—Tbg—CHz—(R)— 803 0,32

CH{CH,C(0)-(syklopentyyli)}C(0)-Asp-

(cyPn)-NHCH,CMe;,

PhCH,CH,C(0)—(N-Me )Val-Tbg—CH,—(R) - 751, 5 0,33

CH(CH,C(0)CMe;)C(0)—-Asp{ (R)-Me}-

NHCH,CMe;

Et,CHNHC (0)-Tbg—CH,— (R)~CH(CH,C(0) - 659 0,23

CMe3;)C(0)-Asp(cyPn)~-NHCH,CMe;

Et,CHNHC(0)-Tbg~CH,—(S)—-CH{CH,C(0)- 716 0,17

(pyrrolidino) }C(O)-Asp(cyPn)-
yMeLeusinoli
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Taulukko I (jatkuu)

Kaavan 1 mukainen yhdiste FAB/MS 1Cs
(m/2) HM
(M+Na)*

Et,CHNHC (0)-Tbg—CHy~(R)—CH(CH,C(0)- 717 0,12

CMe3)C(0)~Asp(cyPn)~-yMeLeu—-OH

Et,CHNHC(0)~Tbg—CH,~(R)—CH(CH,C(0)- 716 0,22

CMe;)C(0)-Asp(cyPn)-yMeLeu-NH,

Esimerkin 7 otsikkoyhdiste 703 0,15

4

Et,CHNHC (0) -Tbg—CH,y~(R)—CH{CH,C (0) - 671 0,22

(syklopentyyli) }C(0O)-Asp(cyPn)—

NHCH,CMe;

Et,CHNHC (0)-Tbg-CH,~(R)—CH(CH,C(0)~ 597" 0,20

CMe;)C(0)-Asp{ (R)-Me}-NHCH,CMe;

Pr,CHNHC(0)-Tbg—CH,~(R)~CH(CH,C(0)— 745 0,15

CMe;3)C(0)-Asp(cyPn)-yMeLeu-OH

PrZCHNHC(O)—Tbg—CHz—(R)—CH(CHZC(O)— 731 0,20

CMe;)C(0)-Asp(cyPn)-yMeLeusinoli

Pr,CHNHC(0)~Tbg—CH,—(R)~CH(CH,C(0) - 665" 0,08

CMe3)C(0)—-Asp(cyPn)-NHCH,CMe,

* (M + H)Y

Esimerkki 11

Herpes simplex -viruksen (HSV-2) replikaation esto soluvilijel-—

massa
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Maaritys:

BHK-21/C13-soluja (ATCC CCL 10) inkuboidaan kahden paivan ajan
150-cm? T-astioissa (1,5 x 106 solua/astia) alpha-MEM -valiai-
neella (Gibco Canada Inc., Burlington, Ontario, Kanada), jota
on taydennetty 8 %:1la (tilavuus/tilavuus) naudan sikion seeru—
mia (FBS, Gibco Canada Inc.). Solut trypsinisoidaan ja siirre-
taan sitten tuoreelle valiaineelle 24-kaivoiseen levyyn, jol-
loin saadaan 2,5 x 10° solua 750 pl:ssa valainetta/kaivo. Solu-
ja inkuboidaan 37°C:ssa 6 tunnin ajan niiden levyyn tarttumisen
sallimiseksi. Sen jalkeen solut pestaan kerran 500 pl:1lla
alpha-MEM:aa, jota on taydennetty 0,5 %:1la (tilavuus/tilavuus)
FBS:aa ja inkuboidaan sitten 750 pl:n kanssa samaa valiainetta
(vahaseeruminen) 3 paivan ajan. Taman seeruminalkiinnyttamis-—
ajanjakspn jalkeen vahaseeruminen valiaine poistetaan, ja solu-
ja inkuboidaan 500 pl:ssa BBMT:ta 2 - 3 tunnin ajan. {BBMT-
valiaine kuvataan julkaisussa P. Brazeau et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 79, 7909 (1982).} Sen jalkeen solut infektoi-
daan HSV-2:11a (infektion multiplisiteetti = 0,02 PFU/solu)

100 pl:ssa BBMT-valiainetta. (Huomaa: kaytetty HSV-2 oli kanta
HG-52, katso Y. Langelier ja G. Buttin, J. Gen. Virol., 57, 21
(1981); virusta varastoitiin -80°C:ssa.) Yhdeﬁ tunnin mittaisen
virusadsorption jalkeen 37°C:ssa valiaine poistetaan, ja solut
pestaan BBMT:1la (3 X 250 pl). Kussakin kaivossa olevia soluja
inkuboidaan testiaineen sopivien konsentraatioiden lasna olles-—
sa tai ilman (kontrolli) testiainetta, liuotettuna 200 pl:aan
BBMT-valiainetta. Kun on inkuboitu 29 tuntia 37°C:ssa, infek-
toidut solut kerataan pakastamalla levyn ensin -80°C:seen,
minka jalkeen sulatetaan. Solut kussakin kaivossa kaavitaan
kaivon pinnalta sulavien jaanpalasten avulla. Taydellisen sula-
misen jalkeen solususpensiot kerataan, ja kukin kaivo huuhdo—
taan 150 pl:1la BBMT-valiainetta. Virusnaytetta (suspensio plus
pesu) sonikoidaan varovasti 4 min ajan 4°C:ssa. Solujaanteet
poistetaan sentrifugoimalla (1000 x g 10 min ajan 4°C:ssa).
Supernatantti kerataan ja varastoidaan -80°C:ssa virustiitteri-—

maaritykseen asti.
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Virustitraus suoritettiin modifioimalla kolorimetrista maari-
tysmenetelmaa, jonka on kuvannut M. Langlois et al., Journal of
Biological Standardization, 14, 201 (1986).

Erityisemmin, samalla tavalla kuin edella kuvattiin, BHK-21/-
C13-soluja trypsinisoidaan ja siirretaan tuoreeseen valiainee-
seen 96-kaivoiselle mikrotiitterilevylle antamaan 20 000 solua
100 pl:ssa valiainetta/kaivo. Valmistetussa levyssa olevia
soluja inkuboidaan 37°C:ssa kahden tunnin ajan. Taman aikana
virusnayte sulatetaan ja sonikoidaan varovasti 15 s ajan, ja
valmistetaan naytteen log-laimennokset (1/5-perakkaiset: 50 pl
naytetta plus 200 pl BBMT-valiainetta, tehden perakkaiset lai-

mennokset monikanavapipetilla.

BHK-21/C]3 -solujen ylla olevan 2 tunnin inkuboinnin edettya
loppuun valiaine korvataan alpha-MEM-valiaineella, jota on tay-
dennetty 3 %:1la (tilavuus/tilavuus) FBS:aa. Solut ovat nyt
valmiita viruksen eri naytelaimennoksilla infektoitaviksi. Eri
laimennosten erat (50 pl) siirretaan levyn sopiville kaivoille.
Tulokseksi saatuja infektoituja soluja inkuboidaan kahden pai-
van ajan 37°C:ssa. Sitten 50 pl 0,15-%:ista (tilavuus/tilavuus)
neutraalipunavaria Hank'in tasapainotetussa suolaliuoksessa

(pH 7,3, Gibco Canada Inc.) lisataan kuhunkin kaivoon. Valmis-
tettua levya inkuboidaan 45 min ajan 37°C:ssa. Sitten kunkin
kaivon valiaine imetaan pois, ja solut pestaan kerran

200 pl:1la Hank'in tasapainotettua suolaliuosta. Pesun jalkeen
vari vapautetaan soluista lisaamalla 100 pl 0,1 M-Sorensen'in
sitraattipuskurin (pH 4,2) ja etanolin 1:1-seosta. {Sorensen'in
sitraattipuskuri valmistetaan seuraavalla tavalla: Valmistetaan
ensin 0,1 M dinatriumsitraattiliuos liuvottamalla sitruunahappo-
monohydraattia (21 g) 1 N NaOH:n vesiliuosta (200 ml) ja lisaa-
malla riittavasti suodatettua H,0:ta 1 l:aan sdatamiseksi. Toi-
seksi 0,1 M dinatriumsitraattiliuvosta (61,2 ml) sekoitetaan

0,7 N HCl:n vesiliuoksen (38,8 ml) kanssa, ja tulokseksi saadun
liuoksen pH saadetaan happamaan pH-arvoon 4,2 mikali valttama-
tonta.) Kaivoissa oleva seos alistetaan varovasti pyOrteen vai-

kutukselle kunnollisen sekoittumisen varmistamiseksi. Levylla
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olevat kaivot skannataan spektrofotometrilevynlukijalla

540 um:11la elavien solujen lukumaaran maarittamiseksi. Talla
tavalla virusuksen kasvun esto-% voidaan maarittaa testiaineen
eri konsentraatioille, ja voidaan laskea testiainekonsentraa-
tio, joka aikaansaa viruksen replikaation 50-%:isen eston, ts.

ECSO—arvo.
Tulokset:

Seuraavassa taulukossa II esitetaan esimerkkeja tuloksista,
jotka saatiin kun kaavan 1 mukaisia peptideja arvioitiin taman

esimerkin solukasvatusmaarityksella.

Taulukko IT

4

Kaavan 1 mukainen yhdiste ECg(
uM

Esimerkin 6 otsikkoyhdiste 15

PhCHZCHZC(O)—(N—Me)Val—Tbg—CH—(R)— 65

CH(CH,C(0)CMe3)C(0)—-Asp(cyPn)—

yMeLeu—OH

PhCH,CH,C(0)—(N-Me)Val-Tbg-CH-(R)~ 60

CH(CH,C(0)CMe3)C(0)—-Asp(cyPn)—

YMeLeu-NH,

Et,CHNHC (0)-Tbg—CH,—(R)—CH(CH,C(0)~ 56

CMe3)C(0)-Asp(cyPn)~NHCH,CMe,

Et,CHNHC (0)-Tbg-CH,-(S)~CH{CH,C(0)- 200
pyrrolidino) }C(0O)-Asp(cyPn) -

yMeLeusinoli

Et,CHNHC (0)-Tbg-CH,—(R)—CH{CH,C(0) 50

(syklopentyyli)}C(O)~Asp(cyPn)—NHCH2CMe3
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Taulukko II (jatkuu)

Kaavan 1 mukainen yhdiste ECgj
MM
Pr,CHNHC (0)—Tbg—CH,—(R)—-CH(CH,C(0)— 30

CMe3)C(0)-Asp(cyPn)-yMeLeusinoli

Pr,CHNHC (0)-Tbg—CH,— (R)~CH(CH,C(0) - 24
CMe;)C(0)-Asp(cyPn)-NHCH,CMe;

(1-propyylisyklopentyyli)aminokarbonyyli-Tbhg— 40
CH,—(R)—-CH(CH,C(0)CMe3)C(0O)-Asp(cyPn)—
NHCH20M63

Pr,CHNHC (0)-Tbg—-CHy— (R)-CH{CH,C(0) - 30
(syklopentyyli) }C(0)-Asp(cyPn)-
NHCH2CMG3

Esimerkki 12

Asikloviiri, esimerkin 6 kaavan 1 mukaisen otsikkopeptidin ja

naiden kahden aineen yhdistelman vertailu HSV-2:n replikaation

estossa soluviljelmassa

Seuraavassa taulukossa IITI kuvataan tuloksia, jotka saatiin kun
asikloviiria ja esimerkin 6 otsikkopeptidia ja naiden kahden
yhdistelmia arvioitiin esimerkin 11 maaritysmenettelytavan

mukaan.
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Taulukko IIT

Yhdiste Arvioitujen nay- ECg
tekonsentraatioi- uM
den alue

asikloviiri® 0,032 - 20 uM 3,5

peptidi™* 1,23 — 100 uM 19

asikloviiri 0,32 - 20 M 1,4

+ 2 pM peptidia

asikloviiri 0,32 — 20 uM 0,9

+ 4 pM peptidia

asikloviiri 0,32 — 20 uM 0,9

+ 6 uM peptidia

asiklovijri 0,32 - 20 uM 0,8

+ 8 uM peptidia

asikloviiri 0,32 — 20 uM 0,42

+ 10 uM peptidia

* asikloviiri saatiin yhtiosta Bourroughs Wellcome Inc.,
Kirkland, Quebec, Kanada

* Esimerkin 6 kaavan 1 mukainen otsikkopeptidi.

Tulokset osoittavat asikloviirin ja kaavan 1 mukaisen peptidin
valisen synergistisen vaikutuksen siten, etta lisaamalla pepti-
dia asikloviiriin saadaan yhdistelmia, joilla on merkittavasti

pienemmat ECgp—arvot kuin pelkan asikloviirin ECsg,.

Asikloviirin ja kaavan 1 mukaisen peptidin yhdistelman synergia
voidaan osoittaa soveltamalla ylla oleviin tuloksiin
""isobolus''-menetelmaa, katso J. Suhnel, Antiviral Research, 13,
23 (1990) ja siina mainittuja viitteita. Positiivinen tulos,
joka saatiin tata menetelmaa sovellettaessa, kuvataan graafi-

sesti oheisessa kuviossa 1.
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Esimerkki 13

Viela muita esimerkkeja tama patenttihakemuksen kaavan 1
mukaisista peptideista sisaltyy seuraaviin taulukkoihin IV ja V
yhdessa tunnusomaisten massaspektritietojen ja esimerkin 10
maarityksen maaritystulosten, ts. ICgp—arvojen; ja esimerkin 11
solukasvatusmaarityksen maaritystulosten, ts. ECsy—arvojen

kanssa.

Taulukko IV

Kaavan 1 mukaiset yhdisteet, FAB/MS ICs ECs
joilla on kaava A-B-Tbg-CH,-(R)- (m/z) 1M uM
CH—(CH2C50)CMe3)C(O)—Asp(cyPn)—E (M+H) +

jossa A-B ja E tarkoittaa seuraavaa:

A-B E
ProCHNHC(0)  NH-(R)—-CH(Me)CMe, 679 0,28 14
Pr,CHNHC(O)  NHCH,CMe,Et 679 0,24 16
Pr,CHNHC(O)  NHCH,-(R,S)- 665 0,29 50
CH(Me)Et
Pr,CHNHC(O)  NHCH,CHEt, 679 0,41 42
MePr,CHNHC(0O) NHCH,CMe,Et 693 0,36 29
,,,,, Pr,CHNHC(O)  NHNHCMe, 666 0,22 84
Me (CH,=CHCH, ) ,— NHCH,CMe; 691 0,27 30
CNHC(0)
MePr,CNHC(O) NHCH,CMe, 678 0,28 26
: Pr,CHNHC(0) NHCH,~ (syklo- 691 0,36 47
heksyyli)
EtPr,CNHC(O) NHCH,CMe, 693 16
(CH,=CHCH, )~ NHCH,CMe, 661 0,37 100
CHNHC (0)

Bu,CHNHC(0)  NHCH,CMe, 693 0,53 65

.....
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Taulukko IV (jatkuu)

Kaavan 1 mukaiset yhdisteet, FAB/MS ICs ECqgq
joilla on kaava A-B-Tbg-CH,-(R)- (m/z) HM UM
CH-(CH,C(0)CMe;3)C(0)-Asp(cyPn)-E (M+H) +

jossa A-B ja E tarkoittaa seuraavaa:

A-B E
Pr,CHNHC(O)  NH-(S)- 695 0,23 48
CH(CMe3)CH,0H
Me,PrCNHC(O) NHCH,CMej 651 0,39 58
Pr,CHNHC(O)  NHCH,CEt,Me 693 0,34 18
Pr,CHNHC(O)  NHCMe,CMe; 693 0,51 38
(CH5=CHCH, ) ,— NH—(R)-CH(Me)CMe; 675 0,32 48
CHNHC(0)
Pr,CHNHC(O) NH-(R)- 693 0,50 21
CH(Me)C(Me),Et
Pr,CHNHC(O) cis—-NH-(2-metyyli- 691 0,67 75
sykloheksyyli)
Pr,CHNHC(O) trans—NH-(2-metyyli— 691 0,69 60
3 sykloheksyyli)
., (R,S)-EtPrCH- NHCH,CMe; 651 0,23 35
", NHC(0)
. (R,S)-EtBuCH- NHCH,CMe; 665 0,26 35
' NHC(0)
.i PT,CHNHC(0)  NH-(R)-CH(Et)CMey 693 0,34 10
% Pr,CHNHC(O)  NH-(2,2-dimetyyli- 706 0,40 24
sykloheksyyli)
it EtPr,CNHC(0) NH-(R)-CH(Me)CMe, 708 0,41 10
i";  Pr,CHNHC(O) NHCH,CMe,Pr 694 0,42 35
. Pr,CHNHC(O) NH-(R)- 694 0,37 14
CH(Me ) CH,CMej
' Pr,CHNHC(O)  NHCH,CH,CMe, 701% 0,58 72

Pr,CHNHC (0O) NH~(R)—CH(Pr)CMe3 707 0,43 15

.....
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Taulukko IV (jatkuu)

Kaavan 1 mukaiset yhdisteet, FAB/MS ICq ECq

joilla on kaava A-B-Tbg-CH,—(R)- (m/z) UM uM

CH—-(CH,C(0)CMe3)C(0)-Asp(cyPn)-E (M+H)+

jossa A-B ja E tarkoittaa seuraavaa:

A-B E

Pro,CHNHC(O) NH-(2,2-dimetyyli- 691 0,38 31
syklopentyyli)

Pr,CHNHC(O)  NH-N(Me)CMe; 680 0,27 110

Pr2CHNHC(O) NHCHzCEt3 707 0, 52 19

EtPr,CNHC(O) NH-(R)-CH(Et)CMe; 722 0,36 6

PrchNHCXO) NH—(R)—CH(Me)CHEt2 693 0,33 16

Pr,CHNHC(0) NHN(Et)CMe;, 694 0,22 80

* (M + Na)

Taulukko V

Kaavan mukaiset yhdisteet 1 FAB/MS ICgp

ECg (m/z) ‘M ‘M

(M+H)*

Pr,CHNHC(0)-Tbg—CH,— (R)—CH (CHy— 673% 0,36 39

C(0)CHMe;,)C(0)~Asp(cyPn)-NHCH,-

CMe3

Pr,CHNHC(0)-Tbg—CH,—(R)—-CH- 679 80

(CH,C(0)CH,CMe3)C(0O)—-Asp(cyPn)—-

Leu—OH

Pr,CHNHC (0)—-Tbg—CH,— (R)~CH{CH,~- 691 0,37 61

C(0)-(sykloheksyyli) }C(0O)—-Asp(cyPn)—
NHCH,CMe,
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Taulukko V (jatkuu)

Kaavan mukaiset yhdisteet 1 FAB/MS
ECs (m/z)
(M+H)"

I

Cso
‘M

Pr,CHNHC (0)-Tbg~CH,— (R)~CH{CH,- 663
C(0)-(syklobutyyli) }C(0O)-Asp(cyPn)—
NHCH,CMe

Pr,CHNHC(0)-Tbg-CH,—(R)—-CH(CH,— 651
C(0)CMe;)C(0)-Asp{(R)-allyyli)-
NHCH,CMe,

Pr,CHNHC (0)-Tbg—CH,—(R)—CH(CH,- 653
C(0)CMe3)C(0)-Asp{(R)-Pr}-
NHCH2CMG3

Pr,CHNHC (0 )~Tbg-CH,— (R ) —CH(CH,— 679
C(0)CMe»Et )C(0)-Asp(cyPn)-NHCH,—
CMQ3

Pr,CHNHC(0)-Tbg~CHy~(R)-CH{CH,— 691
C(O0)-(1-metyylisyklopentyyli}C(0)-
Asp(cyPn)—~NHCH,CMey

Pr,CHNHC (0)-NH-(S)-CH(CMe,Et)-C(0)- 693
CH,—(R)—CH(CH,C(0)CMe3)C(0)-Asp-
(CyPn)—NH—(R)—CH(Me)CMe3

Pr,CHNHC(0)-Val-CH,—(R)—CH(CH,- 665
C(0)CMe;)C(0)-Asp(cyPn)-NH-(R)-
CH(Me)CMe3

0,30

0,22

46

62

46

33

35

13

37

*(M + Na)
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Patenttivaatimukset

1. Kaavan 1 mukainen peptidi
A-B-D—CH,CH{CH,C(0)R"}C(0)-NHCH{CR? (R3)COOH}C(0)-E 1

tunnettu siita, etta

A on fenyyli(alempi)alkanoyyli; fenyyli(alempi)alkanoyyli, joka
on monosubstituoitu aromaattiseen osaan alemmalla alkyylilla,
aminolla, halogeenilla, hydroksilla tai alemmalla alkoksilla;
alempi alkanoyyli, joka on substituoitu fenyylilla tai mono-
substituoidulla fenyylilla, jolloin monosubstituentti on alempi
alkyyli, halogeeni, hydroksi tai alempi alkoksi; tai {fenyyli-
(alempi)alkyyli}aminokarbonyyli; ja B on N(CH3)—CHR4C(O), jossa
rR? on alempi alkyyli; tai

A ja B yhdessa otettuna muodostavat tyydyttyneen tai tyydyt-
tymattémin alkyyliaminokarbonyylin, jolla on kaava R°-NH-C(O),
jossa R> on (2-10C)—-alkyyli, alempi sykloalkyyli, 1-(alempi
alkyyli)-(alempi sykloalkyyli), 1-(2-propenyyli)-3-butenyyli,
1-metyyli—-1-(2-propenyyli)-3-butenyyli tai 1-etyyli-1-(2-pro-
penyyli)-3-butenyyli;

D on NH—CHR6C(O), jossa R® on alempi alkyyli tai alempi alkyyli,
joka on monosubstituoitu karboksilla, hydroksilla, merkaptolla
tai bentsyylioksilla;

R! on alempi alkyyli, alempi sykloalkyyli, 1-(alempi alkyyli)-
(alempi sykloalkyyli), tai NR7R8, jossa R’ on vety tai alempi
alkyyli ja RS on alempi alkyyli, tai R’ ja R8 yhdessa typpiato-
min kanssa, Jjohon ne ovat kiinnittyneet, muodostavat pyrroli-
dinon, piperidinon, morfolinon tai 4-metyylipiperatsinon;

R% on vety tai alempi alkyyli ja R3 on alempi alkyyli, tai R? on
vety ja R3 on alempi alkenyyli tai fenyyli-(1-4C)alkyyli, tai R
ja R3 yhdessa hiiliatomin kanssa, johon ne ovat kiinnittyneet,
muodostavat alemman sykloalkyylin; ija

E on NHRg, jossa R? on (4-9C)alkyyli; alempi sykloalkyyli;
alempi sykloalkyyli, joka on monosubstituoitu tai disubstituoi-
tu alemmalla alkyylilla tai (alempi alkyyli)-(alempi syklo-
alkyylilla); tai E on NHNR10R11, jossa R'0 on vety tai alempi
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alkyyli ja R'"' on (4-9C)alkyyli; tai E on NHCH(R12)-Z, jossa R'2
on (4-9C)alkyyli, alempi sykloalkyyli tai (alempi sykloalkyy-
li)-(alempi alkyyli) ja Z on CH,0H, C(0O)OH, C(O)NH, tai
Cc(0)OR'3, jossa R'3 on alempi alkyyli;

tai sen terapeuttisesti hyvaksyttava suola;

jossa

kasite "alempi alkanoyyli' joko yksinaan tai yhdistelmana
toisen radikaalin kanssa, tarkoittaa T-oksoalkyyliradikaalia,
jonka 1-oksoalkyyliosa on suoraketjuinen tai haaroittunut 1-
oksoalkyyli, jossa on 2 — 6 hiiliatomia; kasite "alempi
alkyyli" joko yksinaan tai yhdistelmana toisen radikaalin
kanssa tarkoittaa suoraketjuista alkyyliradikaalia, joka
sisaltaa 1 - 6 hiiliatomia, ja haaroittunutta alkyyliradikaa-—
lia, jota sisaltavat 3 — 6 hiiliatomia; kasite "alempi alkoksi"
tarkoittpa suoraketjuisia alkoksiradikaaleja, jotka sisaltavat
1 — 4 hiiliatomia, ja haaroittuneet alkoksiradikaalit, joissa
on 3 — 4 hiiliatomia; kasite "alempi sykloalkyyli" joko yksi—
naan tai yhdistelmana toisen radikaalin kanssa, tarkoittaa tyy-
dyttyneita syklisia hiilivetyradikaaleja, jotka sisaltavat

3 — 6 hiiliatomia; kasite "1-(alempi alkyyli)-(alempi syklo-
alkyyli)'" tarkoittaa alempaa sykloalkyyliradikaalia, jossa on
1-asemassa substituenttina alempi alkyyli; kasite '"alempi alke-
nyyli" tarkoittaa suoraketjuista alkenyyliradikaalia, joka
sisaltaa 2 - 6 hiiliatomia, ja haarautunutta alkenyyliradikaa-—
lia, joka sisaltavat 2 — 6 hiiliatomia.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen peptidi, tunne¢ttu
siita, etta A on fenyyli(alempi)alkanoyyli; (4-aminofenyyli)-
(alempi)-alkanoyyli; (4-halogeenifenyyli)-(alempi)alkanoyyli,
(4-hydroksifenyyli)-(alempi)alkanoyyli; {4-(alempi alkoksi)-
fenyyli}-(alempi)alkanoyyli; alempi alkanoyyli, joka on disubs-
tituoitu fenyylilla, 4-halogeenifenyylilla tai 4-(alempi alkok-
si)fenyylilla; tai fenyyli(alempi)alkyyliaminokarbonyyli; ja B
on (N-Me)Val, (N-Me)Ile tai (N-Me)Tbg; tai A ja B muodostavat
yhdessa tyydyttyneen tai tyydyttymattoman alkyyliaminokarbonyy-
lin, jolla on kaava RS—NH—C(O), jossa R> tarkoittaa samaa kuin
patenttivaatimuksessa 1; D on (S)-2-amino-3-hydroksi-3-metyyli-
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voihapon tai (R)-2—-amino-3-merkapto-3—-metyylivoihapon amino-—
happotahde, tai aminohappotahde, joka on Val, Ile, Tbg tai 8-
EtNva, R! on alempi alkyyli, alempi sykloalkyyli, 1-(alempi
alkyyli)-(alempi sykloalkyyli), NMe,, NEt,, pyrrolidino tai
morfolino; R? ja R3 tarkoittaa samaa kuin patentivaatimuksessa
1; ja E on NHR9, jossa R? on (4-9C)alkyyli; alempi sykloalkyyli;
alempi sykloalkyyli, joka on monosubstituoitu tai disubstituoi-
tu alemmalla alkyylilla; tai (alempi alkyyli)-(alempi syklo-—
alkyyli); tai E on NHNR1OR11, jossa R'0 on vety, metyyli tai
etyyli ja r'! on (4-9C)alkyyli; tai E on NHCH(R12)—Z, jossa R'?
on (4-9C)alkyyli tai (alempi sykloalkyyli)-metyyli ja Z tar-
koittaa samaa kuin patenttivaatimuksessa 1; tai sen terapeutti-

sesti hyvaksyttava suola.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen peptidi, tunnettu
siita, etta A on fenyyliasetyyli, fenyylipropionyyli, (4-amino-
fenyyli)propionyyli, (4-fluorofenyyli)propionyyli, (4-hydroksi-
fenyyli)propionyyli, (4-metoksifenyyli)propionyyli, 2-(fenyyli-
metyyli)-3-fenyylipropionyyli, 2-{(4-fluorifenyyli)metyyli}-3-
(4-fluorifenyyli)propionyyli, 2-{(4-metoksifenyyli)metyyli}-3~
(4-metoksifenyyli)propionyyli tai bentsyyliaminokarbonyyli; B
on (N-Me)-vVal tai (N-Me)-Ile; D on Val, Ile tai Tbg; R! on 1-
metyylietyyli, 1,1-dimetyylietyyli, 1-metyylipropyyli, 1,1-di-
metyylipropyyli, 2,2-dimetyylipropyyli, syklobutyyli, syklopen-—
tyyli, sykloheksyyli, 1-metyylisyklopentyyli, NMe,, NEt,, pyr-
rolidino tai morfolino; R% on vety ja R3 on metyyli, etyyli, 1-
metyylietyyli, 1,1-dimetyylietyyli, propyyli, 2-propenyyli tai
bentsyyli, ja hiiliatomilla, jossa R ja R3 ovat, on (R)-konfi-
guraatio, tai R? ja R3 on kumpikin toisesta riippumatta metyyli
tai etyyli, tai R%® ja R3 yhdessd hiiliatomin kanssa, johon ne
ovat kiinnittyneet, muodostavat syklobutyylin, syklopentyylin
tai sykloheksyylin; ja E on NHR9, jossa R? on 2-metyylipropyyli,
2,2-dimetyylipropyyli, 1(R),2,2-trimetyylipropyyli, 1,1,2,2-
tetrametyylipropyyli, 1(R)-etyyli-2,2-dimetyylipropyyli, 2-
(R,S)-metyylibutyyli, 2,2-dimetyylibutyyli, 3,3-dimetyylibu-
tyyli, 1(R),2,2-trimetyylibutyyli, 1(R),3,3-trimetyylibutyyli,
2-etyylibutyyli, 2,2-dietyylibutyyli, 2-etyyli-1(R)-metyylibu-
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tyyli, 2-etyyli-2-metyylibutyyli, 1(R)-etyyli-3,3-dimetyyli-—
butyyli, 2,2-dimetyylipentyyli, cis- tai trans-2-metyylisyklo-
heksyyli, 2,2-dimetyylisykloheksyyli tai sykloheksyylimetyyli;
tai E on NHNR10R11, jossa R0 on vety, metyyli tai etyyli ja on
1,1-dimetyylietyyli; tai E on NHCH(R'?)-Z, jossa hiiliatomilla,
jossa r12 on, on (S)-konfiguraatio, R'2 on 1,1-dimetyylietyyli,
1-metyylipropyyli, 2-metyylipropyyli, 2,2-dimetyylipropyyli tai
sykloheksyylimetyyli ja Z on CH,OH, C(O)OH, C(O)NH, tai
c(o)or'3, jossa R'3 on metyyli, etyyli tai propyyli; tai sen
terapeuttisesti hyvaksyttava suola.

4. Patenttivaatimuksen 2 mukainen peptidi, t unnet tu
siita, etta A ja B yhdessa muodostavat tyydyttyneen tai tyydyt-
tymattoman alkylaminokarbonyylin, joka on butyyliaminokarbonyy-
1i, 1—megyylietyyliaminokarbonyyli, 1-metyylipropyyliaminokar—
bonyyli, 1-etyylipropyyliaminokarbonyyli, 1,1-dimetyylibutyyli-
aminokarbonyyli, T1-etyylibutyyliaminokarbonyyli, 1-propyylibu-
tyyliaminokarbonyyli, 1-etyylipentyyliaminokarbonyyli, 1-butyy-
lipentyyliaminokarbonyyli, 2-etyylibutyyliaminokarbonyyli, 2-—
etyylipentyyliaminokarbonyyli, 1-metyyli-1-propyylibutyyliami-
nokarbonyyli, 1-etyyli-1-propyylibutyyliaminokarbonyyli, 1,1-
dipropyylibutyyliaminokarbonyyli, (1-propyylisyklopentyyli)ami—
nokarbonyyli, (1-propyylisykloheksyyli)-aminokarbonyyli, 1-(2-
propenyyli)-3-butenyyliaminokarbonyyli, 1-metyyli-1-(2-prope-—
nyyli)-3-butenyyliaminokarbonyyli ja 1-etyyli-1-(2—propenyyli)-—
3-butenyyli—-aminokarbonyyli; D on Val, Ile tai Tbg; R' on 1-
metyylietyyli, 1,1-dimetyylietyyli, 1-metyylipropyyli, 1,1-
dimetyylipropyyli, 2,2-dimetyylipropyyli, syklobutyyli, syklo-—
pentyyli, sykloheksyyli, 1-metyylisyklopentyyli, NMe,, NEt,,
pyrrolidino tai morfolino; R? on vety ja R3 on metyyli, etyyli,
1-metyylietyyli, 1,71-dimetyylietyyli, propyyli, 2-propenyyli
tai bentsyyli, ja hiiliatomilla, jossa R? ja R3 ovat, on (R)-
konfiguraatio, tai R? ja R3 on kumpikin toisesta riippumatta
metyyli tai etyyli, tai R? ja R3 yhdessi hiiliatom,in kanssa,
johon ne ovat kiinnittyneet, muodostavat syklobutyylin, syklo-
pentyylin tai sykloheksyylin; ja E on NHR9, jossa R® on 2-me-—
tyylipropyyli, 2,2-dimetyylipropyyli, 1(R),2,2-trimetyylipro-
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pyyli, 1,1,2,2-tetrametyylipropyyli, 1(R)-etyyli-2,2-dimetyyli-
propyyli, 2-(R,S)-metyylibutyyli, 2,2-dimetyylibutyyli, 3,3-
dimetyylibutyyli, 1(R),2,2-trimetyylibutyyli, 1(R),3,3—trime-—
tyylibutyyli, 2-etyylibutyyli, 2,2-dietyylibutyyli, 2-etyyli-i-
metyylibutyyli, 2-etyyli-2-metyylibutyyli, 1(R)-etyyli-3,3-di-
metyylibutyyli, 2,2-dimetyylipentyyli, cis— tai trans—-2-metyy-
lisykloheksyyli, 2,2-dimetyylisykloheksyyli tai sykloheksyyli-
metyyli; tai E on NHNR1OR11, jossa R'0 on vety, metyyli tai
etyyli ja R'! on 1,1-dimetyylietyyli; tai E on NHCH(R'?)-z,
jossa hiiliatomilla, jossa R12 on, on (S)—-konfiguraatio, R'2 on
1,1-dimetyylietyyli, 1-metyylipropyyli, 2-metyylipropyyli, 2,2-
dimetyylipropyyli tai sykloheksyylimetyyli ja Z on CH,O0H,
C(0)OH, C(O)NH, tai C(0)OR'3, jossa R'3 on metyyli, etyyli tai
propyyli; tai sen terapeuttisesti hyvaksyttava suola.

4
5. Patenttivaatimuksen 3 mukainen peptidi, t unnet t u
siita, etta A on fenyylipropionyyli, 2-(fenyylimetyyli)-3-fe-—
nyylipropionyyli tai bentsyyliaminokarbonyyli; B on (N-Me)Val;
D on Tbg; R' on T-metyylietyyli, 1,1-dimetyylietyyli, 1-metyy-—
lipropyyli, 1,1-dimetyylipropyyli, 2,2-dimetyylipropyyli, syk-
lobutyyli, syklopentyyli, sykloheksyyli tai T1-metyylisyklopen-—
tyyli; R% on vety ja R?® on metyyli, etyyli, 1-metyylietyyli,
propyyli tai bentsyyli, ja hiiliatomilla, jossa RZ ja R3 ovat,
on (R)-konfiguraatio, tai R? ja R3 ovat kumpikin toisesta riip-
pumatta metyyli tai etyyli, tai R? ja R3 yhdessi hiiliatomin
kanssa, johon ne ovat kiinnittyneet, muodostavat syklobutyylin,
syklopentyylin tai sykloheksyylin; ja E on NHR9, jossa R? on
2,2-dimetyylipropyyli, 1(R),2,2-trimetyylipropyyli, 1(R)-etyy-—
1i-2,2-dimetyylipropyyli, 2,2-dimetyylibutyyli tai 1(R)-etyyli-
3,3-dimetyylibutyyli tai E on NHCH(R12)—Z, jossa hiiliatomilla,
jossa R'Z on, on (S)-konfiguraatio, R'2 on 2,2-dimetyylipropyyli
ja 2 on CH,0H, C(O)OH, C(O)NH, tai C(0)OR'3, jossa R'3 on metyy-
li, etyyli tai propyyli; tai sen terapeuttisesti hyvaksyttava

suola.

6. Patenttivaatimuksen 4 mukainen peptidi, t unne t t u
siita, etta A ja B yhdessa muodostavat tyydyttyneen tai
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tyydyttymattoman alkyyliaminokarbonyylin, joka on 1—etyyli-
propyyliaminokarbonyyli, 1-etyylibutyyliaminokarbonyyli, 1-
propyylibutyyliaminokarbonyyli, 2-etyylipentyyliaminokarbo-
nyyli, T1-metyyli-1-propyylibutyyliaminokarbonyyli, T1-etyyli-
1-propyyliaminokarbonyyli, 1,1-dipropyylibutyyliaminokarbo-
nyyli, (1-propyylisyklopentyyli)-aminokarbonyyli, 1-(2-pro-—
penyyli)-3-butenyyliaminokarbonyyli ja 1-etyyli-1-(2-pro-
penyyli)-3-butenyyliaminokarbonyyli; D on Tbg; R' on 1-
metyylietyyli, 1,1-dimetyylietyyli, 1-metyylipropyyli, 1,1-
dimetyylipropyyli, 2,2-dimetyylipropyyli, syklobutyyli, syk-
lopentyyli, sykloheksyyli tai 1-metyylisyklopentyyli; R? on
vety ja R3 on metyyli, etyyli, 1-metyylietyyli, propyyli tai
bentsyyli, ja hiiliatomilla, jossa RZ ja R3 ovat, on (R)-konfi-
guraatio, tai R? ja R3 ovat kumpikin toisesta riippumatta metyy-
1i tai efyyli, tai R? ja R? yhdessd hiiliatomin kanssa, johon ne
ovat kiinnittyneet, muodostavat syklobutyylin, syklopentyylin
tai sykloheksyylin; ja E on NHR9, jossa R? on 2,2-dimetyylipro-
pyyli, 1(R),2,2-trimetyylipropyyli, 1(R)-etyyli-2,2-dimetyyli-
propyyli, 2,2-dimetyylibutyyli tai 1(R)-etyyli-3,3-dimetyyli-
butyyli tai E on NHCH(R12)—Z, jossa hiiliatomilla, jossa rR12 on,
on (S)-konfiguraatio, R'2 on 2,2-dimetyylipropyyli ja Z on
CH,0H, C(O)OH, C(O)NH, tai C(0)OR'3, jossa R'3 on metyyli,
etyyli tai propyyli; tai sen terapeuttisesti hyvaksyttava

suola.

7. Patenttivaatimuksen 1 mukainen peptidi, t unnet t u

siita, etta se on joukosta

PhCH,CH,C(0)—(N-Me)Val-Tbg—CH,~(R)-CH(CH,C(0)CMe;)C(0)~
Asp(cyPn)-yMeLeusinoli,

PhCH,CH,C (0) - (N-Me ) Val-Tbg—CH,—(R)-CH(CH,C(0)CMe;)C(0)~
Asp(cyPn)~yMeLeu-OH,

PhCH,CH,C(0) - (N-Me ) Val-Tbg—CH,- (R)-CH(CH,C(0)CMe;)C(0) -
Asp(cyPn)-yMeLeu-NH,,
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PhCH,CH,C(0)—(N-Me ) Val—-Tbg—CHy—(R)—CH(CH,C(0)CMe;)C(0) -
Asp(cyPn)-NHCH,CMej,

PhCH,CH,C(0)~(N-Me )Val-Tbg—CH,~(R)~CH{CH,C(0)~
(syklopentyyli)}C(0)-Asp—(cyPn)-NHCH,CMe;,

PhCH,CH,C(0)~(N-Me ) Val-Tbg-CH,—(R)CH(CH,C(0)CMe4)C(0)-Asp{ (R)—
Me }—~NHCH,CMej,

Et,CHNHC (0)-Tbg—CH,—(R)—-CH(CH,C(0)CMe3)C(0)Asp(cyPn)-NHCH,CMej,

Et,CHNHC(0)-Tbg—-CH,—(R)-CH{CH,C(0)-(pyrrolidino) }C(0)-Asp(cyPn)-

YMeLeusinoli,

Et,CHNHC(O)-Tbg-CH,—(R)~CH(CH,C(0)CMe3)C(0O)Asp(cyPn)—-yMeLeu—-OH,
Et,CHNHC(0)-Tbg—-CH,—(R)—~CH(CH,C(0)CMe3)C(0)Asp(cyPn)—-yMeLeu—~NH,,
Et,CHNHC (0)—-Tbg—CHy—(R)~CH(CH,C(0O)CMe3)COAsp(cyPn)—~yMeLeusinoli

Et,CHNHC(0)-Tbg—CHy—-(R)-CH{CH,C(0)—(syklopentyyli) }C(0)-
Asp(cyPn)~NHCH,CMej;,

Et,CHNHC(0)-Tbg~CH,—(R)-CH(CH,C(0)CMe3)C(0)Asp{ (R)-Me}-
NHCH,CMej,

Pr,CHNHC (0)-Tbg—CHy—(R)~-CH(CH,C(0)CMe3)C(0)Asp(cyPn)—-yMeLeu—OH,

Pr,CHNHC(0)-Tbg—CH)~(R)~CH(CH,C(0)CMe3)C(O)Asp(cyPn)-
YMeLeusinoli,

PTyCHNHC(0)-Tbg—CH,~(R)~CH(CH,C(0)CMe3)C(0)Asp(cyPn)-NHCH,CMe;,

(1—propyylisyklopentyyli)aminokarbonyyli—Tbg—CHz—(R)—
CH(CHZC(O)CMe3)C(O)—Asp(cyPn)—NHCHZCMe3,
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Pr,CHNHC(0)~Tbg~CH,;~(R)-CH{CH,C(0)—(syklopentyyli) }C(O)—-
Asp(cyPn)-NHCH,CMej,

Pr,CHNHC(0)-Tbg-CH,~(R)—-CH(CH,C(0)CMe3)C(0O)Asp(cyPn)-NH-(R)~-
CH(Me )CMe3 '

Pr,CHNHC (0) ~Tbg—CH,— (R)—CH(CH,C(0)CMe4)C(0)Asp(cyPn) -
NHCHzCMGzEt ’

Pr,CHNHC(0)-Tbg~CHy—(R)-CH(CH,C(0)CMe3)C(0)Asp(cyPn)—-NHCH,—
(R,S)—CH(Me)Et,

PrZCHNHC(O)—Tbg—CHz—(R)—CH(CHZC(O)CMe3)C(O)Asp(cyPn)—NHCHZCHEtz,

MePr,CHNHC (0)-Tbg-CH,—(R)-CH(CH,C(0)CMe3)C(O)Asp(cyPn)—
NHCHszezEt ’

Pr,CHNHC (0)-Tbg—CH,~(R)~CH(CH,C(0)CMe3)C(0)Asp(cyPn)-NHNHCMe;,

Me (CH,=CHCH, ) ,—~CNHC (0) -Tbg—CH,~ (R ) CH(CH,C(0)CMe;)C(0)-Asp(cyPn) -
NHCH,CMe3,

MePr,CNHC(0)-Tbg—CH,—(R)~-CH(CH,C(0)CMe;)C(0)Asp(cyPn)—-NHCH,CMe;,

Pr,CHNHC (0)~-Tbg~CH,—(R)—CH(CH,C(0)CMe3)C(0)Asp(cyPn)—NHCH,—
(sykloheksyyli),

EtPr,CNHC(0)-Tbg—CH,—(R)—CH(CH,C(0)CMe;)C(0)Asp(cyPn)—NHCH,CMes,

(CH=CHCH,) ,~CHNHC (0)-Tbg—CH,~(R)-CH(CH,C(0)CMe3)C(0)~Asp(cyPn)-
NHCH,CMej,

Bu,CHNHC (0) -Tbg-CHy~ (R)-CH(CH,C(0)CMe3)C(0)Asp(cyPn)-NHCH,CMejs,

Pr2CHNHC(O)—Tbg—CHz—(R)—CH(CH2C(O)CMe3)C(O)Asp(cyPn)—NH—(S)—
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Me,PrCNHC(0)-Tbg—CH,~(R)-CH(CH,C(0)CMe3)C(0)Asp(cyPn)-NHCH,CMey,

Pr,CHNHC(0)-Tbg—-CH,-(R)-CH(CH,C(0)CMe3)C(0)Asp(cyPn)-
NHCH,CEt ,Me,

Pr,CHNHC (0)—Tbg—CH,~ (R)—CH(CH,C (0)CMe;)C(0)Asp(cyPn)-NHCMe,CMe 3,

(CH,=CHCH, ) 2~CHNHC (0 ) ~Tbg—CH,~ (R) CH(CH,C(0)CMe3)C(0)~Asp(cyPn)—
NH-(R)—CH(Me )CMe,,

Pr,CHNHC(0)-Tbg-CH,—(R)-CH(CH,C(0)CMe3)C(0O)Asp(cyPn)~NH-(R)~-
CH(Me)C(Me),Et,

Pr,CHNHC(0)-Tbg~CH,—(R)—-CH(CH,C(0)CMe;3)C(0)Asp(cyPn)—-cis—NH-(2-
metyylisykloheksyyli),

Pr,CHNHC(0)-Tbg-CH,—(R)~CH(CH,C(0)CMe3)C(O)Asp(cyPn)-trans—NH-
(2-metyylisykloheksyyli),

(R, S)~EtPrCH-NHC(0)~Tbg—-CH,—(R)-CH(CH,C(0)CMe;)C(0)-Asp(cyPn)—
NHCH,CMej,

(R,S)—EtBuCH—NHC(O)—Tbg—CHz-(R)—CH(CHZC(O)CMe3)C(O)—ASp(CYPn)—
NHCH2CM63 ’

Pr,CHNHC(0)-Tbg—CHy~(R)—-CH(CH,C(0)CMe3)C(O)Asp(cyPn)-NH-(R)~-
CH(Et)CMe3,

Pr,CHNHC(0)~Tbg-CHy~(R)-CH(CH,C(0O)CMe;3)C(0O)Asp(cyPn)~NH-(2, 2—
dimetyylisykloheksyyli),

EtPr,CNHC(0)-Tbg—CH,y—(R)-CH(CH,C(0)CMe3)C(O)Asp(cyPn)~NH-(R)-
CH(Me)CMej,

Pr,CHNHC(0)-Tbg—CH,—(R)~CH(CH,C(0)CMe;)C(0)Asp(cyPn) -
NHCH,CMe,Pr,
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Pr,CHNHC(0)-Tbg—CH,— (R)~CH(CH,C(0)CMe3)C(0)Asp(cyPn)-NH-(R)~
CH(Me) CH2CM€3 ’

Pr,CHNHC (0)-Tbg-CH,— (R)~CH(CH,C(0)CMe3)C(0)Asp(cyPn) -

Pr ,CHNHC (0)-Tbg—CH,— (R)-CH(CH,C(0)CMe;)C(0)Asp(cyPn)-NH-(R)—
CH(Pr)CMes,

Pr,CHNHC (0)—-Tbg—-CH,~(R)—CH(CH,C(0)CMe3)C(0O)Asp(cyPn)~NH-(2, 2~
dimetyylisyklopentyyli),

Pr,CHNHC(0)-Tbg-CHy—-(R)-CH(CH,C(0)CMe3)C(0)Asp(cyPn)—-NH-
N(Me)CMejy,
4

Pr,CHNHC (0)-Tbg—CH,~ (R)—CH(CH,C(0)CMe3)C(0)Asp (cyPn)-NHCH,CEt;,

EtPr,CNHC(0)~Tbg—CH,~(R)—CH(CH,C(0)CMe;)C(0)Asp (cyPn)-NH-(R)—
CH(Et)CMe;,

Pr,CHNHC (0)-Tbg—CH,- (R)—CH(CH,C(0)CMe3)C(0)Asp(cyPn)~NH-(R)—
CH(Me)CHEL,,

Pr,CHNHC(0)-Tbg—CH,—(R)-CH(CH,C(O)CMe3)C(O)Asp(cyPn)—
NHN(Et)CMej,

Pr,CHNHC (0 ) -Tbg—CH,~ (R)~CH (CH,C (0 ) CHMe, ) C (0 ) Asp (cyPn ) ~NHCH,CMe 53,
Pr,CHNHC (0 ) -Tbg—CH,~ (R)~CH(CH,C (0)CH,CMe4)C(0)Asp(cyPn)-Leu—OH,

Pr,CHNHC(0)-Tbg-CH,-(R)-CH{CH,C(0)-(sykloheksyyli) }C(0)-
Asp(cyPn)-NHCH,CMejy,

Pr,CHNHC(0)-Tbg—-CH,~(R)-CH{CH,C(0)-(syklobutyyli)}C(0)-
Asp(cyPn)~NHCH,CMes,
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Pr,CHNHC (0)-Tbg—CH,~(R)~CH(CH,C(0)CMe3)C(0)Asp{(R)-allyyli}-
NHCH 2CMe 3

Pr,CHNHC (0)-Tbg-CH,—(R)-CH(CH,C(0)CMe;)C(0O)Asp{ (R)-Pr}-—
NHCH2CM63 .,

Pr,CHNHC(0)~-Tbg~CHy—(R)-CH(CH,C(0)CMe,Et)C(0)Asp(cyPn)~-
NHCH2CMe 3

Pr,CHNHC(0)-Tbg-CHy—(R)-CH{CH,C(0)-(1-metyylisyklopentyyli}C(0O)-
Asp(cyPn)-NHCH,CMej,

Pr,CHNHC (0 )—NH~(S)~-CH(CMe,Et )~C(0)~CH,— (R)CH(CH,C(0)CMe;)C(0)~
Asp(cyPn)-NH-(R)-CH(Me)CMe;, ja

&
Pr,CHNHC(0)-Val-CH,—(R)-CH(CH,C(0)CMe3)C(0O)Asp(cyPn)-NH~(R)~
CH(Me )CMe3 .

8. Farmaseuttinen koostumus, t unnet tu siita, etta se
sisaltaa herpesviruksen vastaisesti tehokkaan maaran patentti-—
vaatimuksen 1 mukaista peptidia tai sen terapeuttisesti hyvak-—
syttavaa suolaa ja farmaseuttisesti tai elainlaaketieteelli-

sesti hyvaksyttavaa valiainetta.

9. Kosmeettinen koostumus, t unnet t u siita, etta se
sisaltaa patenttivaatimuksen 1 mukaista peptidia tai sen tera-
peuttisesti hyvaksyttavaa suolaa ja fysiologisesti hyvaksytta-—

vaa valiainetta, joka soveltuu paikalliseen antoon.

10. Minka tahansa patenttivaatimuksen 1 - 7 mukainen peptidi
tai sen terapeuttisesti hyvaksyttava suola herpesvirusinfektion

hoitamiseksi nisakkaalla.

11. Minka tahasna patenttivaatimuksen 1 - 7 mukainen peptidi,
jolla on kaava 1, tai sen terapeuttisesti hyvaksyttava suola

herpesviruksen replikaation estamiseksi.
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12. Farmaseuttinen koostumus, t un ne t t u siita, etta se
sisaltaa farmaseuttisesti tai elainlaaketieteellisesti hyvak-—
syttavaa valiainetta ja tehokkaan maaran yhdistelmaa, jossa on
antiviraalista nukleosidianalogia tai sen terapeuttisesti
hyvaksyttavaa suolaa ja patenttivaatimuksen 1 mukaista ribonuk-
leotidireduktaasia estavaa peptidia tai sen terapeuttisesti

hyvaksyttavaa suolaa.

13. Patenttivaatimuksen 12 mukainen farmaseuttinen koostumus,
tunnettu siita, etta nukleosidianalogi on yhdiste,

jolla on kaava 2

”
R
4 ~ N
N I S>
/l\\ N
H,N N \
CH,OCH,CH,OH 5

jossa rR'4 on vety, hydroksi tai amino, tai sen terapeuttisesti

hyvaksyttava suola.

14. Patenttivaatimuksen 12 mukainen farmaseuttinen koostumus,

tunnettu siita, etta antiviraalinen nukleosidianalogi

on valittu joukosta vidarabiini, idoksuridiini, trifluridiini,
gansikloviiri, edoksudiini, brovaviiri, fiasitabiini,

pensikloviiri, famsikloviiri ja rosikloviiri.

15. Patenttivaatimuksen 12 mukainen farmaseuttinen koostumus,
tunettu siita, etta koostumus on tooppisen formulaation

muodossa.

16. Koostumus, Jjossa on antiviraalista nukleosidianalogia tai
sen terapeuttisesti hyvaksyttavaa suolaa ja patenttivaatimuksen

1 mukaista ribonukleotidireduktaasia estavaa peptidia tai sen
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terapeuttisesti hyvaksyttavaa suolaa hoidettaessa herpes-—

virusinfektiota nisakkaalla.

17. Patenttivaatimuksen 16 mukainen koostumus, t un ne t t u
siita, etta se on joukosta asyloviiri, 6-deoksiasyloviiri, 2,6-
diamino-9-{ (2-hydroksietoksi)metyyli}puriini, vidarabiini,
idoksuridiini, trifluridiini, gansikloviiri, edoksudiini,
brovaviiri, fiasitabiini, pensikloviiri, famsikloviiri ja

rosikloviiri.

18. Patenttivaatimuksen 8 mukainen farmaseuttinen koostumus
hoidettaessa herpes simplex—virusten, tyyppien 1 ja 2 infek-
tioita nisakkaalla, tunnet tu siita, etta kaavan 1

-mukainen peptidi on joukosta

4
PhCH,CH,C(0)~(N-Me ) Val-Tbg—~CH,—(R)CH(CH,C(0)CMe;)C(0)~Asp(cyPn)—

YMeLeusinoli,
Pr,CHNHC(0)-Tbg—CH)y~(R)-CH(CH,C(0)CMe3)C(0)Asp(cyPn)—-yMeLeu-OH,

Pr,CHNHC (0)~-Tbg—CH,—(R)~CH(CH,C(0)CMe3)C(0O)Asp(cyPn)—
YMeLeusinoli,

Pr,CHNHC(0)-Tbg-CH,—(R)-CH(CH,C(0O)CMe4)C(0)Asp(cyPn)—-NH,CH,CMey,

(1-propyylisyklopentyyli)aminokarbonyyli-Tbg—CH,~(R)~
CH(CH,C(0)CMe;)C(0)-Asp(cyPn)-NHCH,CMey,

Pr,CHNHC(0)-Tbg-CHy-(R)-CH{CH,C(0)~(syklopentyyli) }C(0)-
Asp(cyPn)~NHCH,CMes,

Pr2CHNHC(O)—Tbg~CH2—(R)—CH(CH2C(O)CMe3)C(O)Asp(cyPn)—NH—(R)~
CH(Me )CMej,

PIZCHNHC(O)~Tbg—CH2—(R)—CH(CH2C(O)CM83)C(O)ASp(CYPn)—
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EtPr,CHNC(0)-Thg—CH,—(R)-CH(CH,C(0)CMe3)C(0O)NHCH,CMej,
Pr,CHNHC (0)~Tbg-CHy—(R)~CH(CH,C(0)CMe3)C(0)NHCH,CEt Me,
Pr,CHNHC(0)~-Tbg-CH,~(R)—-CH(CH,C(0)CMe3)C(0)-NH-(R)CH(Et )CMejy,
EtPr,CNHC(0)-Tbg—CH,—(R)-CH(CH,C(0)CMe3)C(0)-NH(R)-CH(Me)CMej,
Pr,CHNHC(0)~Tbg—CH,—(R)—CH(CH,C(0)CMe3)C(0)-NH-(R)CH(Me )CH,CMey,
Pr,CHNHC(0)~-Tbg—CHy—(R)-CH(CH,C(0)CMe3)C(0)-NH~(R)CH(Pr)CMes,
Pr,CHNHC(0)-Tbg—CH,—(R)~-CH(CH,C(0)CMe3)C(0)NHCH,CEt3,

EtPr,CNHG (0)-Tbg—CHy—(R)-CH(CH,C(0)CMe3)C(0)~-NH(R)-CH(Et)CMej,

Pr,CHNHC(0)-Tbg—CHy—(R)—CH(CH,C(0)CMe;)C(0)-NH-(R)CH(Me)CHEt,,
ja

PrZCHNHC(O)—NH—(S)—CH(CMezEt)C(O)—CHz—(R)CH(CH2C(O)CMe3)C(O)—
Asp(cyPn)-NH-(R)-CH(Me)CMe;.

19. Menetelma valmistaa patenttivaatimuksen 1 mukaista peptidia
tai sen terapeuttisesti hyvaksyttavaa suolaa, t unnet¢ttu

siita, etta

a) liitetaan vaiheittain peptidin, aminohapon tai johdettujen
aminohappotahteiden ja peptidin ei-peptidifragmenttien sek-—

venssin jarjestyksessa, jossa

i) jaannosten ja fragmenttien reaktiiviset sivuketjuryhmat
suojataan sopivilla suojaryhmilla, jotka estavat kemialli-
sen reaktion tapahtumisen siina paikassa, kunnes suoja
ryhma lopulta poistetaan vaiheittain tapahtuvan liitta-

misen jalkeen;
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ii) liittamisreaktantin a-aminoryhma suojataan a—amino-—
suojaryhmalla samalla kun vapaa karboksiryhma liittyy
toisen reaktantin vapaan a-aminoryhman knassa; a-ami-
nosuojaryhma on sellainen, etta se voidaan selektiivi-
sesti poistaa seuraavan reaktion tapahtumisen sallimi-

seksi tuossa a—aminoryhmassa; ja

iii) aminohappojaannoksen tai peptidifragmentin C-—
terminaalinen karboksyyli, josta on maara tulla suojatun
peptidin C-terminaalinen funktio, mikali sellainen on
lasna, suojataan sopivalla suojaryhmalla, joka estaa
kemiallisen reaktion tapahtumisen tuossa paikassa kunnes
suojaryhma poistetaan sen jalkeéeen kun haluttu aminohappo-—
sekvenssi peptidille on koottu; ja
b . .
b) liittamisen jalkeen poistetaan kaikki suojaryhmat ja halut-
taessa suoritetaan standardimuunnokset, jolloin saadaan patent-
tivaatimuksen 1 mukaista peptidia; ja haluttaessa muunnetaan

peptidi sen terapeuttisesti hyvaksyttavaksi suolaksi.
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