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Kirjeldus

Kéesolev leiutis késitleb 7-nitro-2,1,3-bensoksadiasoolderivaatide kasutamist
vihivastaseks raviks. Tdpsemalt kisitleb leiutis 7-nitrobensofurasaani ehk 7-nitro-2,1,3-
bensoksadiasoolina tuntud heterotsiiklilise iihendi derivaatide kasutamist vahenditena,
millel on tugev inhibeeriv toime glutatioon-S-transferaaside (GST) suure perekonna
suhtes, mis on vihirakkudes korgelt ekspresseeritud ja muudavad need rakud paljude
stressifaktorite suhtes eriti resistentseks. Need iihendid on seega kasulikud vihivastaseks
raviks mdeldud ravimite tootmiseks ning neid v&ib kasutada kas iiksi v&i kombinatsioonis
teiste kemoterapeutiliste vahenditega.

Nagu teada, koosneb enamik kahekiimnendal sajandil onkoloogilises ravis
kasutatud vihivastaseid vahendeid molekulidest, mis ei ole vihirakkude suhtes
selektiivsed ning on seega organismile viga toksilised. Tiitipiliste vihivastaste ravimite
hulka kuuluvad alkiileerivate vahendite laialtlevinud liikkmed, mis on v&imelised
mitteselektiivselt modifitseerima DNA-d ja RNA-d, ning antimetaboliidid, mis sekkuvad
DNA aluste ja teiste looduslike molekulide jireleaimamise abil nukleiinhapete ja valkude
slinteesi ning teistesse elutihtsatesse metaboolsetesse protsessidesse, toimides
antagonistide ja inhibiitoritena.

Onkoloogilises uurimistds on alati piiiitud leida ravimeid, mis suudaksid nii
selektiivselt kui v@imalik inhibeerida vahirakkude kasvu, méjutamata seejuures
normaalseid rakke. Sel pdhjusel on onkoloogiline uurimistéé olnud suunatud niiteks
molekulidele, mis inhibeerivad transformeerunud rakkude eluspiisimise v&tmeensiitime.
4Nende molekulide hulka kuuluvad telomeraasi — enstiimi, mille aktiivsus v&imaldab
vihirakkudel jéitkata jagunemist pikema aja jooksul, vdrreldes normaalsete rakkude
eluspiisimise ajaga, ning mis muudab nad seega “surematuteks” — inhibiitorid. Teine tihtis
sihtenstiim on tiirosiinkinaas, mis osaleb vihi ja teiste proliferatiivsete haiguste, nagu

psoriaasi ja ateroskleroosi tekkes. Jirgmine tihtis uurimissuund keskendub

farnestitiltransferaasi — rakkude proliferatsioonis ja kasvajateks transformeerumises
osaleva proteiin p21 kiivitamiseks olulise ensiiimi - spetsiifiliste inhibiitorite
véljatootamisele.

Jargmine signaaliiilekande vStmeensiiiim on proteiinkinaas C (PKC), mis osaleb
otseselt proliferatsiooni ja diferentseerumise protsessides ja MDR fenotiiiibi
reguleerimises. On teada mitmesuguseid looduslikke PKC inhibiitoreid ning need on

alusprintsiipideks uute ravimite viljatéstamisel.
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Jirgmine sihtensiiiimide klass puudutab ensiiiime, mis reguleerivad rakutsiiklit,
eelkdige tsiikliin-sSltuvaid kinaase (CDK), mille inhibiitorid pShjustavad paljudes
véhirakuliinides rakutsiikli blokeerimist ning v&ivad seetdttu olla kasutatavad
tsiitostaatikumide ja tsiitotoksiliste vahenditena.

Uks ensiitim, mis on viimasel paaril aastal onkoloogia valdkonnas suurt huvi
tekitanud, on glutatioon-S-transferaas (GST, EC 2.5.1.18). See on tegelikult isoensiiiimide
perekond, mis on looduses laialt levinud ja mis kataliiiisib glutatiooni (GSH) vésvliaatomi
nukleofiilset atakki substraadimolekulide elektrofiilsetele rithmadele. Nagu teada, on
glutatioon tripeptiid, mis koosneb glutamiinhappest, tsiisteiinist ja gliitsiinist, ning mis on
kdige tdhtsam madalmolekulaarne iihend looma- v&i taimerakkudes, mis sisaldab
tioolrithma. Glutatioon-S-transferaasid kataliiiisivad glutatiooni konjugeerimist paljude
erinevat tiilipi ksenobiootikumidega, alandades sellega drastiliselt nende reaktiivsust ja
muutes need tihendid vees vihem lahustuvaks, selleks et soodustada nende k&rvaldamist.

Selle mehhanismi alusel on GST aktiivsust peetud iiheks teguriks, mis vastutab
véhirakkudes nihtava ravimiresistentsuse ilmnemise eest, kuna paljud vihivastased
ravimid tuntakse nende ensiiiimide poolt substraatidena #ra (Crit. Rev. Biochem. Mol. Biol,
25, (1990), 47-70; Crit. Rev. Biochem. Mol. Biol. 30, (1995), 445-600; Cancer Cells Mon.
Rev. 2, (1990), 15-22; Cancer Res. 54, 4313-4320; Eur. J. Cancer 32A, (1996), 967-978).
GST on paljudes inimese vihiliikides kdrgelt ekspresseeritud ning omab v&tmerolli
onkoloogilises ravis kasutatavate erinevate vihivastaste ravimite v3i nende metaboliitide
detoksifitseerimises. Ensiitim teostab glutatiooni konjugeerimist vihivastaste ravimitega,
nagu  ldmmastikipriitide, klorambutsiili,  tsiiklofosfamiidi, —mitoksantrooni ja
antrakinooniga, ning suudab detoksifitseerida ka teisi ravimeid, toimides aga mitte otseselt
neile molekulidele, vaid nende metaboliitidele.

GSTd moodustavad isoensiiiimide multigeense perekonna, mis on jagatud nende
immunogeensuse ja primaarstruktuuri alusel vihemalt kiimnesse klassi, kaasa arvatud
Alfa, Pi ja Mu. Suuremas hulgas vihivormides on hiiperekspresseeritud Pi (GST-Pi), nagu
on tdheldatud erinevates inimese vdhi- ja vihieelsetes kudedes (Mol Pharmacol. 50,
(1996), 149-159). Enstiimi ekspressioon tdusu on leitud nii alkiileerivatele vahenditele
resistentsetes rakuliinides (Cancer Res. 49, (1989), 6185-6192; Br. J. Cancer 74, (1996),
S93-598) kui doksorubitsiini ja tsisplatiini suhtes resistentsetes vihirakuliinides (Cancer

Res. 49, (1989), 7020-7025; Cancer 78, (1996), 416-421; J. Biol. Chem. 261, (1986),
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15544-15549) ning GST ensiitimi Pi klassi on soovitatud ka kasutamiseks vihimarkerina
véhi varase diagnoosi jaoks.

Veelgi enam — paljud uuringud niitavad selgesti, et GST hiiperekspressioon
tuumorites muudab vahivastased ravimid resistentseteks mitte ainult glutatiooniga
konjugeerimise teel, vaid ka teiste mehhanismide abil, mis seni ei ole veel tiielikult vilja
selgitatud. Hiljuti leiti korrelatsioon vdhirakkude tuumadesse iile kantud Pi klassi GST ja
nende rakkude poolt omandatud resistentsuse vahel selliste ravimite nagu doksorubitsiin ja
tsisplatiin suhtes ning on piistitatud hiipotees, et tuumas olev Pi klassi GST kaitseb DNA-d
kemoteraapia poolt pShjustatud kahjustuste eest (Faseb J. 15, (2001), 2702-2714).

Suur hulk tdendeid niitab, et GSTd vdivad mingida aktiivset rolli ka
programmeeritud rakusurma (apoptoosi) protsessi kontrollimises. Rakustressi tingimustes,
nagu nditeks pidrast to6tlemist UV-kiirgusega v3i oksiideerivate vahenditega,
aktiveeritakse N-terminaalne proteiinkinaas c-Jun (JNK), mis osaleb imetajarakkude
stressivastuses rakutsiikli reguleerimise, DNA parandamise v&i apoptoosi indutseerimise
kaudu. Hiljuti puhastati JNK proteiininhibiitor ja identifitseeriti see kui Pi klassi GST (/.
Biol. Chem. 276, (2001), 20999-21003). See valk seostub proteiinkinaasi JNK C-
terminaalse osa piirkonnaga, mis sisaldab jadke 194-201, ning on teada, et rakustressi
pohjustavad tegurid osalevad GST Pi / JNK kompleksi dissotsieerimises ja seega ka
kinaasi aktiveerimises.

Sarnaselt neile tulemustele on leitud ka, et GST Pi spetsiifilised inhibiitorid, nagu
glutatiooni peptidomimeetikum TER-117 [Terrapin 117: y-L-glutamiiiil-S-(bensiiil)-L-
tsiisteiniitil-R-(-)-fentitilgliitsiinja 'I'ER-293, kdivitavad proteiinkinaasi JNK, kuna nad
soodustavad GST Pi dissotsieerumist GST Pi/JNK kompleksist (EMBO J. 18, (1999),
1321-1334; J. Biol. Chem. 276, (2001), 20999-21003).

Samuti on mirgitud, et GSTM1-1 — Mu klassi kuuluv glutatioon-S-transferaas —
seostub N-terminaalse osaga teisest kinaasist, mis reguleerib apoptootilist signaali ja mida
nimetatakse ASK1 (apoptoosisignaali reguleeriv kinaas), inhibeerides selle aktiivsust. On
ndidatud, et termiline $okk, mis pohjustab GSTM1-1/ASK1 kompleksi dissotsieerumist,
teeb voimalikuks ASK1 kiivitumise. See kinaas osaleb omakorda teiste valkude
aktivatsioonireaktsioonide kaskaadis ning fosforiileerib JNK ja kinaasi p38, mis on tuntud
vahendajad stressifaktorite ja rakuvastuse vahel (J. Biol. Chem. 276, (2001), 12749-12755;
J. Biol. Chem. 2777, (2002), 30792-30797).
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Kokkuvéttes ndib GST iiks pohilisi rolle olevat JNK-ga paljude mehhanismide

kaudu seotud signaalikaskaadide allareguleerimine: GST Mu ensiilim toimib ASKI
kinaasile ja seega kaudselt ka JNK-le, samas kui GST Pi ensiiiim toimib otse JNK-le.

Eeltoodud tdhelepanekud niditavad, et GST hiiperekspressioon vihirakkudes
kujutab endast viimaste kaitsemehhanismi endogeenset liiki stressifaktorite ja
vihivastastest ravimitest pShjustatud stressi vastu. Seetdttu suudavad vihirakud omandada
resistentsuse nende ravimite suhtes ning v3ivad edaspidi apoptootilistele stiiimulitele mitte
vastata.

Arvestades eespool 6eldut, on téhusate GST inhibiitorite otsing muutunud iiheks
esmaseks eesmirgiks, et moduleerida vidhirakkude resistentsust vihivastaste ravimite
suhtes.

Uks esimesi kasutatud GST-de inhibiitoreid oli etakriiiinhape, aktiivne toimeaine,
mida oli kaua kasutatud diureetikumina (ja mis on selle ndidustuse jaoks hiljuti asendatud
furosemiidiga), ja mis sensibiliseerib vihirakud alkiileerivate vahendite tsiitotoksilise
toime suhtes. Ehkki tuntud ka kui substraat mdnede GST isoensiilimide jaoks, k&itud
etakriilinhape ka nende ensiitimide inhibiitorina. Selles kontekstis v3ib hinnatavaid
tulemusi saada etakriilinhappe kasutamisel vihirakkude resistentsuse vihendamisel
melfalaani, karmustiini, mitomiitsiin C, doksorubitsiini ja - vdhemal médral -
klorambutsiili suhtes kroonilise liimfoidleukeemia patsientidel (Addvanced Drug Delivery
Reviews 26, (1997), 91-104).

Nii spetsiifilisuse puudumine pahaloomulistes rakkudes hiiperekspresseeritud GST
isovormide suhtes kui teatav arv mirgatavaid k&rvaltoimeid, nagu mérgatav diurees, on
mitte soodustanud etakriilinhappe kasutamist kliinilises praktikas ning seetdttu on
alternatiivina kasutusele vOetud moned spetsiifiliste enstiimi GST klasside suhtes
selektiivsed inhibiitorid (Advanced Drug Delivery Reviews, samas tsit).

Need on eespool nimetatud glutatiooni peptidomimeetikumid, kaasa arvatud
néditeks TER 199 [y-glutamiitil-S-(bensiiiil)-tsiisteiniiiil-R(-)-feniiiilgliitsiini dietiitilester],
mis siseneb kiiresti rakkudesse ning aktiveeritakse kui eellasravim rakusiseste esteraaside
poolt. Aktiivses vormis inhibeerib eespool nimetatud ravim TER-117 selektiivselt Pi
klassi GSTd, vdimendades ldmmastikipriitide ja tildiselt alkiileerivate vahendite toimet
erinevates véhirakuliinides, nagu kéirsoole vihirakuliinis HT29 ja munasarja kartsinoomi
rakuliinis SKOV-3, mis hiiperekspresseerivad isoensiitimi GST Pi (Cancer Chemother.

Pharmacol. 37, (1996), 363-370).
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Nii etakriitinhappe kui TER 199 puhul seisneb nende hinnatud toime teiste

tstitotoksiliste vahendite (alkiileerivate vahendite) poolt resistentsetele vihirakkudele
avaldatava toime vdimendamises. Teistsugune tsiitotoksiliste vahendite klass, mis pshineb
glutatiooniga analoogsetel ainetel (4dvanced Drug Delivery Reviews, juba tsiteeritud),
koosneb molekulidest, mis ei inhibeeri GST, vaid kasutavad selle kataliiiitilist vimet
aktiveerumiseks. Need eellasravimid erinevad oma selektiivsuse poolest erinevate
isoensiilimide suhtes ja erinevate nendest tuletatud aktiveeritud vahendite poolest. Niiteks
on TER 286, mille struktuur omab GSH-peptidomimeetilise aine GST-siduvat véimet ja
alkiileeriva lamastikipriidi tstitotoksilisust. Pi ja Alfa klassi isoensiiiimide poolt
aktiveerituna vabastab latetne tsiitotoksiin TER 286 loomupirast tsiitotoksilist toimet
omava tsiiklofosfamiidi analoogi.

Seega puudutab kiesolev leiutis uute selektiivsete inhibiitorite uurimisvaldkonda
vihirakkudes hiiperekspresseeritud glutatioon-S-transferaasi ensiitimiklasside jaoks, et
pakkuda derivaate, mis toimivad vdhivastaste vahenditena nii neile omase tsiitotoksilise
jou kui nende vdime tSttu inhibeerida GST-de detoksifitseerivat toimet teiste
kemoterapeutiliste vahendite suhtes.

Nagu eespool mirgitud, hiiperekspresseeruvad mdned GST klassid paljudes
vihirakkudes nii suurel mééral, et mdningaid isovorme, nagu GSTP1-1, mis kuulub GST
Pi klassi, saab kasutada vihimarkeritena. See ensiiiimi hiiperekspressioon, mis on
dokumenteeritud enamiku vihivormide jaoks, muudab vihirakud ravimiresistentseks mitte
ainult detoksifitseeriva toime suhtes, mida need ensiitimid kataliitisivad, vaid ka oma
apoptoosivastase (oime (Otlu, mida nad omavad, sekkudes apoptoosi reguleerivatesse
signaaliiilekandemehhanismidesse.

Uuringutes, mis viisid kédesoleva leiutiseni, leiti, et mdned 7-nitro-2,1,3-
bensoksadiasooli spetsiifilised derivaadid omavad — erinevates vihirakuliinides — tugevat
selektiivset inhibeerivat toimet vaadeldavate GST isovormide suhtes, samuti tugevat
tstitotoksilist jdudu. Need molekulid seostuvad selektiivselt GST-de hiidrofoobsesse saiti
(kuhu seostub glutatiooniga konjugeeritav kaas-substraat) ja inhibeerivad tugevasti neid
isoensiitime.

Kéesolevas leiutises vaadeldavaid 7-nitro-2,1,3-bensoksadiasooli derivaate saab
kergesti valmistada, alustades 4-kloro-7-nitro-2,1,3-bensoksadiasoolist —~ biokeemias histi
tuntud fluorogeensest molekulist, mida kasutatakse tiool- ja amino-iihendite

maérgistamiseks (FEBS Lett. 6, (1970), 346-348; Eur. J. Biochem. 54, (1975), 117-126;
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Eur. J. Biochem. 54, (1975), 127-133). 4-kloro-7-nitro-2,1,3-bensoksadiasool on histi
tuntud kui Alfa klassi GST-de kaas-substraat, kuid seda kasutatakse ka Pi ja Mu GST-de
substraadina, saades produkti, s.o (7-nitro-2,1,3-bensoksadiasool-4-iiiiltio)glutatiooni
(Anal. Biochem. 218, (1994), 463-465; J. Biol. Chem. 271, (1996), 16193-16198).
Viimane molekul on hea GST inhibiitor, kuid see siseneb rakkudesse raskesti ja visatakse
neist kiiresti vilja.

7-nitro-2,1,3-bensoksadiasooli  (nimetatud ka kui  4-nitrobensofurasaan)
derivaatidele oli podratud tdhelepanu juba minevikus nende kui vihivastaste vahendite
voimaliku kliinilise rakenduse tSttu. Selle perekonna ithendite esmased uuringud ulatuvad
tagasi hilistesse 1960-ndatesse koos mdnede publikatsioonidega, kus tdsteti esile nende
vOimalikku leukeemiavastast toimet (Biochemical Pharmacology 17, (1968), 158-161; J.
Med. Chem. 11, (1968), 305-311). Need publikatsioonid kisitlesid piiratud arvu 7-nitro-
2,1,3-bensoksadiasooli derivaate ning nendes avaldati nende inhibeeriv toime uridiin-5-"H
lillitumisele lamba luimfotsiiiitide RNA-sse in vitro, s.t. limfotsiiiitide metabolismi
inhibeeriv toime. Hilisemates uuringutes leiti, et 7-feniiiiltio- ja 7-puriin-6-tio-4-
nitrobensofurasaaan on mdnedes imetajate normaalsetes ja vihirakuliinides nukleiinhapete
ja valkude stinteesi tugevad inhibiitorid (Chem. Biol. Interactions 42, (1982), 195-207).
Nendes toodes saadud kogutulemused on vasturddkivad ning paistab, et seda
uurimissuunda edaspidi ei jdtkatud.

Teiselt poolt esitab kidesolev leiutis selliste 7-nitro-2,1,3-bensoksadiasooli
spetsiifiliste derivaatide kasutamise GST-de inhibiitoritena ja vidhivastaste vahenditena,
mida eelnevates uuringutes ei ole v8imalike v#hivastaste vahenditena mérgitud.

Kiesoleva leiutise objektiks olevaid 7-nitro-2,1,3-bensoksadiasooli derivaate
iseloomustab tioeeter-silla olemasolu asendis -4 ja sellega iihendatud halva lahkuva riilhma
omadustega alifaatse rithma olemasolu. Eelistatult sisaldab viimane ka vihemalt iihte -OH
rithma. Nimetatud derivaadid omavad v&imet siseneda kiiresti vihirakkudesse, kus nad
avaldavad olulist tsiitotoksilist toimet. See toime on nidhtavasti tingitud GST-de
detoksifitseeriva toime inhibeerimisest (nagu ndidatud spetsiifiliste eksperimentaalsete
tdendite abil, mis on saadud puhastatud ensiiiimide puhul in vitro) ja GST-de
apoptoosivastase toime inhibeerimisest, eelkdige vihirakuliinides hiiperekspresseeritud
GSTP1-1 toimete inhibeerimisest. Seega muudab kiesolevale leiutisele vastavate

derivaatide kasutamine v&imalikuks vihirakkudele — nende korgelt selektiivsete ithendite
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esmastele mirklaudadele - tsiitotoksilise toime saamiseks suunatud ravi, sekkudes
normaalsete rakkude fiisioloogiasse vihem efektiivselt.

Mis puutub kiesolevale leiutisele vastavate iihendite keemilisse struktuuri, siis
tuleb mirkida, et nende skeletis olevate lahkuvate rilhmade loomus annab tulemuseks
aeglased v3i null-vahetusreaktsioonid endogeensete tioolidega, nagu glutatiooniga, ja
stabiilse 6-adukti moodustumise GSH.ga, nagu niidatud siin jirgnevas eksperimentaalses
osas. Vahetusreaktsioonid endogeensete tioolidega on eespool nimetatud eelnevad
uurimissuuna puhul uuritud 7-nitro-2,1,3-bensoksadiasooli teiste derivaatide puhul
dokumenteeritud fenomen. Eespool nimetatud eelnevate eksperimentide kdigus testiti
moningaid 7-nitro-2,1,3-bensoksadiasooli -O-, -NR- ja -S-derivaate ning — eelkdige -S-
derivaatide hulgas — neid tihendeid, kus vi#vliga asendis -4 seostuv rithm oli alternatiivselt
kas feniitil-, bensiiiil-, atsetiiiil- vdi tstianoriihm. Kirjeldatud tagasihoidlikud ja
vasturdékivad tulemused tuleb kirjutada nendes iihendites esinevate heade lahkuvate
rithmade, nagu kloro-, tiotsiianaat-, fenoksi-, fentiiiltio- ja bensiiiiltioriihma arvele. Need
rihmad eelistavad vahetusreaktsioone glutatiooniga, mis viib viimastega aduktide
moodustumisele. Need aduktid visatakse rakkudest eelistatult vilja spetsiifiliste
membraani gliikoproteiinide abil, mis kuuluvad valkude perekonda, mis osalevad mitmete
vahendite (mitme ravimi suhtes resistentne valk, multidrug resistance protein, MRP)
suhtes ravimiresistentsuse protsessis (Free Rad. Biol. Med. 27, (1999), 985-991).

Peale selle — nagu juba mérgitud — omavad mdned viidatud kirjanduses kirjeldatud
tihendid olulisi lahustumisprobleeme, mis kompromiteerivad nende in vivo manustamise
voimalikkust. ‘leiselt poolt aitab kiesolevale leiutisele vastavates 7-nitro-2,1,3-
bensoksadiasooli derivaatides vahemalt {the —OH rithma olemasolu kaasa nende ithendite
heale lahustuvusele vesikeskkonnas, siilitades samal ajal polaarsuse astme sellisena, mis
vbimaldab vastastikust toimet GST substraadi hiidrofoobse sidumissaidiga, ja nende
tugevale ensiilimi aktiivsust inhibeerivale toimele.

Viljaspool onkoloogia valdkonda on juba teada mdned -4 asendis tioeeter-silla
kaudu funktsionaliseeritud 7-nitro-2,1,3-bensoksadiasooli derivaatide rakendused, niiteks
kasutamine fluorestseeruvate reaktiividena mdnede tiool-inhibiitorite metabolismi
uurimisel angiotensiin I konverteerimisel angiotensiin II-ks (US 4 395 556 ja 4469 870) ja
tldiselt fluorestseeruvate proovidena nukleiinhapete v&i valkude mérgistamiseks. Teisi 7-

nitro-2,1,3-bensoksadiasooli 4-S-derivaate on kirjeldatud US 2002/0189032-s ja EP-A-



10

15

20

25

EE-EP 1 615 638 Bl

1261591-s, kus need on esitatud kasutamiseks keratiinkiude vérviva ainena, eelkdige
juuksevérvina.
Seetdttu esitab kéesolev leiutis spetsiifiliselt 7-nitro-2,1,3-bensoksadiasooli

derivaatide tildvalemiga (I)

kasutamise, kus:

R; valitakse rithmast, millesse kuuluvad kuni 12 siisinikuaatomist koosnevad sirge
ahelaga, hargnenud ahelaga vd&i tsiiklilised alkiitilrihmad, kuni 12 siisinikuaatomist
koosnevad sirge ahelaga, hargnenud ahelaga v&i tsiiklilised alkeniitilrihmad ja kuni 12
siisinikuaatomist koosnevad sirge ahelaga, hargnenud ahelaga vo&i tsiiklilised
alkiiniiilrithmad, kus iiks R; rithma vesinikuaatom on valikuliselt asendatud iihe rithmaga,
mis valitakse rithmast, kuhu kuuluvad OR;, NO; ja NR;R;,

kus R; ja Rj; valitakse sGltumatult rithmast, kuhu kuuluvad H ja kuni 12 siisinikuaatomist
koosnevad sirge ahelaga, hargnenud ahelaga v&i tsiiklilised alkiiiil-, alkeniitil- v&i
alkiintiiilrithmad,

ja kus nimetatud S-R; rithm ei ole hea lahkuv rithm,

vidhivormide raviks mdeldud GST-inhibeeriva ravimi valmistamiseks. Vastavalt
kdesolevale leiutisele saab eelnimetatud, GST suhtes selektiivseid inhibiitoreid kasulikult
kasutada kasvajavastases ravis, manustades neid kas tiksi kui tsiitotoksilisi vahendeid v&i
kombinatsioonis teiste kemoterapeutiliste vahenditega, et vGimendada nende terapeutilist
toimet ravimiresistentsuse toime vdhendamise teel.

Vastavalt mdnedele oma spetsiifilistele teostustele kisitleb kdesolev leiutis 7-nitro-
2,1,3-bensoksadiasooli derivaatide iildvalemiga (I) kasutamist, kus R; on kuni 12
stisinikuaatomist koosnev sirge vdi hargnenud ahelaga hiidroksiialkiililriihm ja see
valitakse eelistatult 4-hiidroksiibutiiiil- ja 6-hiidroksiiheksiiiilrithma hulgast.

Eelistatud toimeained esitatud kasutamise jaoks vastavalt kidesolevale leiutisele
vastavad iihele jargmistest:

4-(7-nitro-2,1,3-bensoksadiasool-4-iiiiltio)butanool
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6-(7-nitro-2,1,3-bensoksadiasool-4-iitiltio)heksanool

Vastavalt oma jargmisele eripérale esitab kiesolev leiutis spetsiifilisemalt 7-nitro-
2,1,3-bensoksadiasooli iildvalemiga (I) kasutamise erinevate vahivormide ravimiseks, eriti
nende vormide ravimiseks, millele on iseloomulik GST hiiperekspressioon. Eelnimetatud
ensiitimi isovormid, mis hiiperekspresseeruvad tahketes tuumorites, liimfoomides ja
leukeemiates, vdivad kuuluda glutatioon-S-transferaasi GST Pi, GST Mu ja GST Alfa
klassidesse ning tdpsemalt v3ivad need olla isovormid GSTP1-1, GSTM2-2 ja GSTA1-1.
35Kéesoleva leiutise jargmine spetsiifiline objekt on farmatseutiline kompositsioon vahi
ravimiseks, mis sisaldab — toimeainena — vihemalt iihte 7-nitro-2,1,3-bensoksadiasooli
tildvalemiga (I) derivaati koos ithe vdi mitme farmatseutiliselt vastuvdetava adjuvandi
Jja/vdi kandekeskkonnaga.

Kéesolevale leiutisele vastavaid terapeutiliseks manustamiseks mdeldud sobivaid
GST inhibiitorite farmatseutilisi preparaate saab formuleerida spetsialistile tuntud
tavapéraste tehnikate alusel, kasutades farmatseutiliselt vastuvdetavaid abiaineid ja
kandekeskkondi preparaatide saamiseks, mis on sobivad parenteraalseks siistimiseks
(veenisiseseks, lihasesiseseks vdi nahaaluseks siistimiseks), suukaudseks manustamiseks
tahkes vOi vedelas vormis, transdermaalseks, rektaalseks, intravaginaalseks v&i paikseks
manustamiseks nditeks suu- ja ninadone limaskestade kaudu jne.

Toimeaine protsendiline sisaldus kompositsioonis ja vihivastase ravi meetod
vBivad optimaalse annustamise saamiseks varieeruda. Manustatava annuse puhul vdetakse
arvesse jdrgmisi tegureid: manustamistee, ravi kestus, patsiendi kehakaal ja seisund,
toimeaine aktiivsus ja patsiendi reageerimine sellele.

Kui toimeaine dige annus on méiratud, v3ib sobivate abiainete ja adjuvantide
valiku igaks vajaduseks teha vastava ala tildiste teadmiste alusel.

Mbned kiesoleva leiutise raames saadud eksperimentaalsed tulemused, kaasa
arvatud mdnede 7-nitro-2,1,3-bensoksadiasooli derivaatide — kui GST inhibiitorite —
bioloogilist aktiivsust ja tunnusjooni puudutavad andmed, on avaldatud allpool niidetena.
Mbéned nimetatud eksperimentaalsetest tulemustest on niidatud ka kaasnevate jooniste
graafikutel, kus:

Joonisel fig 1 on ndidatud Scatchardi graafik 7-nitrobensofurasaani derivaadi sidumise
kohta, mis on esitatud jirgnevas ndites nr 2 kui (6-(7-nitro-1,3-bensoksadiasool-4-
titiltio)heksanooli  sidumine GSTP1-1-ga; graafikul olev v on suhe antud ligandi

kontsentratsioonil  tiheldatud  fluorestsentsi muutuse ja ligandi  kiillastaval
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kontsentratsioonil tdheldatud fluorestsentsi muutuse vahel; L on vaba ligandi
kontsentratsioon;
Joonisel fig 2 on ndidatud 15 pM 7-nitrobensofurasaani derivaadi nr 2 spekter 0,1 M K-
fosfaatpuhvris, pH 6,5 (Paneelid A ja B, pidevad jooned) ja stéhhiomeetrilise koguse
GSTP1-1-ga seostunud 15 pM 7-nitrobensofuraasaani derivaadi nr 2 spekter kas 1 mM
GSH (Paneel A, katkendlik joon) v6i 1 mM S-metiiiilglutatiooni (Paneel B, katkendlik
joon) juuresolekul;
Joonisel fig 3 on ndidatud kaspaas-3 aktiivsus CEMI1.3 ja K562 rakuliinides pérast
to6tlemist  7-nitrobensofurasaani derivaadiga nr 2 (m) ja kaspaas-3 aktiivsus
kontrollrakkudes (e); apoptoosi protsent pirast tootlemist 7-nitrobensofurasaani
derivaadiga nr 2 CEM1.3 ja K562 rakuliinides (0) ja kontrollrakkudes (o); aktiivsus on
viljendatud fluorestsentsi muutusena rakkude arvu kohta minutis; apoptoosi mdoddeti
tuumade fragmenteerumise analiiisi abil parast rakkude vérvimist Hoechst 33342 viirviga;
Joonisel fig 4 on niidatud vastavalt 10 uM ja 2 uM derivaadiga nr 2 t66deldud K562 ja
CEM3.1 rakuliinide tsiitofluorimeetrilise analiitisi tulemused; parast 12 tundi ja 24 tundi
kestnud to6tlust pesti rakud ja virviti need nii Annexin V-FITS kui PI virvidega, mis
vbimaldab eristada terveid rakke, varases apoptoosis olevaid ja hilises apoptoosis olevaid
vdi nekrootilisi rakke;
Joonisel fig 5 (A, B ja C) on néidatud vastavalt 10 pM ja 2 uM derivaadiga nr 2 t6deldud
K562 ja CEM3.1 rakuliinide Western blot analiilis; GSTP1-1, c-Jun, JNK ning fosfo-
aktiveeritud c-Jun ja JNK isovormid detekteeriti spetsiifiliste antikehade abil;
pealekandmise kontrolliks kasutati B-aktiini (Paneelid A ja B); GST/JINK kompleksi
dissotsiatsiooni hinnati immunosadestamisanaliitisi abil; liisaadid immunosadestati JNK
vastaste poliiklonaalsete antikehadega ja seejdrel viidi ldbi Western blot analiiiis; GST ja
JNK detekteeriti spetsiifiliste antikehade abil (Paneel B); ja
Joonisel fig 6 on niidatud hiirte kaalu varieerumine in vivo 4geda toksilisuse testis,
vOrreldes erinevate annuste leiutise testitava ithendi nr 2 suukaudse manustamise toimet
kontrollidega, kes said ainult fiisioloogilist lahust v&i kandekeskkonda.

Mis puutub siinteesi, siis, nagu juba 6eldud, voib kiesoleva leiutise objektiks
olevaid derivaate, samuti vordluseks kasutatavaid tihendeid valmistada, alustades kergesti
kittesaadavast ldhteiihendist — 4-kloro-7-nitro-2,1,3-bensoksadiasoolist (Sigma-Aldrich,

Fine Chemicals), vilistamata seejuures alternatiivseid meetodeid.
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NAIDE 1

4-(7-nitro-2,1,3-bensoksadiasool-4-iiiiltio)butanool

Valmistati 4-kloro-7-nitro-2,1,3-bensoksadiasooli (I mmool) ja 4-merkapto-1-
butanooli (Sigma-Aldrich, Fine Chemicals) (2 mmooli) segatud lahus ja lasti sel 6 tundi
reageerida keeduklaasis olevas 20 ml-s 1:1 etanooli:kaaliumfosfaatpuhvri, pH 7,0, segus
25°C juures. pH-d jdrgiti pidevalt, hoides selle neutraalsena véikeste koguste KOH
lisamise abil. Reaktsiooni 15pul lasti 4-merkapto-1-butanooli liial reageerida 1,5 mmooli
3-bromopiiruvaadiga.

Reaktsiooniprodukt 4-(7-nitro-2,1,3-bensoksadiasool-4-iiiiltio)butanool on
tumekollane lahustumatu tihend, mis koguti filtrimise abil ja pesti kaks korda 15 ml kiilma
destilleeritud veega. Lopp-produkti puhtus oli HPLC analiiiisi jérgi 98%.

Uhendi molekulmass on massispektromeetria meetodil médratuna 269 Da.

UV-s nihtavale spektrile vees on iseloomulik maksimaalse neeldumise piik 431
nm juures (e=15 mM'cm™) ja fluorestsentsispekter vees omab maksimaalset kiirguse piiki
525 nm juures.

NAIDE 2

6-(7-nitro-2.1.3-bensoksadiasool-4-iiiiltio)heksanool

Valmistati 4-kloro-7-nitro-2,1,3-bensoksadiasooli (1 mmool) ja 6-merkapto-1-
heksanooli (Sigma-Aldrich, Fine Chemicals) (2 mmooli) segatud lahus ja lasti sel 6 tundi
reageerida keeduklaasis olevas 20 ml-s 1:1 etanooli:kaaliumfosfaatpuhvri, pH 7,0, segus
25°C juures. pH-d jdlgiti pidevalt, hoides selle neutraalsena véikeste koguste KOH
lisamise abil. Reaktsiooni 16pul lasti 6-merkapto-1-heksanooli liial reageerida 1,5 mmooli
3-bromopiiruvaadiga.

Reaktsiooniprodukt  6-(7-nitro-2,1,3-bensoksadiasool-4-iitiltio)heksanool ~ on
tumekollane lahustumatu iihend, mis koguti filtrimise abil ja pesti kaks korda 15 ml kiilma
destilleeritud veega.

L&pp-produkti puhtus HPLC analiiiisi andmetel on 98%. Uhendi molekulmass on
massispektromeetria meetodil méératuna 298 Da.

UV-s ndhtavale spektrile vees on iseloomulik maksimaalse neeldumise piik 432
nm juures (=15 mM 'cm™) ja fluorestsentsispekter vees omab maksimaalset kiirguse piiki

525 nm juures.
VORDLUSNAIDE 3

2-(7-nitro-2.1.3-bensoksadiasool-4-iiiiltio)imidasool
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Valmistati ~ 4-kloro-7-nitro-2,1,3-bensoksadiasooli (I  mmool) ja  2-
merkaptoimidasooli (Sigma-Aldrich, Fine Chemicals) (1 mmool) lahus ja lasti sel
reageerida 6 ml-s 0,3:1 etanooli:vee segus, mis sisaldas 2,5 mmooli piiridiini (Sigma-
Aldrich, Fine Chemicals). Pidrast 6-tunnilist inkubeerimist 25 °C juures lahus filtriti, pesti
kaks kordal0 ml kiilma destilleeritud veega ja kuivatati vaakumis.

Lahustumatu produkt 2-(7-nitro-2,1,3-bensoksadiasool-4-iiiiltio)imidasool on
oranZi vérvi ja HPLC analiiisi andmetel 98% puhtusega. Uhendi molekulmass on
massispektromeetria meetodil mégratuna 264 Da.

Uhendi UV-s nihtavale spektrile vees on iseloomulik maksimaalse neeldumise
piik 401 nm juures (e=11,5 mMcm™) ja sellel ei ole fluorestsentskiirguse spektrit.
VORDLUSNAIDE 4

4-(7-nitro-2,1.3-bensoksadiasool-4-iiiiltio)fenool

Valmistati 4-kloro-7-nitro-2,1,3-bensoksadiasooli (I mmool) ja 4-merkaptofenooli
(Sigma-Aldrich, Fine Chemicals) (2 mmooli) segatud lahus ja lasti sel 6 tundi reageerida
keeduklaasis olevas 20 ml-s 1:1 etanooli : kaaliumfosfaatpuhvri, pH 7,0, segus 25 °C
Jjuures. pH-d jalgiti pidevalt, hoides selle neutraalsena viikeste koguste KOH lisamise abil.
Reaktsiooni 18pul lasti 4-merkaptofenooli liial reageerida 1,5 mmooli 3-
bromopiiruvaadiga.

Reaktsiooniprodukt  4-(7-nitro-2,1,3-bensoksadiasool-4-iiiiltio)fenool ~ koguti
filtrimise abil, pesti kaks korda 15 ml kiilma destilleeritud veega ja kuivatati vaakumis.
Lopp-produkt on pruun lahustumatu iithend ja selle puhtus HPLC analiiiisi andmetel on
98%. Uhendi molekulmass on massispektromeetria meetodil médratuna 289 Da.

Uhendi UV-s nihtavale spektrile vees on iseloomulik maksimaalse neeldumise
piik 428 nm juures (e=11,5 mM'cm™) ja sellel puudub fluorestsentskiirguse spekter.
VORDLUSNAIDE 5

3-(7-nitro-2.1,3-bensoksadiasool-4-iiiiltio)propioonhape

Valmistati ~ 4-kloro-7-nitro-2,1,3-bensoksadiasooli (I  mmool) ja  3-
merkaptopropioonhappe (Sigma-Aldrich, Fine Chemicals) (1 mmool) lahus ja lasti sel
reageerida 6 ml-s 0,3:1 etanooli : vee segus, mis sisaldas 2,5 mmooli piiridiini.

Pérast 6-tunnilist inkubeerimist 25 °C juures lahus filtriti, pesti kaks kordal0 ml
kiilma destilleeritud veega ja kuivatati vaakumis. Lahustumatu reaktsiooniprodukt 3-(7-
nitro-2,1,3-bensoksadiasool-4-iiiiltio)propioonhape on tumekollast virvi ja HPLC analiiiisi

andmetel 98% puhtusega. Uhendi molekulmass on 270 Da.
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Uhendi UV-s nihtavale spektrile vees on iseloomulik maksimaalse neeldumise
piik 428 nm juures (=12 mM'cm™) ja selle fluorestsentsispektri maksimaalne kiirguse

piik on 525 nm juures.

7-nitro-2,1,3-bensoksadiasooli _ derivaatide glutatioon-S-transferaasi inhibeeriva

bioloogilise aktiivsuse uurimine

Eksperimentaalne protseduur. Kasutati ndidete 1 ja 2  7-nitro-2,1,3-

bensoksadiasooli derivaate, mis olid valmistatud nimetatud ndidetes kirjeldatud

protseduuride abil. V&rdluseks hinnati ka jargmiste tihendite kditumist:

- Niidete 3 ja 4 ithendid, mida iseloomustab mdddukas lahkuv rithm;

- Niite 5 thend, mida iseloomustab pdhiliselt halb lahkuv riilhm, mida on
modifitseeritud iihe vesinikuaatomi asendamisel COOH rithmaga;

- 6-(7-nitro-2,1,3-bensoksadiasool-4-iililamino)heksanooli derivaat, kus valemis on S
asendatud NH-ga ja NHR, rithm ei ole lahkuv rithm:

Viimane iithend toimis kontrollina kindlustamaks, et tsiitotoksilisus on seotud GST
inhibeerimisega. 6-(7-nitro-2,1,3-bensoksadiasool-4iiiilamino)heksanool saadi 1 mmooli
4-kloro-7-nitro-2,1,3-bensoksadiasooli reageerimisel 1 mmooli 6-amino-1-heksanooliga
(Sigma-Aldrich, Fine Chemicals) 6 ml 0,3:1 etiiiilalkoholis:vees, mis sisaldas 2,5
mmoolipiiridiini.

Neid iihendeid testiti kui isoensiiimide GSTP1-1, GSTA1-1 ja GSTM2-2, mis
kuuluvad kdige enam esindatud GST klassidesse — Pi, Mu ja Alfa klassidesse -, aktiivsuse
inhibiitoreid.

Escherichia coli’s ekspresseeritud GS1TAl-1, M2-2 ja Pl-1 puhastati
kromatograafiliselt afiinsuskandjal, mis selektiivselt seob GST (J. Biol. Chem. 270,
(1995), 12549-1253).

GST aktiivsust testiti 25 °C juures 0,1 M kaaliumfosfaatpuhvris pH 6,5 juures
substraatide, s.t. 1 mM glutatiooni (Sigma-Aldrich, Fine Chemicals) ja 1 mM 1-kloro-2,4-
dinitrobenseeni (CDNB) (Sigma-Aldrich, Fine Chemicals) juuresolekul (Methods
Enzymol. 77, 1981, 398-405).

ICso (inhibiitori kontsentratsioon, mille juures tiheldatakse ensiimaatilise
aktiivsuse 50%-list inhibeerimist) méadramiseks korraldatud testimise ajal lisati aktiivsuse

segu koos erinevate koguste testitavate 4-nitro-2,1,3-bensoksadiasooli derivaatidega.
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Ensiimaatilist aktiivsust hinnati spektrofotomeetriliselt 340 nm juures -
lainepikkusel, mille juures reaktsiooniprodukt S-(2,4-dinitrobenseen)glutatioon (GS-DNB)
neelab (e = 9,6 mM™' cm™).

Tulemused. 7-nitro-2,1,3-bensoksadiasooli derivaatide ICsy (uM) viidrtused on
avaldatud allolevas tabelis 1. Tabelis on nididatud ICsy véértused erinevate inhibiitorite
jaoks, mida testiti iga GST klassi kolme tiitipiliseks niiteks oleva isoenstilimi suhtes.
66Iga tihend on tabelis antud koos numbriga, mis vastab vastavale slinteesinditele, samas

kui vordlemiseks kasutatav aminoderivaat on antud numbriga 6.
Tabel 1

GST aktiivsuse inhibeerimine — ICso védrtused (uM)

Ensiitim GSTAIl-1 GSTP1-1 GSTM2-2
Uhend nr.

(1) 56,00 2,00 0,03

2) 25,00 0,80 0,01

3) 11,00 6,30 0,01

4) 6,50 0,70 0,03

(5) 66,00 5,74 0,31

(6) suurem kui 100 suurem vOi vordne | 1,80

kui 100

(1) 4~(7-nitro-2,1,3-bensoksadiasool-4-iiiiltio)butanool

(2) 6-(7-nitro-2,1,3-bensoksadiasool-4-iitiltio)heksanool

(3) 2-(7-nitro-2,1,3-bensoksadiasool-4-iiiiltio)imidasool

(4) 4-(7-nitro-2,1,3-bensoksadiasool-4-iiiiltio)fenool

(5) 3-(7-nitro-2,1,3-bensoksadiasool-4-iiiiltio)propioonhape

(6) 6-(7-nitro-2,1,3-bensoksadiasool-4-iitilamino)heksanool

Nagu  juba  &eldud, testiti ka  6-(7-nitro-2,1,3-bensoksadiasool-4-
titilamino)heksanool-derivaadi inhibeerivat véimet erinevate GST isoensiilimide suhtes.
Viimase valemis olev viddvliaatom on asendatud aminoriihmaga, et hinnata, kas
tstitotoksilisus on seotud GST inhibeerimisega.

Nende esmaste andmete analiilis nditab, et ithend on praktiliselt kaotanud oma
vOime inhibeerida GSTP1-1 (ICs50>100 puM), kuid siilitab tugevama inhibeeriva v&ime
GSTM2-2 suhtes ICsp-ga 1,8 M.
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Analoogse inhibiitori jaoks, mille struktuuri kuulub véivel, on ICsy palju madalam
(tugevam inhibeeriv v&ime), vorreldes kontrolliga, nimelt 0,80 uM GSTP1-1 suhtes ja

0,01 uM GSTM2-2 suhtes.

7-nitrobensofurasaani derivaatide ja GST-de vahelise toime mehhanism

7-nitrobensofurasaani derivaatide sidumine GST-dega

Eksperimentaalne protseduur. 7-nitrobensofurasaani derivaatide afiinsus inimese

GST-de suhtes saadi inhibiitori sidumise jdrel toimuva valgu loomupérase fluorestsentsi
kustutamise m3dtmisel (ergastamine toimus 295 nm juures ja kiirgus registreeriti 340 nm
juures). Loomupérast fluorestsentsi mdddeti footonite iihekaupa loendamise
spektrofluoromeetris (Fluoro-max, S.A. Instruments, Paris, Prantsusmaa). Tiiiipilises
eksperimendis registreeriti fluorestsents 340 nm juures enne ja pirast erinevate koguste
valitud inhibiitori lisamist 4 uM GST-le 0,1 M K-fosfaatpuhvris, pH 6,5, mis sisaldas 1
mM GSH.

Tulemused. Tiipiliseks niiteks olevad andmed, mis saadi GSTPI1-1 ja 7-
nitrobensofurasaani derivaadiga nr 2 (siinteesindide 2) on esitatud Scatchardi graafikuna
Joonisel fig 1. Inhibiitor-GSTP1-1 kompleksi jaoks saadud dissotsiatsioonikonstant on
Kp=0,8 uM, mis paigutub ICs, viddrtuse peale, mis oli saadud kineetiliselt ja mis on
esitatud Tabelis 1. On tihelepanuvddrne, et GSH on olulise tihtsusega 7-
nitrobensofurasaani derivaadi ja GST vahelise hea afiinsuse jaoks: GSH puudumisel
langeb afiinsus tdepoolest umbes kahe suurusjirgu vorra.

Spektroskoopilised téendid c-adukti moodustumise kohta aktiivsaidis

Eksperimentaalne protseduur. 15 pM 7-nitrobensofurasaani derivaadi nr 2 UV-s

ndhtav spekter stohhiomeetriliste koguste GSTP1-1 ja 1 mM GSH juuresolekul saadi
25 °C juures 0,1 M K-fosfaatpuhvris, pH 6,5 juures.

Tulemused. GSTP1-1 ja GSH juuresolekul tiheldati kohe 7-nitrobensofurasaani
derivaadile iseloomuliku riba ilmumist 432 nm juures ja paralleelselt 348 nm juurde
keskjoondatud riba suurenemist (Joonis fig 2, Paneel A). GSH tioolrihm on selle
spektrimuutuse saamiseks oluliselt vajalik. UV-nihtavas spektris ei tidheldatud tdepoolest
muutust juhul, kui 7-nitrobensofurasaani derivaati (50 uM) inkubeeriti koos
stohhiomeetriliste koguste GSTP1-1 ja 1 mM S-metiiiilglutatiooniga (Joonis fig 2, Paneel
B).

Seda kditumist saab selgitada eelnevate publikatsioonide abil, mis niitavad, et 7-

nitrobensofurasaanid on suurepérased elektrofiilid, mis moodustavad kergesti c-adukte
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paljude nukleofiilidega (J. Chem. Soc., Perkin Trans. 2, (2002), 257-261). Tavaline
tdheldatav kiitumine on kineetiliselt eelistatud atakk 7-nitrobensofurasaani tsiikli 6. asendi
Juures olevale nukleofiilile, millele jirgneb aeglane isomerisatsioon stabiilsema 4-adukti
suunas, mis neelab 300 ja 400 nm vahel. Ulaltoodud eksperimentaalsetes tingimustes saab
c-adukt moodustuda kovalentse vastastikuse toime kaudu 7-nitrobensofurasaani derivaadi

ja GSTP1-1 aktiivsaiti seotud GSH tioolrithma vahel, nagu avaldatud Skeemil A.

SR SR
/N\ KIRE /N\
O + GSH m/—/——— H o)
/ \N/
GS
NO, NO,-
T, AEGLANE
SG SR (A)
/N\
~ 7/
NOz'

See hiipotees on kooskdlas sidumis-ldhenemisega, mis viiakse libi GST
sidumissaidis oleva ligandi orientatsiooni ennustamiseks. 6. asendis ja 4. asendis oleva o-
adukti sidumisenergiate voOrdlemine annab tulemuseks kaks suurusjirku parema
stabilisatsiooni 4-asendatud iihendi jaoks.

Ulaltoodud andmetest nihtub, et tegelik inhibiitori molekul, mis inhibeerib
GSTP1-1, on 7-nitrobensofurasaani derivaadi ja GSH vahel moodustunud o-adukt. GSTd
kataliiiisivad viga efektiivselt o-adukti moodustumist 7-nitrobensofurasaani derivaadi ja
GSH vahel. Halvad lahkuvad rithmad, nagu alkiitltiorihmad, véivad o-adukti
stabiliseerida, takistades monoasendatud 4-glutationiiiil-7-nitroderivaadi moodustumist.
Veelgi enam, nendele o-aduktidele on iseloomulik 7-nitrortihmal lokaliseeruv negatiivne
laeng, mida ensiitim saab spetsiifiliselt stabiliseerida. T&epoolest saadakse GSTP1-1
puudumisel mérgatavad kogused c-adukti ainult neis lahustes, kus GSH kontsentratsioon

on kdrgem kui 5 mM, ning selle reaktsiooni jaoks arvutatud tasakaalukonstant on K = 20
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mM. Selle tasakaalukonstandi alusel on 1 mM GSH-ga (meie eksperimentides kasutatud
GSH kontsentratsioon) GSTP1-1 puudumisel moodustunud o-adukti kogus umbes 5% 7-
nitrobensofurasaani kontsentratsioonist. SeetSttu tuleb GSTP1-1 afiinsuseks tdeliste
inhibiitor-molekulide suhtes 4x10® M. See tugev afiinsus niitab, et GSTP1-1 on selle
molekuli jaoks véga valitud sihtmark rakus.

7-nitro-2,1,3-bensoksadiasooli derivaatide vihivastase toime testimine rakuliinides

Eksperimentaalne  protseduur. 7-nitro-2,1,3-bensoksadiasooli ~ derivaatide

vihivastase toime testimiseks kasutati nelja vihirakuliini: K562 (inimese
miieloidleukeemia), HepG2 (inimese maksakartsinoom), CEMI1.3 (inimese T-
limfotsiiiitleukeemia) ja GLC-4 (inimese viikserakuline kopsukartsinoom).

Inimese vihirakuliine hoiti RPMI 1640 sé6tmes (mis sisaldas 2 mM L-glutamiini
ja 0,1 g/l penitsilliin-G/streptomiitsiinsulfaati), mis oli rikastatud 5% veise fetaalseerumiga
(fetal bovine serum, FBS), 37 °C, 5% CO; ja 98% niiskuse juures.

Rakud paigutati 96-siivikulistesse plaatidesse tihedusega 15 000 rakku siiviku
kohta rakus6étme rumalas 100 pl. 24 tunni pérast lisati sG6tmesse iga testitavat 7-nitro-
2,1,3-bensoksadiasooli derivaati vajalikus kontsentratsioonis. Samal ajal korraldati moned
kontrollkatsed, lisades siivikutesse lahustit, milles iihend oli lahustatud (ruumalaprotsenti
DMSO-d PBS-s). K&ik m63tmised teostati neljas korduses.

Rakke inkubeeriti 48 tundi 37 °C juures 5% CO, manulusel.

Iga uuritava 7-nitro-2,1,3-bensoksadiasooli annuse ja vastuse vahelise profiili
saamiseks kasutati hindamisprotsessi, mis pdhines Shekan’i er al. poolt kirjeldatud
meetodil (J. Natl. Cancer Inst. 82, (1990), 1107-1112).

Pirast inkubeerimist hinnati rakkude kasvuprotsenti in sitw rakkude
fikseerimisprotsessi abil, millele jirgnes SRB test, milles kasutati varvimisprotseduuri
sulforodamiin B-ga, mis on v&imeline valkudega spetsiifiliselt seonduma. Seejirel
solubiliseeriti varvunud produkt ja kvantiseeriti spektrofotomeetriliselt, et miirata
uuritava iihendiga t66deldud rakkude kasvu nende suhtes, mida oli to6deldud ainult
lahustiga.

Et moota ka kasutatud rakkudes oleva endogeensete GST-de aktiivsust, kasutati
samu vihirakuliine: K562, HepG2, CEM1.3 ja GLC-4. Sel juhul t66deldi rakke vajadusel
triipsiiniga, koguti tsentrifuugimise abil ja pesti kaks korda PBS-ga. Seejérel suspendeeriti

rakud uuesti kahes ruumalas PBS-s ja liilisiti sonikeerimise teel. Rakuliisaati tsentrifuugiti
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15 000 g juures 15 minutit. Supernatant koguti ja kasutati GST-de ensiimaatilise aktiivsuse
testimiseks, nagu on kirjeldatud eelmises niites.
Uks GST iihik defineeritakse ensiiiimi kogusena, mis kataliiiisib 1 pmooli produkti
(GS-DNB) moodustumist minutis 25 °C juures.
5 Valgu kontsentratsioon méérati bitsinkoniinhappe meetodi abil (Pierce).
Tulemused. 7-nitro-2,1,3-bensoksadiasooli derivaatide ICsy visrtused (ithendi
kontsentratsioon, mille juures tiheldatakse rakkude kasvu 50%-list inhibeerimist,
varreldes todtlemata rakkudega), viljendatuna pM iihikutes, on avaldatud tabelis 2.
Tabelis 2 loetletud ihendid on antud samas numbrilises jirjestuses nagu need,
10  mida kasutati eespool avaldatud eksperimentides. Nagu eelnevates eksperimentides, on

tihendid (3)-(6) esitatud vdrdluses ndudluspunktides esitatavate iihenditega (1) ja (2).

Tabel 2
Aktiivsuse katsed rakuliinides — ICsg vdértused (uM)
Rakuliin CEM1.3 GLC-4 K562 HepG2
Uhend nr.
(1) 0,2 3,2 22 3,2
) 0,1 1,4 0,8 2,9
(3) 3,9 10 8,8 16
©) 24 7.5 6,4 16,3
(5) 6,5 16,5 38 25
(6) suurem kui 50 | suurem kui 50 | suurem kui 50 | suurem kui 50

(1) 4-(7-nitro-2,1,3-bensoksadiasool-4-iiiiltio)butanool
(2) 6-(7-nitro-2,1,3-bensoksadiasool-4-iiiiltio)heksanool
(3) 2-(7-nitro-2,1,3-bensoksadiasool-4-iiiiltio)imidasool

(4) 4-(7-nitro-2,1,3-bensoksadiasool-4-iiiiltio)fenool

(5) 3-(7-nitro-2,1,3-bensoksadiasool-4-iiiiltio)propioonhape

(6) 6-(7-nitro-2,1,3-bensoksadiasool-4-iiiilamino)heksanool

SRB testi jdrgi omavad 7-nitro-2,1,3-bensoksadiasooli derivaadid vastavalt
15 valemile (I) suurepérast tsiitotoksilist aktiivsust. Rakuliinidel saadud ICs, viirtused on
samas suurusjdrgus kui puhastatud ensiilimi isovormi GSTPI-1 jaoks saadud ICs

véadrtused.
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Selle vastavuse toetamiseks testiti iithendit 6-(7-nitro-2,1,3-bensoksadiasool-4-
litilamino)heksanool erinevates rakuliinides ning oli néha, et see ei oma ensiiiimi isovormi
GSTPI1-1 suhtes inhibeerivat toimet, aga omab ICsy umbes 2 puM ensiilimi isovormi
GSTM2-2 suhtes. Sellel ihendil Onnestub kergesti rakkudesse tungida, nagu vdib
Jdreldada fluorestsentsi intensiivsusest, mis registreeritakse pérast 6-tunnilist inkubeerimist
6-(7-nitro-2,1,3-bensoksadiasool-4-iiiillamino)heksanooli erinevate kontsentratsioonidega.
K&ik testitud vahirakuliinid olid pdrast 48-tunnilist inkubeerimist 50 pM 6-(7-nitro-2,1,3-
bensoksadiasool-4-iiiilamino)heksanooliga ikka veel elus.

Tabelis 3 on avaldatud GST eriaktiivsuse véirtused (ensiiiimiithikut/mg),

arvutatutena tsiitoksilisuse katses kasutatud rakuliinides.

Tabel 3
GST eriaktiivsus (ensiiiimiiihikut/mg)
Rakuliin CEM13 GLC-4 K562 HepG2
Eriaktiivsus | 0,21 0,35 0,52 0,02

Vihirakuliin, mis omas suuremat resistentsust 7-nitro-2,1,3-bensoksadiasooli
derivaatidega to6tlemise suhtes, on maksakartsinoomi liin HepG2. See vihirakuliin omab
ka kdige madalamat GST eriaktiivsust, nagu v3ib niha Tabelist 3, samuti erineb see
rakuliin GST isoensiiiimide koostise poolest teiste vihirakuliinide omast.

Paljude rakuliinidega ldbi viidud iseloomustavad uuringud kinnitavad tdepoolest,
et enamikus véhirakuliinides on GSTPI-1 domineeriv ensiiiimi isovorm (1-30 pg/mg
valku) ja et selle isoensiiiimi kdrged ekspressioonitasemed ndivad olevat korrelatsioonis
nende viahirakuliinide proliferatsioonivdime ja immortaliseerumisvdimega (Mol.
Pharmacol. 50, (1996), 149-159).

HepG2 vihirakuliinis on GSTP1-1 kontsentratsioon — vastupidi — vdga madal ja
domineeriv ensiiimi isovorm on GSTA1-1, mille kontsentratsioon absoluutses viljenduses
on siiski ainult umbes 1% GSTP1-1 kontsentratsioonist, mida leitakse enamikus
vihirakuliinides (Biochim. Biophys. Acta 1225,(1994), 223-230).

Lopuks on huvitav mirkida, et testitud vihivastaste ithendite tstitotoksilisus oli
kdige kdrgem CEMI1.3 ja K562 leukeemia rakuliinides, mis on ilmselt seda tiiiipi
sekkumise suhtes tundlikumad kui tahke vahivormi rakuliinid.

7-nitro-2,1,3-bensoksadiasooli derivaatide véime suurendada vihivastaste ravimite

tsiitotoksilisust resistentsete rakkude suhtes
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Vihirakkudes on resistentsus paljude vihivastaste ravimite suhtes sageli seotud P-
glikkoproteiini kdrge ekspressiooniga, mis on ABC transporterite iildperekonda (ATP-
siduv kassett) kuuluv membraanivalk. Selles eksperimendis oli ette nihtud testida 6-(7-
nitro-2,1,3-bensoksadiasool-4-iiiiltio)heksanooli toimet vinblastiin-ravimi toksilisusele
CEMBL 100 rakuliini suhtes, mis on vinblastiini suhtes resistentne leukeemiarakuliin
(hiiperekspresseerib P-gliikoproteiini).

Eksperimentaalne protseduur. Rakud paigutati 96-siivikulistesse ribadesse

tihedusega 15 000 rakku siiviku kohta rakusé6tme ruumalas 100 pl. 24 tunni pérast lisati
stdtmesse vinblastiini sobiv kontsentratsioon vahemikus 25 nM kuni 1000 nM. Test viidi
14abi nii 6-(7-nitro-2,1,3-bensoksadiasool-4-iiiiltio)heksanooli erinevate kontsentratsioonide
juuresolekul vahemikus 0,1 pM kuni 1 pM kui selle puudumisel. Samal ajal korraldati
moned kontrollkatsed, lisades siivikutesse ainult lahustit, milles tihend oli lahustatud
(ruumalaprotsenti DMSO-d PBS-s). Koik md6tmised viidi 1dbi neljas korduses. 48-
tunnilise inkubatsiooni jdrel saadi annuse-vastuse sdltuvuskGver, kasutades SRB testi (J.
Natl.  Cancer Inst. 82, (1990), 1107-1112, siin tsiteeritud). 6-(7-nitro-2,1,3-
bensoksadiasool-4-iitiltio)heksanooli iiksinda hinnati ka resistentse leukeemialiini
CEMVBL 100 suhtres.

Tulemused. Nagu ndidatud Tabelis 4, pShjustab 6-(7-nitro-2,1,3-bensoksadiasool-
4-iiiiltio)heksanool (0,5 uM) leukeemiarakkude mirgatavat tundlikkuse tGusu vinblastiini
suhtes.

Tabel 4

6-(7-nitro-2,1,3-bensoksadiasool-4-iiiiltio)heksanooli toime vinblastiini

tstitotoksilisusele (ICso nM)

6-(7-nitro-2,1,3-bensoksadiasooli derivaat Puudub 0,5 uM
CEMVBL 100 340 50

Samuti tuleb mérkida, et CEMVBL 100 rakuliinis ei toimu mirgatavat
resistentsuse tdusu, viljendatuna ICsy -na, vorreldes teistesrakuliinidega, mis ei
ekspresseeri  kdrgelt P-gliikkoproteiini. See tulemus niditab, et P-gliikoproteiini

hiiperekspressioon ei hdiri 7-nitro-2,1,3-bensoksadiasooli derivaatide tsiitotoksilist toimet.



10

15

20

25

30

21
EE-EP 1615 638 Bl

Apoptoosi analiiiis K562 ja CEM1.3 rakuliinides

Apoptoosi induktsioon rakkudes 7-nitrobensofurasaani derivaadi nr 2 poolt méirati

kaspaas-3 aktivatsiooni m3Gtmise abil ja nii morfoloogilise kui vooltsiitomeetria analiiiisi
abil.

Kaspaas-3 aktivatsioon

Eksperimentaalne protseduur. Kaspaas-3 aktivatsioon mérgib kriitilist rolli

apoptoosi aktiivse faasi kdivitamisel, mille tulemuseks on rakusurm. Seega saab kaspaas-3
proteaasset aktiivsust kasutada apoptoosi jalgimiseks.

Erinevate ajavahemike jooksul koos 7-nitobensofurasaani derivaadiga nr 2 (10 uM
ja 2 uM) inkubeeritud rakkude sademed (vastavalt K562 ja CEM1.3) suspendeeriti uuesti
lutisipuhvris (100 mM Hepes, pH 7,6, 0,1% Chaps, 1| mM EDTA, 1 mM
feniitilmetiiiilsulfoniitilfluoriid ja 10 mM DTT) 20 minuti jooksul jdél ning rakud 15huti
10-sekundilisel sonikeerimisega. Liisaate kasutati pidrast tsentrifuugimist kaspaas-3
aktiivsuse mdodtmiseks. Kasutatud substraadiks oli fluorestseeruv mudelpeptiid Ac-
DEVD-AFC (atsetiiiil-Asp-Glu-Val-Asp-7-amino-4-trifluorometiitilkumariin), mis
proteoliilistiti kaspaas-3 abil, saades tulemuseks fluorestsentskiirguse 505 nm juures
(ergastus 400 nm juures). Kontroll-liisaate inkubeeriti enne ensiiiimi aktiivsuse midramist
30 minutit 30 °C juures koos kaspaasi inhibiitori DEVD-CHO-ga. Kaspaasi aktiivsus
véljendati fluorestsentsi muutusena minutis rakkude arvu kohta.

Tulemused. Inkubatsioon koos 7-nitrobensofurasaani derivaadiga nr 2 kiivitab
kaspaas-3 aktivatsiooni nii CEM1.3 kui K562 rakuliinides. Nagu niidatud joonisel fig 3,
taheldati kaspaas-3 tugevat tSusu K562 rakkudes 24 tundi pérast tootlemist derivaadiga nr
2. Samasugune tulemus saadi CEM1.3 rakkudega.

Morfoloogiline analiiiis

Eksperimentaalne protseduur. K562 ja CEMI1.3 rakuliine t66deldi 24 tundi

vastavalt 10 pM ja 2 pM derivaadiga nr 2. Apoptootilised rakud detekteeriti
fluorestsentsmikroskoobi abil, analiiiisides tuumade fragmenteerumist pérast virvimist
Hoechst 33342 virviga (Calbiochem-Novabiochem).

Tulemused. Tiiiipilised nditeks olevad K562 rakkude andmed niitavad kromatiini
kondenseerumist ja tuumade fragmenteerumist, mis vastavad apoptoosi 13ppetappidele.

Vooltsiitomeetriline analiiiis

Eksperimentaalne protseduur. Rakke pesti PBS-ga ning virviti propiidiumjodiidi ja

mitteldbiva virviga Annexin V-FITC (Bender MedSystems, Viin, Austria). Virvitud rakke
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analiilisiti FAC-Scan vooltsiitomeetri abil (Becton-Dickinson, CA). Andmed registreeriti
ja analuiisiti statistiliselt WinMDI versioon 2.8 tarkvara abil. Rakkude samaaegne
vérvimine Annexin V FITC ja PI-ga vdimaldab eristada terveid rakke, varases apoptoosis
ja hilises apoptoosis voi nekroosis olevaid rakke.

Tulemused. Joonisel fig 4 on ndidatud vooltsiitomeetrilise analiiisi tulemused nii
K562 kui CEM1.3 rakuliinide puhul. Apoptootiliste rakkude arvu pidevat kasvu tiheldati
kuni 24-tunnise inkubeerimise kestel. 12-tunnine t&&tlus derivaadiga nr 2 indutseerib
K562 ja CEM1.3 rakuliinides vastavalt 30% ja 34% apoptoosi, samas kui 24 tunni pérast
tGusis apoptoos K562 ja CEM1.3 rakuliinides vastavalt 41% ja 47%-ni.

Kokkuvdttes niitavad kolme erineva eksperimentaalse lihenemise abil saadud
tulemused 7-nitrobensofurasaani derivaadi proapoptootilist vdimet CEM ja K562
leukeemia rakuliinides.

Rakusisese mehhanismi médratlemine

Mehhanism, mille abil GST inhibiitor indutseerib apoptoosi, on osaliselt
visandatud allpool, kus kirjeldatakse derivaadi nr 2 vastastikust toimet rakusisese JNK-
vahendatud rajaga CEM liimfoidleukeemia ja K562 miielotsiiiitleukeemia rakuliinides.
Wetsrn blot ja immunosadestamise eksperiment

Eksperimentaalne protseduur. Rakud pesti PBS-ga ja koguti tsentrifuugimise abil.

Rakusademed suspendeeriti uuesti litiisipuhvris, mis sisaldas 10 mM Tris-HCI (pH 7,4), 5
mM EDTA, 150 mM NaCl, 0,5% IGEPAL CA-630 ja proteaasi inhibiitoreid (Sigma Co.).
Pédrast 30-minutilist inkubeerimist jdil I6huti rakud 10-sekundilise sonikeerimise abil.
Seejérel liisaadid tsentrifuugiti ja supernatandid kanti 12%-lisele poliiakriiilamiidgeelile
ning pérast foreesi iile nitrotselluloosmembraanile. Primaarsete antikehadena kasutati
poliiklonaalseid GSTP1-1 vastaseid (1:1000), c-Jun vastaseid ja JNK vastaseid (1:200)
antikehi v6i monoklonaalseid fosfo-aktiveeritud c-Jun ja JNK isovormide vastaseid
antikehi (1:200; Sata Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) ning B-aktiini vastaseid
monoklonaalseid antikehi (1:5000; Sigma Co.). PB-aktiini kasutati pealekandmise
kontrollina.

Immunosadestamisanaliiiisi jaoks suspendeeriti rakusademed uuesti liitisipuhvris ja
rakud 16huti 10-sekundilise sonikeerimise abil. Seejérel tsentrifuugiti lissaate 14 000 g
juures 15 minutit 4 °C juures. Valke inkubeeriti liitisipuhvris koos JNK vastase antikehaga
2 tundi 4 °C juures. Immunokompleksid absorbeeriti proteiin A-Sepharose kiilge 30

minuti jooksul 4 °C juures. Pdrast kolme pesu liiiisipuhvriga keedeti immuunsademeid
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SDS-proovipuhvris. Valgud kanti SDS-polilakriiilamiidgeelile ja pirast foreesi
nitrotselluloosile. GST, JNK ja fosfo-aktiveeritud JNK detekteeriti spetsiifilise antikeha
abil.

Tulemused. Joonisel fig 5 (A ja B) on niidatud vastavalt 10 pM ja 2 pM
derivaadiga nr 2 toodeldud K562 ja CEM1.3 rakuliinide Western blot analiiiisid.

Western blot analiiiis niitab nii JNK kui c-Jun pdhi- ja fosforiileeritud vorme.
M@dlemas rakuliinis suureneb fosfo-JNK selgesti pérast pooletunnilist inkubatsiooni koos
derivaadiga nr 2 ja see jddb korgele tasemele kuni 24 tunniks. c-Jun fosfoaktiveerimise
suundumus K562 rakuliinis on sarnane JNK aktiveerumisele; see on kiiresti detekteeritav
pérast pooletunnilist inkubeerimist koos derivaadiga nr 2 ja see jaib kdrgele tasemele kuni
12 tunniks (Paneel A). c-Jun fosfoaktiveerumine CEMI1.3 rakkudes on teistsuguse
suundumusega; fosfo-c-Jun kiiret kasvu tiheldatakse pool tundi parast derivaadi nr 2
lisamist, aga see alaneb kiiresti ja jduab 12 tundi pérast t66tlust pShitasemele (Paneel C).

Need andmed tdhendavad, et apoptoosi induktsioon sdltub JNK/c-Jun rajast isegi
siis, kui rakuvastuse modaalsus ilmneb erinevana. Eelkdige voiks oletada histoloogilisest
tilibist s6ltuvat mitogeen-aktiveeritava valgu (mitogen-activated protein, MAP)
kinaasiraja osalust.

Et hinnata, kas t66tlemine derivaadiga nr 2 m&jutab GST-JNK kompleksi kogust,
immunosadestati K562 rakuliisaadid JNK vastase antikehaga ja kasutai Western blot
analiilisiks. Joonisel fig 5 paneelil B on niha, et GSTP1-1 kogus, mis sadeneb koos JNK-
ga, alaneb kiiresti derivaat nr 2-ga t66deldud rakkudes ja kasvab veidi alles pérast 3 tundi.

Seega toimub JNK/c-Jun raja aktiveerimine GSTP1-1 dissotsieerumise kaudu
GST-JNK kompleksist, mis kiivitatakse derivaat nr 2 poolt.

Eespool toodu vdéimaldab teha jiargmised jdreldused. Vastuseks paljudele
stiimulitele, mis indutseerivad oksiidatiivset stressi, kaasa arvatud UV kiirgus ja
véhivastased ravimid, on vajalik MAP kinaaside perekonna aktivatsioon, et aktiveerida
apoptoosi  indutseerimiseks vajalikud geenid ja valkude translatsioonijirgsed
modifikatsioonid. Selle signaaliiilekanderaja redoks-aktivatsiooni kdrval pdhjustab GSH
peptidomimeetilise ithendi (TER117) ja selle dietiiiilestri (TER199) - GSTPI-1
isoensiilimi spetsiifilise inhibiitori — lisamine GSTP1-1-JNK kompleksi dissotsiatsiooni,
mille tulemuseks on JNK aktivatsioon. JNK aktivatsioon indutseerib substraadi c-Jun
fosforiileerimise, mis reguleerib rakuapoptoosis osalevate geenide transkriptsiooni (J.

Pharmacol. Exp. Ther. 296, (2001), 1-6).
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Samamoodi on kéesoleva leiutise 7-nitrobensofurasaani derivaadid viga tdhusad
GST inhibiitorid, mis v&iksid praimeerida rakud apoptoosi jaoks, indutseerides GSTP1-1
dissotsiatsiooni JNK-st. On niidatud, et 7-nitrobensofurasaani derivaat nr 2 kiitub GST-de
jaoks suitsiidisubstraadina: ta on konjugeeritud GSH-ga GST aktiivsaidis, mis viib o-
adukt-vaheiihendini, mis inhibeerib ensiiiimi tugevasti (Kp=4x10® koos GSTP1-1-ga). See
isedralik vastastikune toime tihendab, et GSTP1-1 on selle molekuli jaoks viga valitud
sihtmédrk. Raku sees indutseerib 7-nitronbensofurasaani derivaat nr 2 GSTP1-1
dissotsiatsiooni JNK-st, mille tulemuseks on nii JNK kui c-Jun fosfoaktivatsioon. 7-
nitrobensofurasaani derivaat nr 2 kiivitab K562 ja CEMI1.3 rakkudes tiiiipilise
apoptoosiprotsessi, = mis  hSlmab  rakkude  kokkutdmbumist,  fosfolipiidide
fosfatidiiilseriinide translokatsiooni raku pinnale, kaspaaside aktivatsiooni ja kromatiini
kondensatsiooni.

Ageda toksilisuse in vivo test
Testis kasutati 25 emast BDF1 liini hiirt (18-20 g, Charles River Lab, Lecco,

Itaalia), mis jaotati 5 riihma, igas rilhmas 5 hiirt. Kolme rithma raviti {ihekordse
manustamisega intraperitoneaalse (i.p.) siistimise teel 6-(7-nitro-2,1,3-bensoksadiasool-4-
iitiltio)heksanooliga jérgmistes kontsentratsioonides: a) 125 mg/kg, b) 25 mg/kg, ¢) 5
mg/kg. Ulejésinud kahte rithma kasutati kontrollidena ja neile nihti ette jérgmine
manustamine: d) oliivdli-kandekeskkond, mis sisaldas 2,5% DMSO-d, ja e) fiisioloogiline
lahus.

Hiiri jdlgiti 15 pédeva, kindlustades neile piisava koguse toitu ja vett ning
registreerides iga hiire kehakaalu muutused. Registreeritud kaalumuutuse suund on
avaldatud Joonisele fig 6 lisatud diagrammil, mis nditab, et isegi 15 pdeva pirast ravimist
oli hiirte kehakaalus toimunud ainult viikesi muutusi. Veelgi enam — hinnati ka iga hiire
maksa ja pOrna kaalu, et niha, kas need jiid normi piiresse, tihendades seega 6-(7-nitro-
2,1,3-bensoksadiasool-4-iiiiltio)heksanooli  toksilisuse puudumist isegi maksimaalse
kasutatud kontsentratsiooni korral (125 mg/kg).

Kdik saadud andmed toetavad kinnitust, et 7-nitro-2,1,3-bensoksadiasooli
derivaatide arvestatav tsiitotoksiline toime vihirakkudele on pdhjustatud GSTP1-1
detoksifitseeriva ja apoptoosivastase aktiivsuse inhibeerimisest ning vihirakud on nende
tihendite esmaseks marklauaks, kuna nad hiiperekspresseerivad GSTP1-1.

Kéesolevale leiutisele vastavad 7-nitro-2,1,3-bensoksadiasooli derivaadid leiavad

seega lootustdratavat vdimalikku kasutamist vdhivastaste vahenditena. Veelgi enam — neid
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saab kasutada kombinatsioonis teise kemoterapeutilise vahendiga, et dra hoida, vihendada
vo1 korvaldada ravimiresistentsuse efekti, mida nidhakse vihivastase kemoteraapia

patsientidel.
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Patendindudlus

1. 7-nitro-2,1,3-bensoksadiasooli derivaatide tildvalemiga (I)

NO,

kus:

R, valitakse rithmast, millesse kuuluvad kuni 12 siisinikuaatomist koosnevad sirge

ahelaga, hargnenud ahelaga v&i tsiiklilised alkiitilriihmad, kuni 12 siisinikuaatomist

koosnevad sirge ahelaga, hargnenud ahelaga v&i tsiiklilised alkeniitilriihmad ja kuni 12

stisinikuaatomist koosnevad sirge ahelaga, hargnenud ahelaga v6i tstiklilised

alktiniitilrithmad,

iiks R; riihma vesinikuaatom on valikuliselt asendatud iihe rithmaga, mis valitakse

rithmast, kuhu kuuluvad OR;, NO; ja NRyRj,

kus R; ja Rj valitakse sdltumatult rithmast, kuhu kuuluvad H ja kuni 12 siisinikuaatomist

koosnevad sirge ahelaga, hargnenud ahelaga v&i tsiiklilised alkiiiil-, alkeniiiil- v&i

alkiniitilrithmad,

ja kus nimetatud S-R; rithm ei ole hea lahkuv rithm,

kasutamine vihivormide raviks m&eldud GST-inhibeeriva ravimi valmistamiseks.

2. Kasutamine vastavalt ndudluspunktile 1, mis erineb selle poolest, et R; on kuni 12
siisinikuaatomist koosnev lineaarne v3i hargnenud hiidrokstialkiitilriihm.

3. Kasutamine vastavalt ndudluspunktile 2, mis erineb selle poolest, ¢t R, valitakse 4-
hiidrokstibutiiiil- ja 6-hiidroksiihekstitilrithma hulgast.

4. Kasutamine vastavalt ndudluspunktile 3, mis erineb selle poolest, et 7-nitro-2,1,3-
bensoksadiasooli derivaat vastab iihele jirgnevatest:

4-(7-nitro-2,1,3-bensoksadiasool-4-iiiiltio)butanool

6-(7-nitro-2,1,3-bensoksadiasool-4-iiiiltio)heksanool

5. Farmatseutiline kompositsioon vdhi ravimiseks, mis sisaldab toimeainena vihemalt
tihte 7-nitro-2,1,3-bensoksadiasooli derivaatidest valemiga (I) koos iihe v3i mitme

farmakoloogiliselt vastuvdetava adjuvandi ja/v3i kandekeskkonnaga.
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6. Farmatseutiline kompostisioon vastavalt ndudluspunktile 5, mis sisaldab
kombinatsioonis vihemalt iithe 7-nitro-2,1,3-bensoksadiasooli derivaadiga iildvalemiga
() lihte v3i mitut teist kemoterapeutilist vahendit.

7. Farmatseutiline kompositsioon vihi ravimiseks, mis on suuteline &ra hoidma,
vihendama v&i kdrvaldama ravimiresistentsust, mis sisaldab toimeainena vdhemalt
tihte 7-nitro-2,1,3-bensoksadiasooli derivaati iildvalemiga (I) kombinatsioonis ithe v6i

mitme teise kemoterapeutilise vahendiga.

Tolue  h58m27 TR A /%o T NELSHS
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