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N-HUDROKSUSULFOONAMIIDI DERIVAADID UUTE FUSIOLOOGILISELT
KASUTATAVATE NITROKSUULIDOONORITENA

TEADE RIIKLIKU TOETUSEGA UURIMUS- VOI ARENDUSTOO KOHTA

Kéesolev leiutis valmis osaliselt valitsuse toetusel Rahvusliku Teadusfondi grandist nr
CHE-0518406. Valitsusel voib olla kdesolevale leiutisele teatavaid digusi.

TEHNIKA TASE
Sudamepuudulikkuse lahikirjeldus

Kongestiivne studamepuudulikkus (CHF) on tavaliselt progresseeruv eluohtlik
haigusseisund, mille puhul siidamelihase kokkutdmbed ei ole piisavalt tugevad, nii et
sida ei suuda vajalikul maaral pumbata sellesse joudvat verd, mis on tuntud ka
sidame dekompensatsiooni nime all. Simptomite hulka kuuluvad hingeldamine,
vasimus, ndrkus, jalgade turse ja vdike koormustaluvus. Studamepuudulikkusega
patsiendi ldbivaatamisel ilmnevad sageli kiire pulss ja hingeldamine (mis viitab
vedeliku kogunemisele kopsus), turse, kagiveeni liigtaituvus, suurenenud sida.
Sudamepuudulikkuse kdige levinum pohjus on arerilubjastus, mis p6hjustab
ummistusi pérgarterites, mille kaudu jéuab veri sldamelihasesse. Taolised
ummistused voivad viia sidamelihase infarktini, mille tagajérjel saab siidame talitlus
hairitud ja tulemuseks on  sidamepuudulikkus. Muud  kongestiivse
sGdamepuudulikkuse pdhjused on siidameklapihaigused, kdrge vererdhk, siidame
viirusnakkused, alkoholi tarbimine ja diabeet. Modnikord pole kongestiivse
sidamepuudulikkuse pdhjused selged ja neid nimetatakse idiopaatilisteks.
Kongestiivhe siidamepuudulikkus voib I6ppeda patsiendi surmaga.

Kongestiivse sudamepuudulikkuse like on mitu. Kaht thlpi kongestiivset
sidamepuudulikkust eristatakse selle jargi, milline siidametsikli faas on koige rohkem
mojutatud.  Sistoolse  sidamepuudulikkuse  puhul  vdheneb  siidame
kokkutdmbevdime. Slda ei jbua pumbata vereringesse piisavat verehulka ja selle
tulemuseks on vasaku vatsakese vdhenenud viljutusfraktsioon. Sistoolse
sudamepuudulikkuse puhul on tavaliseks simptomiks kopsuturse. Diastoolne
stidamepuudulikkus tdhendab slidame vdimetust kokkutdmmete vahel [6dvestuda ja
vatsakestesse ei joua piisavalt verd. Stidame véaljutusmahu sailitamiseks on suuremat
sidame taitumisréhku, kuid vasaku vatsakese valjutusfraktsiooni jargi mootes on
kokkutombed normaalsed. Diastoolse sidamepuudulikkuse tavaline simptom on
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kéhu ja jalgade turse (6deem). Tihti on siidamepuudulikkusega inimesel moningal
maaral nii sistoolne kui ka diastoolne sidamepuudulikkus.

Kongestiivset sidamepuudulikkust klassifitseeritakse ka selle raskuse jargi. New Yorgi
Stdamelhing (The New York Heart Association) eristab kongestiivse
stdamepuudulikkuse nelja klassi: | klassi puhul pole ilmseid siimptomeid,
koormustaluvus on hea; Il klassi puhul iimnevad juba méningad simptomid tavaparase
fudsilise koormuse ajal vdi pérast seda, koormustaluvus on veidi piiratud; Ill kiass
tahendab, et simptomid ilmnevad juba vahem kui tavalise tegevuse juures,
koormustaluvus on moddukalt kuni markimisvaarselt piiratud; IV klassi puhul on
sumptomid maérkimisvéérsed juba puhkeseisundis, koormustaluvus on tugevalt
piiratud vdi pole seda Uldse. Tavaliselt progresseerub stidamepuudulikkusega
inimeste seisund klassist klassi.

Ehkki Gldiselt arvatakse, et kongestiivne slidamepuudulikkus on krooniline ja
progresseeruv haigusseisund, vOib see ka &kki tekkida. Selline kongestiivne
slidamepuudulikkuse vorm on &ge ja nduab kiiret meditsiinilist sekkumist. Age
kongestiivne slidamepuudulikkus vdib olla tingitud dgedast stidamelihase vigastusest,
mis mojutab siidamelihase t68d, nt sidamelihase infarkt, vdi sidamelihase/-kambrite
terviklikkust, nt mitraalreurgitatsioon voi vatsakeste vaheseina rebend, mille
tagajarjeks on vasaku vatsakese jarsk kasv ja diastoolne réhk, mis pdhjustab
kopsuturset ja hingeldustobe.

Tavaparased kongestiivse sidamepuudulikkuse ravimid hélmavad vasodilataatoreid
(ravimid, mis laiendavad veresooni), positiivseid inotroope (ravimid, mis suurendavad
stdame kokkutdombeid) ja diureetikume (ravimid, mis viivad vedelikku organismist
vélja). Peale selle on tavalised toimeained beetablokaatorid (beeta-adrenergilise
retseptori antagonistid), mille abil parandatakse kergekujulist v6i keskmise
raskusastmega stidamepuudulikkust; Lowes et al., Clin. Cardiol., 23, lll1, 1-6 (2000).

Positiivse inotroopse toimega ained hdlmavad beeta-adrenergilisi agoniste, nt
dopamiin, dobutamiin, dopeksamiin ja isoproterenool. Beetablokaatorite kasutamisega
viivad aga kaasneda tiisistused, nt arltmogenees ja sldame suurenenud
hapnikuvajadus. Nimetatud ravimite mojul paranevad sidamelihase kokkutombed
esialgu lhhiajaliselt, kuid sellele jargneb kiire suremuse tous sagedaste akksurmade
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tottu. Katz, HEART FAILURE: PATHOPHYSIOLOGY, MOLECULAR BIOLOGY AND
CLINICAL MANAGEMENT, Lippincott, Williams & Wilkins (1999).

Beetablokaatorid toimivad beeta-adrenergiliste retseptorite funktsiooni
antagonistidena. Esialgu olid nad siidamepuudulikkuse korral vastundidustatud, kuid
kliiniliste katsete kaigus on selgunud, et nad vahendavad markimisvaarselt suremust
ja haigusnahtusid. Bouzamondo et al., Fundam. Clin. Pharmacol., 15: 95-109 (2001).
Nitdseks on neist saanud siidamepuudulikkuse korral levinud ravivahend. Kuid ka
patsientide seisund, mis on beetablokaatorravi jarel paranenud, véib hiljem siiski
halveneda ja patsiendid véivad vajada akuutset ravi positiivse inotroopse ainega.
Kahjuks blokeerivad beetablokaatorid, nagu viitab ka nende nimi, esmaabikeskustes
kasutatavate positiivsete inotroopsete beeta-agonistide toimemehhanismi. Bristow et
al., J. Card. Fail., 7, 8—12 (2001).

Pikka aega on kasutatud sudamepuudulikkuse ravis vasodilataatoreid, naiteks
nitroglitseriini. NitroglOtseriini ravitoime alused olid aga teadmata kuni eelmise sajandi
I6puni, mil avastati, et nitroglitseriinil on kasulikud omadused tanu lammastikoksiidi
molekulile (NO). Moningatele sliidamepuudulikkuse all kannatavatele patsientidele
manustatakse lammastikoksiidi doonor koos positiivse inotroopse ainega — mélemad
laiendavad veresooni ja suurendavad sldamelihaste kokkutdmbeid. Selline
kombineeritud manustamisviis vib siiski nérgendada positiivse inotroopse aine
ravimoju. Naiteks sedastasid Hart et al., Am J. Physiol. Heart Circ. Pyhsiol., 281,
146-54 (2001), et lAmmastikoksiidi doonori nitroprussiidnaatriumi manustamine koos
positiivse inotroopse, beeta-adrenergilise agonisti dobutamiiniga nérgendas viimase
positiivset inotroopset mdju. Ka Hare et al., Circulation, 92, 2198-203 (1995) on
kirjeldanud lammastikoksiidi parssivat toimet dobutamiinile.

USA patenditaotluses nr 6 936 639 on kirjeldatud, et Uhenditel, mis vabastavad
fusioloogilistes tingimustes nitroksdli (HNO), on nii inotroopne kui ka lusitroopne
toime ja neil on palju eeliseid olemasolevate siidamepuudulikkuse raviviiside ees.
Samaaegselt inotroopse ja lusitroopse ja pingest vabastava toime tottu leiti
nitroksiulidoonorid olevat kasulikud siidame-veresoonkonna haiguste ravis, mida
iseloomustab suur resistiivne koormus ja vdhene kokkutdmbumisvdime. Eriti kasulikud
leiti nitroksUdli vabastavad thendid olevat sidamepuudulikkuse ravis, sh nende
stdamepuudulikkusega patsientide puhul, kes saavad beetablokaatorravi.
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Isheemia lahikirjeldus

Isheemia on haigusseisund, mille korral kudede verevarustus on takistatud voi
ebapiisav, mistottu ei saa méjutatud kude piisavalt hapnikku. Stidamelihase isheemia
on haigusseisund, mille korral Uks v6i mitu pargarterit on ummistunud véi ahenenud,
mille tagajérjel voib tekkida aterosklerootilise naastu pohjustatud ummistus voi rebend.
Ummistus v6i ahenemine pdhjustab kudedes hapnikuvaegust, mis voib pohjustada
kudede kahjustusi. Kui siis reperfusiooni kaigus koe hapnikuvarustuse taastumisel
verevarustus taastub voi kudede hapnikuvajadus vaheneb, voib tekkida lisakahjustus
oksidatiivse stressi tottu.

Isheemia-reperfusioonikahjustus tekib hapnikuvaeguse t6ttu kahjustunud kudede
reoksligenisatsiooni tagajarjel. Isheemia-reperfusioonikahjustuste méju voib I6ppeda
patsiendi surmaga, eriti siis, kui kahjustub elutahtis organ, nagu stida vdi aju.

Seega oleks ravimina kasulikud Ghendid ja koostised, mis ennetavad isheemia-
reperfusioonikahjustusi voi kaitsevad nende eest. Pikka aega on veresoonte toonuse
kontrolli all hoidmiseks ja slidamelihase isheemia-reperfusioonikahjustuste valtimiseks
kasutatud (Ohendeid nagu nitrogliitseriin. On leitud, et nitroglitseriini kasulikud
omadused tulenevad lammastikoksiidi molekulist. See avastus tekitas huvi
lammastikoksiidi kasutusvimaluste vastu meditsiinis ja hakati uurima sellega seotud
osakesi nagu nitroksiidl. USA patenditaotiuse nr 10/463 084 (USA véljaanne nr
2004/0038947) kohaselt voib nitrokstdli vabastava (hendi manustamine
flsioloogilistel tingimustel enne isheemiat vihendada isheemia-
reperfusioonikahjustusi kudedes, nt sudamelihases. Nimetatud kasuliku mdju
avastamine oli Ullatav, arvestades seda, et varem arvati, et nitroksidl suurendab
isheemia-reperfusioonikahjustusi (vt Ma et al., ,Opposite Effects of Nitric Oxide and
Nitroxyl on Postischemic Myocardial Injury”, Proc. Nat'l Acad. Sci, 96 (25),
14617-14622 (1999), kus ilmneb, et Angeli soola (nitroksadlidoonor flsioloogilistes
tingimustes) manustamine narkoosi all olevatele kadlikutele isheemia ajal ja 5 minutit
enne reperfusiooni suurendas isheemia-reperfusioonikahjustusi, ning Takahira et al.,
.Dexamethasone Attenuates Neutrophil Infiltration in the Rat Kidney in
Ischemia/Reperfusion Injury: The Possible Role of Nitroxyl“, Free Radical Biology &
Medicine, 31 (6), 809-815 (2001) sedastatakse, et Angeli soola manustamine roti
neerukudedesse isheemia ajal ja 5 minutit enne reperfusiooni pohjustas kudedes
neutrofiilse infiltratsiooni, mis arvatakse olevat isheemia-reperfusioonikahjustuste
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vahendaja). Isheemia-reperfusioonikahjustusi saab isearanis ennetada vdi vihendada
eelkdige manustades enne isheemiat Angeli soola ja isopropidlamiini/NO-d.

NitroksUitilidoonorite (llevaade

Tanini on suurem osa uurimisté6dest HNO bioloogilise toime kohta kasutanud
doonorina dioksotrinitraatnaatriumi (nn Angeli sool véi AS). Siiski on Angeli soola
keemiline  stabiilsus selle  raviainena  kasutamiseks  ebasobiv. N-
hidroksubenseensulfoonamiidil (nn Piloty hape ehk PA) on nédidatud olevat kérge pH-
taseme (> 9) juures nitroksidlidoonori omadused (Bonner, F.T.; Ko, Y. Inorg. Chem.
1992, 31, 2514-2519). PA on fisioloogilistes tingimustes siiski oksiidatiivse raja tottu
lAmmastikoksiidi doonor (Zamora, R.; Grzesiok, A.; Weber, H.; Feelisch, M. Biochem
J. 1995, 312, 333-339). Nii ei ole AS-i ja PA fusioloogiline toime sama, sest AS on
fUsioloogilistes tingimustes nitroksiidlidoonor, samas kui PA on fisioloogilistes
tingimustes lAmmastikoksiidi doonor.

Ehkki USA patent nr 6 936 639 ja USA viljaanne nr 2004/0038947 kirjeldavad PA-d
kui Gihendit, mis vabastab nitroksudli ja margivad, et muud sulfohlidroksaamhapped ja
nende derivaadid on seetdttu kasulikud nitroksudlidoonoritena, ei vabasta PA
fusioloogilistes tingimustes markimisvaarset kogust nitrokstdli (vt Zamora, supra).

Mitmed asendatud  N-hldroksibenseensuifoonamiidid on leitud olevat
karboanhtdraasi inhibiitorid, mainimata aga seejuures HNO tootmist (vt (a) Mincione,
F.; Menabuoni, L.; Briganti., F; Mincione, G.; Scozzafava, A.; Supuran, C.T. J. Enzyme
Inhibition 1998, 13, 267-284 ja (b) Scozzafava, A.; Supuran, C.T., J. Med. Chem.
2000, 43, 3677-3687).

Oluline meditsiiniline vajadus

Vaatamata haiguste ja haigusseisundite, nagu slidamepuudulikkus ja isheemia-
reperfusioonikahjustus, raviks uute raviviiside leidmiseks tehtud joupingutustele
eksisteerib huvi ja vajadus alternatiivsete ja lisalihendite jérele, mis ravivad voi
ennetavad nimetatud ja sarnaste haiguste ning haigusseisundite teket vdi raskusastet.
Eelkoige piisib markimisvadrne meditsiiniline vajadus alternatiivse voi lisaravi jarele,
et ravida nitroksullravile tundlikke haigusi ja haigusseisundeid. Uued (hendid, mis
vabastavad fiisioloogilistes tingimustes nitroksQlli, ja flisioloogilistes tingimustes
nitrokstlli vabastavate Uhendite kasutusviisid voivad seega ravida, ennetada ja/vdi
lbkata edasi teket voi arengut selliste haiguste puhul, mis on tundlikud nitroksidlravi
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suhtes, sh slidamehaigused ja isheemia-reperfusioonikahjustused. Raviaine parendab
eelistatavalt elukvaliteeti ja/vdi haiguse voi haigusseisundi all kannatava patsiendi
eluiga.

LEIUTISE OLEMUS

Kirjeldatud on meetodeid, ihendeid ja koostisi nitrokstlravi suhtes tundlike haiguste
voi haigusseisundite ravimiseks vbi ennetamiseks. Kirjeldatud on aromaatseid N-
hidrokstsulfoonamiidi  derivaate, mis vabastavad fusioloogilistes tingimustes
nitroksilli. PA modifitseerimisega sobivate asendajatega, nt elektrofiilsete rihmadega
voi rihmadega, mis steeriliselt takistavad sulfonGalrihmi, paraneb tunduvalt HNO
suutlikkus toota fiisioloogilistes tingimustes taolisi derivaate. Vorreldes AS-iga on PA-
d voimalik méarkimisvaarselt muuta laialdaselt asendusriihmadega, mis vbimaldab
optimeerida fiisiokeemilisi ja farmakoloogilisi omadusi. Kédesolevas kirjeldataksegi
kdnealust optimeerimist.

Kéaesolevaga avaldatu kasitleb meetodit terapeutiliselt tdhusa koguse PA derivaadi,
milles derivaat vabastab fiisioloogilistes tingimustes nitroksilli, manustamiseks seda
vajavale patsiendile. Avaldatu kasitleb meetodit, mille abil ravida v6i ennetada
nitrokstdlravile tundliku haiguse vdi haigusseisundi teket ja/vGi arengut, kusjuures
meetod hdolmab vajaliku koguse N-hiidroksisulfoonamiidi, mis vabastab
fusioloogilistes tingimustes téhusa koguse nitroksGili, manustamisest seda vajavale
indiviidile. Avaldatu kasitleb ka meetodit sidamepuudulikkuse voi isheemia-
reperfusioonikahjustuse raviks, manustades seda vajavale indiviidile N-
hldroksiisulfoonamiidi, mis vabastab fusioloogilistes tingimustes tohusa koguse
nitroksddili.

Samuti on kirjeldatud Uhendeid sisaldavaid komplekte, mis vdivad vajaduse korral
sisaldada teist raviainet, nagu positiivset inotroopset Uhendit, nt beeta-adrenergilist
agonisti.

Kaesolev leiutis esitab ravimkoostise, mis sisaldab (i) Ghendit valemiga (1)
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R® R’
0 R?
5 |/
R —N
ﬂ \o-———R2
R? R3
)

voi selle farmatseutiliselt vastuvietavat soola koos (ii) farmatseutiliselt vastuvoetava
kandjaga, milles R! on H, R2 on H, aralkiiiil- v4i heterotstkitililrihm ning R3, R4, RS, R®
ja R? on soltumatult valitud rOhmast, kuhu kuuluvad H, alkiudlsulfontdl-,
perhalogenoalkoksu- ja N-hldroksusulfoonamidiilirihm, ning milles vahemalt ks
rithmadest R?, R¢, RS, R® ja R7 on muu kui H. Uhes variandis on (ihend valemiga (l),
milles R' on H, R2 on H, R3, R*, R’ R% ja R? on sdltumatult valitud rihmast, kuhu
kuuluvad H, alkidlsulfonGul-, N-hiidrokstsulfoonamidiidl- ja perhalogenoalkiillriihm,
tingimusel, et vahemalt ks rGhmadest R3, R4, RS, R® ja R? on muu kui H. Kaesolev
leiutis esitab ka Ghendi valemiga (), nagu eespool maaratletud, vbi selle
farmatseutiliselt vastuvoetava soola kasutamiseks in vivo nitroksullisisalduse
moduleerimise, nitroksidlravi suhtes tundliku haiguse vbi haigusseisundi ravimise,
slUdame-veresoonkonna haiguse vdi haigusseisundi ravimise vbi sidamepuudulikkuse
ravimise meetodis. Kéesolev leiutis esitab ka (hendi valemiga (l), nagu eespool
maaratletud, vOi selle farmatseutiliselt vastuvbetava soola kasutamise ravimi
valmistamisel kasutamiseks in vivo nitroksillisisalduse moduleerimise, nitrokstulravi
suhtes tundliku haiguse vdi haigusseisundi ravimise, sidame-veresoonkonna haiguse
vOi haigusseisundi ravimise voi siidamepuudulikkuse ravimise meetodis. Kaesolev
leiutis esitab ka Ghendi valemiga (1)

RS R’
0 R
RS U—-N/
Ll \O—R’
R4 R3

)
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voi selle farmatseutiliselt vastuvoetava soola, milles R' on H, R2 on H, aralkiidl- voi
heterotstklillrihm ning R3, R4, R5 R® ja R? on séltumatult valitud rihmast, kuhu
kuuluvad H, alkiidlsulfoniiiil- ja perhalogenoalkoksiriihm, ning milles vahemalt ks
rihmadest R3, R4, R3, R® ja R7 on muu kui H.

Kirjeldatakse ka meetodeid, sh meetodit, mille abil ravida, ennetada vdi edasi liikata
nitroksudlravile tundliku haiguse v6i haigusseisundi teket v6i arengut, mis hélmab seda
vajavale indiviidile N-hiidroksisulfoonamiidi, mis vabastab flisioloogilistes tingimustes
nitrokstli, voi selle farmatseutiliselt vastuvdetava soola manustamist. Uhes variandis
hélmab meetod indiviidile Ghendi valemiga

R® R
0 R
R® Q—N/
-
R4 R?

manustamist,

milles R' on H, R2 on H, R3, R4, R5, R® ja R? on sdltumatult valitud rihmast, kuhu
kuuluvad H, alkiidlsulfon(idl-, N-hiidroksiisulfoonamidudil- ja perhalogenoalkoksiriihm,
tingimusel, et vidhemalt Uks riihmadest R3, R4, R5, R® ja R7 on muu kui H.

Uhes teostuses sobib leiutiseskohane ravimkoostis intravenoosseks siistimiseks.
Kirjeldatakse ka komplekte, mis sisaldavad leiutisekohaselt kasutatavat Ghendit ja
kasutusjuhendit.

JOONISTE LOETELU

Joonis fig. 1 kujutab nitroksiililidoonoritena katsetatud {ihendite dilammastikoksiidi
gaasifaasi analliiisi vorrelduna Angeli soola (AS) nitroksudlidoonori dilammastikoksiidi
gaasifaasi analiusiga. Dilammastikoksiid (N20O) on saadud nitroksadli (HNO)
dimeriseerimise tulemusel ja néitab seega katse kaigus, kas Uhend on
nitroksudlidoonor.

LEIUTISE UKSIKASJALIK KIRJELDUS

Maaratlused
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Kui ei ole selgelt viidatud teisiti, on siinkohal kasutatud terminitel jargmised
tahendused.

.Uks* vdi ,mdni* jms viitab Ghele voi mitmele.

JAralkialrihm" on jaak, milles arGilrihm on Kinnitunud pohistruktuuri kulge alkldljaagi
kaudu. Naited hdlmavad bensuidlrihma (-CHz-Ph) ja fenetiitirdhma (-CH2CH2Ph) jms.

~HeterotsUkIGUI-* vbi heterotsiikloalkliulriihm” tdhendab tsiikloalkidljaaki, mille Oks
kuni neli susinikuaatomit on asendatud heteroaatomiga, nagu hapnik, lammastik vdi
vaavel. Heterotsiklite, mille radikaalid on heterotsuklitlrihmad, naidete hulka
kuuluvad tetrahudropiiraan, morfoliin, purrolidiin, piperidiin, tiasolidiin, oksasool,
oksasoliin, isoksasool, dioksaan, tetrahiidrofuraan jms. Heterotslklllljaagi
konkreetne naide on tetrahiidropilraan-2-Gdirihm.

Tsukloalkldlrihmad sisaldavad nditeks 1-20 tsikli sisinikuaatomit, eelistatavalt 1-12
tstkli stsinikuaatomit ja eelistatavamalt 1-8 tsukli siisinikuaatomit.

JAlkUdlrihm*  tadhendab hargnemata susivesinikstruktuuri, mis sisaldab 1-20
slsinikuaatomit, eelistatavalt 1-12 sidsinikuaatomit ja eelistatavamalt 1-8
sisinikuaatomit. See hdlmab ka alkldIrihmi, mis sisaldavad vahem siisinikuaatomeid,
nagu nn ,madalamad alkidlribhmad®, mis sisaldavad 1-4 sisinikuaatomit.
JAlkGulrihm* tdhendab ka hargnenud susivesinikstruktuure, mis sisaldavad 3-20
slsinikuaatomit, eelistatavalt 3-12 sisinikuaatomit ja eelistatavamalt 3-8
stsinikuaatomit. Kui ei ole oOeldud teisiti, holmab ,alkddlrGhm* siin  toodud
alkbdlrihmade kéiki variante, arvestatuna siisinikuaatomite hulga jargi, ning termini
kasutus on samavaarne sellega, nagu oleks iga selle kasutuse puhul otseselt ja eraldi
vélja toodud iga véimalik alkliGirGhm. Naiteks kui rihm, nagu R3, voib olla ,alktdlrihm®,
peetakse silmas C1—Czo-alkiilil- voi C1—Ciz-alkull- voi C1—Cs-alkull- v6i madalamat
alkaulrthma v6i C2—Cao-alkull- vOi Ca—Ciz-alkiiGl- voi Cs—Cs-alkiillriihma. Sama
kehtib muude siin toodud rihmade kohta, mis vdivad holmata teiste méaaratiuste all
toodud rihmi, mille puhul on maaratletud kindel aatomite arv. Kui on nimetatud kindla
arvu sdsinikuaatomitega alkiiljaak, hdlmab see kdiki geomeetrilisi isomeere, millel on
sama palju sisinikuaatomeid; nii nditeks héimab ,butldlrihm*” n-butidl-, sec-butidl-,
isobutlil- ja tert-butitlrihma; ,propidlrihm“ hélmab n-propudl- ja isopropidlrihma.
Alkaulrihmade néited hélmavad metidl-, etidl-, n-propidl-, isopropidl-, tert-butidl-,
n-heptidl-, oktullrihma jms. Alkudlrihm tahistab siin ka alkiOudljaaki kui suurema
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funktsionaalrihma osa ja sellise kasutuse korral moodustab see koos teiste
aatomitega muu funktsionaalrihma.

«Elektrone tdmbav riihm“ tdhendab riihma, mis vdhendab riihma, millega see on
seotud, elektrontihedust (vorreldes ilma asendajata rilhma elektrontinedusega).
Sellised rihmad hdimavad néiteks -S(O)2NHOH jms.

«Halogenorihm" tdhendab fluori, kloori, broomi v6i joodi.

+Alkiulsulfontiirihm* tdhendab -SOz-alkllirihmi, milles alkililriihm on, nagu siin
madratletud.

»N-hiidroksiisulfoonamididlrihm“ tdhendab rihma -S(O)2NROH, milles R on H véi
alkGdirahm.

~Perhalogenoalkiilrihm* tdhendab alkddlrihma, milles iga slsivesiniku H on
asendatud F-ga. Perhalogenoriihmade naited hdlmavad selliseid rihmi nagu -CF3 ja -
CF2CFs.

«Perhalogenoalkoksturihm* téhendab perhalogenoalkiilrihma, mis on seotud
pohistruktuuriga hapniku kaudu, nagu riihm -O-CFa.

LAraldirihm” tdhendab monotsiklilist, bitstklilist voi tritsiiklilist aromaatset riihma.
Arillrihm on eelistatavalt 5- voi 6-lililine aromaatne vGi heteroaromaatne tsiikkel,
mille tsikkel sisaldab 0—3 heteroaatomit, mis on valitud O, N v6i S hulgast, bitsiikliline
9- vdi 10-llliline aromaatne voi heteroaromaatne tsiiklisiisteem (st tsiiklisiisteemis on
9 vdi 10 tsikliaatomit), mille tsiikkel sisaldab 0-3 heteroaatomit, mis on valitud O, N
voi S hulgast, voi tritsikliline 13- v6i 14-llliline aromaatne voi heteroaromaatne
tsuklislisteem (st tsiiklisisteemis on 13 voi 14 tslkliaatomit), mille tstikkel sisaldab 0—
3 heteroaatomit, mis on valitud O, N voi S hulgast. Néited rlhmadest, mille radikaalid
on artllrihmad, hdlmavad benseen-, naftaleen-, indaan-, tetraliin-, imidasool-,
puridiin-, indool-, tiofeen-, bensoplranoon-, tiasool-, furaan-, bensimidasool-,
bensoksasool-, bensotiasool-, kinoliin-, isokinoliin-, kinoksaliin-, ptrimidiin-, prasiin-,
tetrasool- ja pilrasoolrihmi.

«Farmatseutiliseit vastuvoetav sool* on siin kirjeldatud Ghendi farmatseutiliselt
vastuvoetav sool, kusjuures soolad voivad olla saadud erinevatest orgaanilistest ja
anorgaanilistest vastasioonidest, mis on tehnika tasemes hasti tuntud ning mille hulka
kuuluvad naiteks naatrium, kaalium, Kkaltsium, magneesium, ammoonium,
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tetraalkliilammoonium jms; kui molekul sisaldab aluselist funktsionaalriihma, siis
orgaaniliste vdi anorgaaniliste hapete soolad, nagu vesinikkloriid, vesinikbromiid,
tartraat, mesilaat, atsetaat, maleaat, oksalaat jms. Niitlike soolade hulka kuuluvad,
kuid mitte ainult, sulfaat-, tsitraat-, atsetaat-, kloriid-, bromiid-, jodiid-, nitraat-,
vesiniksulfaat-, fosfaat-, happefosfaat-, laktaat-, salits(ilaat-, happetsitraat-, tartraat-,
oleaat-, tannaat-, pantotenaat-, vesiniktartraat-, askorbaat-, suktsinaat-, maleaat-,
besllaat-, fumaraat-, gliikonaat-, glikuronaat-, sahharaat-, formiaat-, bensoaat-,
glutamaat-, metaansulfonaat-, etaansulfonaat-, benseensulfonaat- ja p-
tolueensulfonaatsoolad. Seega vdib soola valmistada mis tahes siin avaldatud
valemiga Ghendist, millel on happeline funktsionaalriihm, nt karbokstiilhappe
funktsionaalrihm, ja farmatseutiliselt vastuvdetavast anorgaanilisest voi orgaanilisest
alusest. Sobivate aluste hulka kuuluvad, kuid mitte ainult, leelismetallide, nt naatriumi,
kaaliumi ja liitiumi hldroksiidid, leelismuldmetallide, nt kaltsiumi ja magneesiumi
hidroksiidid, muude metallide, nt alumiiniumi ja tsingi hidroksiidid, ammoniaak ja
orgaanilised amiinid, nt asendamata v0i hidroksGiasendatud mono-, di- voi
trialkGtlamiinid, ditsikloheksuulamiin, tributliGlamiin, puridiin, N-metGal, N-etdlamiin,
dietadlamiin, trietGdlamiin, mono-, bis- voi tris(2-hiidroksii-madalam alk{dl-amiinid), nt
mono-, bis- vdi tris(2-hidrokstetiilamiin, 2-hidroksl-tert-butlilamiin  voi
tris(hiidroksumetaul)metlalamiin, N,N-di-madalam  alk{ll-N-(htidroksii-madalam
alkiitil)amiinid, nt N,N-dimetidl-N-(2-hidroksuet{ill)amiin voi tri(2-
hudroksiethdl)yamiin, N-metidl-D-gliikamiin ning aminohapped, nagu arginiin, lUsiin
jms. Sool vdib olla ka valmistatud siin avaldatud (hendist valemiga (I), millel on
aluseline funktsionaalrihm, nt amino-funktsionaalrlhm, ja farmatseutiliselt
vastuvoetavast anorgaanilisest vdi orgaanilisest happest. Sobivate hapete hulka
kuuluvad vesiniksulfaat, sidrunhape, &adikhape, vesinikkloriidhape (HCI),
vesinikbromiidhape (HBr), vesinikjodiidhape (H1), |dmmastikhape, fosforhape,
piimhape, salitsidlhape, viinhape, askorbiinhape, merevaikhape, malehape,
besuilhape, fumaarhape, gliikoonhape, gliikuroonhape, sipelghape, bensoehape,
glutamiinhape, metaansulfoonhape, etaansulfoonhape, benseensulfoonhape ja p-
tolueensulfoonhape.

Kui ei ole selgelt margitud teisiti, tihendab termin ,indiviid* siin kasutatuna imetajat,
sealhulgas, kuid mitte ainult, inimest.
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Moiste ,tdhus kogus" tdhendab sellist ihendi voi selle farmatseutiliselt vastuvdetava
soola kogust, mis peaks selle tdhususe ja toksilisuse parameetritega kombineerituna
ning praktiseeriva spetsialisti kogemuste alusel olema vastavas ravimvormis tohus.
Vastava ala asjatundja moistab, et tohus kogus vdib sisalduda Ghes v6i mitmes
annuses.

Siin kasutatuna tdhendavad terminid ,ravi“ ja ,ravimine" |&henemisviisi, mille abil
saavutada kasulik voi soovitud tulemus, sh ravitulemused. Kéesoleva leiutise
tahenduses hdlmavad kasulikud voi soovitud tulemused nitrokstitilravile tundliku
haiguse voi haigusseisundi tekke ja/vdi arengu tokestamist ja/voi parssimist vdi taolise
haiguse voi haigusseisundi tésiduse vahendamist, haiguse v6i haigusseisundi all
kannatajate elukvaliteedi parandamist, muude ravimite annuse, mille abil ravitakse
haigust voi haigusseisundit, vdhendamist, muu ravimi méju suurendamist, mida indiviid
saab haiguse v&i haigusseisundi raviks, ja nende eluea pikendamist, kellel on taoline
haigus v6i haigusseisund. Haigus v6i haigusseisund vdib olla sidame-veresoonkonna
haigus v6i haigusseisund, sealhulgas, kuid mitte ainult, pargarteri sulgus, pargarteri
haigus (CAD), stenokardia, sidameinfarkt, muiokardiinfarkt, korge vererohk,
isheemiline kardiomiopaatia ja infarkt, diastoolne siidamepuudulikkus, kopsupais,
kopsuédeem, sudamefibroos, slidameklapirike, perikardi haigus, vereringe
kongestiivsed seisundid, perifeeme &6deem, astsiit, Chagas' haigus, vatsakese
hipertroofia, siidameklapi haigus, stdamepuudulikkus, sh, kuid mitte ainult,
kongestiivne slidamepuudulikkus, sh akuutne kongestiivne stidamepuudulikkus ja
akuutne dekompenseeritud stiidamepuudulikkus. Siin toodud meetodite abil saab
leevendada selliseid eespool mainitud haigustega kaasnevaid sumptomeid nagu
hingeldamine, vasimus, jalgade ja pahkluude turse, stenokardia, isupuudus, kaalutdus
vGi -kaotus. Haiguse vOi haigusseisundiga vOib kaasneda isheemia-
reperfusioonikahjustus.

Siin kasutatuna tdhendab termin ,ennetamine” haiguse vdi haigusseisundi tekke
téendosuse vahendamist indiviidil, kellel pole nimetatud haigust ega haigusseisundit,
kuid kellel on risk nende tekkeks.

Indiviidil, kellel on ,risk", vGib olla tuvastatav haigus vdi haigusseisund voi mitte ja tal
voib olla v8i mitte olla iimnenud tuvastatav haigus voi haigusseisund enne siinkohal
kirjeldatud ravimeetodite rakendamist. ,Riskiga" indiviidil on UOks vbi mitu nn
riskifaktorit, mis on haiguse voi haigusseisundi arenguga korreleeruvad méddetavad
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parameetrid ja selles valdkonnas tuntud. Uhe véi mitme taolise riskifaktoriga indiviidi
puhul on suurem vdimalus, et tal tekib haigus voi haigusseisund, vorreldes indiviidiga,
kellel nimetatud riskifaktoreid ei ole.

+Nitrokstul* tahendab HNO osakesi.

Kéesolevas kontekstis on hend ,nitrokstllidoonor”, kui see vabastab nitroksiili
fusioloogilises tingimustes. Kaesoleva leiutise kohasele nitrokstilidoonorile vdidakse
siin viidata ka kui ,0hendile“. Eelistatavalt on nitroksuulidoonoril voime vabastada
tohus kogus nitroksidli in vivo ja sel on ohutusprofiil, mis naitab, et indiviid talub nii
suurt kogust Ghendit, mis on ravitoime saavutamiseks vajalik. Vastava ala asjatundja
oskab méaarata, milline on kindlate Gihendite ja annuste ohutu indiviidile manustamise
viis. Vastava ala asjatundja oskab ka maérata, kas Uhend on nitroksuilidoonor,
hinnates selle HNO vabastamise vdimet fisioloogilistes tingimustes. Uhendi
nitroksilli vabastamise vdimet on kerge kontrollida tavaparaste katsete abil. Ehkki
nitroksiiuli vabanemise otsene maotmine ei ole praktiline, on olemas mitmeid katseid,
mille abil saab teha kindlaks, kas {ihend vabastab nitrokslli. Nditeks saab uuritava
Uhendi panna lahusesse, nt vette tihedalt suletud anumas. Kui on mdddas
dissotsiatsiooniks vajalik aeg, naiteks moni minut kuni moni tund, eemaldatakse
pealisgaas ja seda analliusitakse selle koostise kindlaksmaaramiseks naiteks
gaasikromatograafia v6i massispektroskoopia abil. Kui on moodustunud gaas N20
(mis on HNO dimerisatsiooni tulemus), on katse tulemus positivne ja (hend on
nitrokstulidoonor. Nitrokstlli eraldamisvdimet voib valjendada Ghendi teoreetilise
suurima koguse protsendina. Uhend, mis vabastab ,olulises koguses" nitroksadili, on
dhend, mis vabastab oma teoreetiliselt suurimast nitroksilli kogusest 40% v6i rohkem
vdi 50% vbi rohkem. Uhe variandi puhul vabastavad siin kirjeldatud Ghendid
teoreetiliselt suurimast nitroksulli kogusest 60% vai rohkem. Veel lihe variandi puhul
vabastavad siin kirjeldatud (hendid teoreetiliselt suurimast nitroksiili kogusest 70%
vOi rohkem. Veel Uhe variandi puhul vabastavad siin kirjeldatud Ghendid teorestiliselt
suurimast nitroksiuli kogusest 80% voi rohkem. Veel iihe variandi puhul vabastavad
siin kirjeldatud Ghendid teoreetiliselt suurimast nitroksiuli kogusest 90% vdi rohkem.
Ning veel (ihe variandi puhul vabastavad siin kirjeldatud Ghendid teoreetiliselt
suurimast nitroksidli kogusest umbes 70% kuni umbes 90%. Veel (ihe variandi puhul
vabastavad siin kirjeldatud Ghendid teoreetiliselt suurimast nitrokstuli kogusest umbes
85% kuni umbes 95% ning veel Gihe variandi puhul vabastavad siin kirjeldatud Ghendid
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teoreetiliselt suurimast nitrokstdli kogusest umbes 90% kuni umbes 95%. Uhendid,
mis vabastavad vahem kui 40% v6i vdhem kui 50% oma teoreetilisest nitrokstdili
kogusest, on siiski nitrokslulidoonorid ja neid voib kasutada kéesoleva leiutise
kohaselt. Uhendit, mis vabastab viahem kui 50% teoreetilisest nitroksiili kogusest,
vGib kasutada kirjeldatud meetodite puhul ja selle annused peavad vajaduse korral olla
suuremad kui olulises koguses nitrokslli vabastavate Gihendite annused. Nitrokstidli
vabastamise tuvastamiseks voib ka katsealuse Ghendi kokku viia metmioglobiiniga
(Mb3+). Nitroksil reageerib Mb%*-ga ja moodustab Mb2+-NO kompleksi, mida saab
tuvastada ultraviolettkirguse ja nahtava valguse piirkonna spektri vdi elektronide
paramagnetilise resonantsi (EPR) jargi. Mb?-NO kompleksil on EPR-i signaal, mis
paikneb vahemikus, kus g-vaartus on umbes 2. Lammastikoksiid reageerib aga Mb3+-
ga ja moodustab Mb3-NO kompleksi, mille magnetmoment on null. Seega, kui
katsealune Gihend reageerib Mb3+-ga ja moodustab kompleksi, mida saab tuvastada
tuntud meetodite, nagu ultraviolettkiirguse ja nahtava valguse piirkonna spektri vbi
EPR-i abil, on katse tulemus positiivne nitrokstilli vabastamise suhtes. Nitroksudili
vabastamise kontrolli vdib teostada fisioloogiliselt olulise pH-taseme juures.

.Positiivne inotroop” on kaesolevas kontekstis aine, mis paneb siidamelihase
tugevamini kokku tdmbuma. Taoline agent sisaldab beeta-adrenergilise retseptori
agonisti, fosfodiesteraasi inhibiitorit ja kaltsiumitundlikkuse suurendajaid. Beeta-
adrenergiliste retseptorite agonistide hulka kuuluvad muu hulgas dopamiin,
dobutamiin, terbutaliin ja isoproterenool. Need hélmavad ka taoliste Ghendite analooge
ja derivaate. Néiteks USA patent nr 4 663 351 kirjeldab dobutamiini eelravimit, mida
saab manustada suu kaudu. Vastava ala asjatundja oskab tuvastada, kas Ghendil on
positiivne inotroopne toime ja ka lisanduvaid beeta-agoniste. Uksikute teostusviiside
puhul on beeta-retseptori agonist selektiivne beeta-1-retseptori suhtes. Siiski on
muude teostusviiside puhul beeta-agonist selektiivne beeta-2-retseptori suhtes vdi ei
ole selektiivne Ghegi konkreetse retseptori suhtes.

Haigus ja haigusseisund, mis on ,tundlik nitroksidlravi suhtes", on mis tahes haigus
vdi haigusseisund, mida saab ravida ja/vdi ennetada, manustades Uhendit, mis
vabastab fisioloogilistes tingimustes 0laltoodud tdhenduses téhusa koguse
nitroksiuli. Haigus voi haigusseisund, mille simptomeid saab parssida voi vahendada
nitroksudlidoonorit manustades, on nitroksailravile tundlik haigus v6i haigusseisund.
Nitroksiilravile tundlike haiguste voi haigusseisundite mittepiiravad naited on
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pargarteri sulgus, pérgarteri haigus (CAD), stenokardia, sUdameinfarkt,
muokardiinfarkt, kdrge vererdhk, isheemiline kardiomiopaatia ja infarkt, diastoolne
siidamepuudulikkus, kopsupais, kopsuédeem, sidamefibroos, sddameklapirike,
perikardi haigus, vereringe kongestiivsed seisundid, perifeerne 6deem, astsiit, Chagas'’
haigus, vatsakese hipertroofia, sidameklapi haigus, stidamepuudulikkus, sealhulgas,
kuid mitte ainult, kongestiivne sidamepuudulikkus, sh akuutne kongestiivne
stidamepuudulikkus ja akuutne dekompenseeritud sidamepuudulikkus. See hdlmab
ka muid slidame-veresoonkonna haiguseid vdi haigusseisundeid, nt haigused ja
haigusseisundid, mis viitavad isheemia-reperfusioonikahjustusele.

N-hiidroksusulfoonamiidi Ghendid

Siin kirjeldatud Uhendid valemiga (lI) hdlmavad N-hiidroksiisulfoonamiide, mis
vabastavad fisioloogilistes tingimustes nitroksGli. Eelistatavalt vabastavad (hendid
fiisioloogilistes tingimustes rohkem nitroksili, mis tdhendab, et ihend, mis vabastab
fusioloogilistes tingimustes nii nitroksGili kui ka l&mmastikoksiidi, vabastab rohkem
nitrokstdli kui lammastikoksiidi. Eelistatavalt ei vabasta siin kirjeldatud Ghendid
fusioloogilistes tingimustes olulises koguses lAmmastikoksiidi. Eelistatuimal juhul
vabastavad siin kirjeldatud Ghendid flsioloogilistes tingimustes olulises koguses

nitroksaadli.
Valemis (I):
RS R
o} R
. I
|
R R
(D

R' on H, R2 on H, aralkiiiil- v6i heterotsiiklttirihm, R3, R4, R5, R® ja R7 on sdltumatult
H, alkddlsulfonddl-, N-hldroksisulfoonamiduil- vdi perhalogenoalkoksirihm,
tingimusel, et vdhemalt {iks riihmadest R3, R4, R5, R® ja R7 on muu kui H.

Uhes teostuses R' on H, R2 on H, aralkiitl- véi heterotsiiklidlrihm, R4, RS ja Ré on
sOltumatult H, alkadlsulfonadil-, N-hiudroksisulfoonamidiiil- voi
perhalogenoalkokstirihm ning vdhemalt (ks rihmadest R? ja R7 on elektrone tdmbav
riihm v&i riihm, mis takistab steeriliselt sulfontirihma. Uhes variandis on vihemalt



10

15

16 EE - EP 2 586 435 B1

ks rihmadest R3 ja R? elektrone tombav riihm. Jargmises variandis on nii R3 kui ka
R7 elektrone tdmbavad rihmad. Jargmises variandis on vahemalt (ks riihmadest R?
ja R? rahm, mis takistab steeriliselt Gihendi (I) sulfontdlriihma.

Jargmises teostuses R! on H, R? on H, bensiilil- véi tetrahiidropliraan-2-iiilrithm, R?,
R4, R5, Ré ja R7 on soltumatult valitud rithmast, kuhu kuuluvad H, SO2CHs, SO2NHOH
ja OCF3, tingimusel, et vdhemalt {iks rithmadest R3, R4, RS, R® ja R7 on muu kui H.

Valemi (I) puhul kirjeldatud mis tahes variandid hélmavad valemi (1) variante, milles R?
on H ja R2 on H, bensiilil- vbi tetrahlidropiiraan-2-Gtlrihm.

Uhendite valemiga (I) naited héimavad, kuid mitte ainult, tabelis 1 loetletud iihendeid.

Tabel 1. Uhendite valemiga (1) néited

OH OH

|/ O==8S==0
k\o OCF;

L

Meetodites kasutatavad thendid

Kirjeldatud meetodites kasutatakse N-hidrokslsulfoonamiide, mis vabastavad
fasioloogilistes tingimustes tdhusa koguse nitrokstli. Koikides meetodites voib
kasutada N-hidroksilisulfoonamiidi Gihendeid, mida on kirjeldatud eespool jaotises ,N-
hidroksiisulfoonamiidi Uhendid“. Meetodite puhul vdib kasutada ka teisi N-
hiidrokslisulfoonamiide, mis vabastavad fiisioloogilistes tingimustes tohusa koguse
nitroksudli, sh neid, mida kirjeldatakse allpool valemitega (1)’ (Il), (Ill) ja (1V):

RE -Y
Q? 1
5 I/ o1 Sy Y]/
R S——n | "B | a ——S-———N\
[N e ] N
e e (=], [rd,

ay (1)
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(1) (V)

milles R' on H; R2 on H; m ja n on soéltumatult tidisarvud 0-2; x ja b on séltumatult
taisarvud 0-4; y on téisarv 0~-3; T on alkldl- voi asendatud alkddlrGhm; Z on elektrone
tombav rihm; R3, R4, RS, R® ja R? on séitumatult valitud riGhmast, kuhu kuuluvad H-,
halogeno-, alkallsulfoniil-, N-hidroksusulfoonamidiidl-, perhalogenoalkildl-, nitro-,
aradl-, tstano-, alkoksu-, perhalogenoalkoksl-, alk(dl-, asendatud aridloksu-,
alkatisulfandal-, alktdlsulfinGal-, heterotsukloalklll-, asendatud heterotsukloalktl-,
dialkGilamino-,  tslkloalkoksi-, tstUkloalkQdlsulfantdl-, arddlsulfanddl-  ja
artdisulfinGlrihm, eeldusel, et: (1) vahemalt tks R3, R*, RS, R6 ja R’ seast ei ole H;
iga R® ja R® on soltumatult valitud rGhmast, kuhu kuuluvad halogeno-, alkttisulfonGal-
, N-hiidroksusulfoonamidiil-, perhalogenoalkiiil-, nitro-, arddl-, tsGano-, alkoksi-,
perhalogenoalkoksu-, alklilil-, asendatud arltloks(-, alkadlsulfantil-, alkOdlsulfinGal-
, heterotstikloalklul-, asendatud heterotslkloalk(ll-, dialklitilamino-, NH2-, OH-,
C(O)OH-, C(0)O-alkadl-, NHC(O)alkail-C(O)OH-, C(O)NHz-, NHC(O)alkadl-
C(O)alkadl-, NHC(O)alkenall-C(O)OH-, NHC(O)NH2-, O-alkidl-C(O)O-alkiiil-,
NHC(O)alkadl-, C(=N-OH)NH2-, tstkloalkoksi-, tstikloalktdlsulfantdl-, arGdlsuifantdl-
ja arGdlsulfinGalrihm; A on tslkloalkill-, heterotsiikloalkldl-, aromaatne voi
heteroaromaatne tsiikkel, mis sisaldab tsikli rihmi Q', Q?, Q® ja Q% mis koos
susinikuaatomitega positsioonidel a ja a’ moodustavad tsikli A; B on tsikloalkddl-,
heterotsikloalkiul-, aromaatne voi heteroaromaatne tsiikkel, mis sisaldab tsukli rihmi
Q5, Q8, Q7 ja Q8, mis koos sisinikuaatomitega positsioonidel a ja a’ moodustavad tsukli
B; Q', @2, Q3 Q4 Q5 Q5 Q7 ja Q® on soltumatult valitud rihmast, kuhu kuuluvad C,
CHz, CH, N, NR'%, O ja S; C on heteroaromaatne tsiikkel, mis sisaldab tstkli rahmi Q?,
Q'%, Q", Q'2, Q"3 ja Q'4, mis on sdltumatult valitud riihmast, kuhu kuuluvad C, CH, N,
NR'", O ja S; ning R on H, alklil-, atslll- vdi sulfonGiirihm; milles nimetatud
.asendatud heterotsikloalkldlrihm" on heterotstklitlrihm, mis on asendatud 1-5
asendajaga, mis on valitud halogeno-, nitro-, tsiano-, okso-, artil-, alkoksi-, alktdl-,
atstdl-, atsOdlamino-, amino-, hidroksudl-, karboksadl-, karboksidalkudl-, tiool-,
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tioalkdul-, heterotstikltidil- ja -OS(O)z-alkuilirihma hulgast; ning nimetatud ,asendatud
arudloksirihm“ on aridlrihm, mis on pdhistruktuuriga seotud hapnikuaatomi kaudu,
kusjuures arallrihm on asendatud 1-3 rilhmaga, mis on valitud halogeno-, nitro-,
tsGiano-, okso-, arudl-, alkoksi-, alkiidl-, atsiidl-, atstiGilamino-, amino-, hiidroksadl-,
karboksiitl-, karboksualkudl-, tiool-, tioalkudl-, heterotsuklGil- ja -OS(O)2-alkiitirihma

hulgast.

Kdigi meetodite puhul voib kasutada ka iga konkreetset N-hiidroksiisulfoonamiidi

18

Uhendit, mis on ara toodud tabelites 1'—4.

Tabel 1°. Uhendite valemiga (I)' naited

EE - EP 2 586 435 Bt

Br

HO
/OH /OH \NH
HN HN I
o=—=—=8S—=0
O—=8—=0 Q—=S—=0
Ci
HO.
NH




EE - EP 2 586 435 B1

19

OH
iy

§—=—o0

—
 ——

o

Cl

Ct

HO.
“SH

O0=—=5§=—=0

Br

AN

.
on

HN/
o==s=—0

/OH

HN

o==$=0
X
F
F

OH
ot

Ci

0=5=—=0

/' \

OH
HN/

o==S==0

OH
HN/

| /7 \ _/




EE - EP 2 586 435 B1

20

/OH

S—0

O

Br

/OH

OCH,

HN

o=s—0

Cl

/OH

S—=0

O

CN

/OH

§—0

o

/OH

HN

(o]

S

O

CF3

~OH
o}

H

(o2




EE - EP 2 586 435 B1

HO( HOL

0=$=0 o=

HO
\'l'""{

N
O=—=u==0

OH




EE - EP 2 586 435 B1

22

Tabel 3. Uhendite valemiga (Ill) naited
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Tabel 4. Uhendite valemiga (IV) néited

) o) 5
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Koigi siin kirjeldatud meetodite puhul kasutatavate Gihendite valemiga (1) puhul hdlmab
l&hteaine nimetamine v4i selle kirjeldamine koéiki nende soolasid, solvaate, hiidraate
vOi polimorfe, kui see on kohaldatav. Sellisena hélmab leiutis Uhendi kbiki sooli, nagu
farmatseutiliselt vastuvdetavad soolad, solvaate, hiidraate ja polimorfe ning neid
kirjeldatakse siinkohal nii, nagu oleks iga sool, solvaat, hidraat vdi poliimorf
konkreetselt ja eraldi vélja toodud.

Koigi siin kirjeldatud Uhendite puhul hdimab Ghend kujutatud véi kirjeldatud Gihendite
koiki voimalikke stereoisomeere, kui see on kohaldatav stereotsentri olemasolu t6ttu.
Leiutis holmab ka koostisi, mis sisaldavad vahemalt (ihe stereotsentriga Ghendit, ja ka
ratseemilisi segusid voi segusid, mis sisaldavad the enantiomeeri enantiomeerset liiga
voi Uksikuid diastereomeere voi diastereomeerseid segusid. Kdik taolised nimetatud
dhendite isomeersed vormid kuuluvad otseselt kaesoleva leiutise ulatusse
vordvaarselt sellega, kui iga isomeerne vorm oleks konkreetselt ja eraldi vélja toodud.
Siin kirjeldatud Ghendid voivad sisaldada ka sidemeid (nt siisinik-siisinik sidemeid),
mille korral sideme rotatsioon selle konkreetse sideme Umber on piiratud naiteks tstkli
vOi kaksiksideme olemasolu téttu. Vastavalt héimab kaesolev leiutis sonaselgelt ka
koiki cis- ja trans- ning E- ja Z-isomeere. Kaesoleva leiutise kohased (hendid voivad
olla ka mitmetes tautomeersetes vormides; sel juhul hdlmab leiutis sGnaselgelt koiki
siin kirjeldatud uhendite tautomeerseid vorme isegi siis, kui on kujutatud vaid ks
tautomeerne vorm. Samuti hdlmab see praktiliselt puhta Ghendi koostisi. Praktiliselt

puhta Ghendi koostis tdhendab, et koostis ei sisalda rohkem kui 25% voi rohkem kui
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15% voi rohkem kui 10% v6i rohkem kui 5% v6i rohkem kui 3% voi rohkem kui 1%
lisandeid, nt teistsuguseid bioloogiliselt aktiivseid Ghendeid, mis vdivad hdlmata
Ghendite teistsuguseid stereokeemilisi vorme, kui koostis sisaldab (hte praktiliselt
puhast isomeeri.

Uhendeid valemiga (I) saab valmistada tldiste meetodite kohaselt, mida on kirjeldatud
skeemidel A-C, voi tehnika tasemes tuntud meetoditega. Reaktsioonide ldhteained on
kas kaubanduslikult saadaval vbi voib neid valmistada tuntud meetodite voi nende
iimsete modifikatsioonidega. Paljusid lahteaineid saab naiteks kaubanduslikelt
tarnijatelt, nagu Sigma-Aldrich. Teised v0ib valmistada meetodite v6i nende ilmsete
modifikatsioonidega, mida on kirjeldatud laialdaselt kasutatavates kadsiraamatutes, nt
March’s Advanced Organic Chemistry (John Wiley and Sons) ja Larock's
Comprehensive Organic Transformations (VCH Publishers Inc.).

Skeem A. N-hiidroksiisulfoonamiidide iildine siintees

NH,OH - HCI
R——S—Cl > R——S——NHOH
K,CO;
0 0
Al A2

Skeemil A jahutatakse hadroksudlamiinvesinikkloriidi vesilahus temperatuurini 0 °C.
Tilkhaaval lisatakse kaaliumkarbonaadi vesilahust, séilitades sisemise
reaktsioonitemperatuuri vahemikus umbkaudu 5-15 °C. Reaktsioonisegu segatakse
umbes 15 minutit, seejérel lisatakse tetrahGdrofuraani (THF) ja metanooli (MeOH).
Osade kaupa lisatakse Ghendit A1 (kus R on alk(dl-, arGil- voi heterotsiklGalrihm),
sailitades temperatuuri umbkaudu alla 15 °C, ja reaktsioonisegu segatakse imbritseva
keskkonna temperatuuril, kuni 6hukese kihi kromatograafia (TLC) abil tdheldatakse
sulfondilkloriidi taielikku konsumptsiooni. Selle tulemusena saadud suspensiooni
kontsentreeritakse, et eemaldada koik lenduvad ained, ja vesisuspensiooni
ekstraheeritakse dietllleetriga. Orgaanilist osa kuivatatakse magneesiumsulfaadiga,
filtreeritakse ja kontsentreeritakse in vacuo, kuni saadakse tddtlemata N-
hadrokslsulfoonamiid A2. Seda voib puhastada tavaparaste meetodite abil, nagu
kromatograafia, filtreerimine, kristalliseerimine jms.
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Skeem B. N-benstilloksiisulfoonamiidide siinteesimine vahesaadusena

Al K,CO, -

N-bensllokstsulfoonamiidid on keemilised vahesaadused, mida kasutatakse
kaitstud N-hidrokstsulfoonamiididena Ghendi B2 R-rilhma edasiseks muutmiseks.
Skeemil B lisatakse kaaliumkarbonaadi jahutatud vesilahusele O-
benstllhidroksudlamiinvesinikkloriidi suspensioon B1 metanoolis ja vees, séilitades
sisemise reaktsioonitemperatuuri umbkaudu alla 10 °C. Reaktsioonisegu segatakse
umbes 5 minutit, seejarel lisatakse THF ja A1 (kus R on alkull-, arGil- voi
heterotsUklidlrihm).  Reaktsioonisegu  segatakse  Umbritseva  keskkonna
temperatuuril, kuni TLC abil tdheldatakse sulfondiilkloriidi taielikku konsumptsiooni.
Selle tulemusena saadud suspensiooni kontsentreeritakse in vacuo, et eemaldada
koik lenduvad ained, ja vesisuspensiooni ekstraheeritakse dietilleetriga. Orgaaniline
kint kuivatatakse naatriumsulfaadiga, filtreeritakse ja kontsentreeritakse in vacuo,
saades toorihendi B2. Seda vdib puhastada tavaparaste meetodite abil, nagu
kromatograafia, filtreerimine, kristalliseerimine jms. Reaktsioonisaaduse B2
kaitserbhma viib eraldada, eemaldades bensidulrihma. Naiteks v6ib B2
suspensioonile  metanoolis lisada 10% pallaadiumi séel suspensiooni.
Reaktsioonisegu segatakse Ule 66 vesinikukeskkonnas Ombritseva keskkonna
temperatuurii  ja  atmosfaarirdhul. Reaktsioonisegu filtreeritakse labi
klaasmikrokiududest paberi. Selle tulemusena saadav filtraat kontsentreeritakse in
vacuo ja jaaki puhastatakse tavaparaste meetodite abil, saades vastava N-
hidroksisulfoonamiidi.
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Skeem C. N-(tetrahiidropiiraan-2-Uilloksit)sulfoonamiidide siinteesimine vahesaadusena

HoN ”
R——S—Cl N H
!:l» ° oCl ) |S " \0 (o)

P I

- O
Al K,CO; C2

N-(tetrahtidropuraan-2-Giloksi)sulfoonamiidid on keemilised vahesaadused, mida
kasutatakse kaitstud N-hudroksiisulfoonamiididena Ghendi C2 R-rihma edasiseks
muutmiseks. Skeemil C lisatakse C1 vesilahusele 0 °C juures tilkhaaval
kaaliumkarbonaadi vesilahust, séilitades sisemise reaktsioonitemperatuuri umbes alla
10 °C. Umbes 15 minuti parast lisatakse tilkkhaaval metanool ja THF, seejarel osade
kaupa A1. Reaktsioonisegu segatakse umbritseva keskkonna temperatuuril, kuni TLC
abil taheldatakse sulfoniilkloriidi taielikku konsumptsiooni. Selle tulemusena saadud
suspensiooni kontsentreeritakse, et eemaldada koOik lenduvad ained, ja
vesisuspensiooni ekstraheeritakse dietiileetriga. Orgaanilist osa kuivatatakse
naatriumsulfaadiga, filtreeritakse ja kontsentreeritakse in vacuo, saades tooriihendi
C2. Seda vdib puhastada tavapdraste meetodite abil, nagu kromatograafia,
filtreerimine, kristalliseerimine jms. C2 kaitserihma eemaldamine, et saavutada vastav
N-hidroksusulfoonamiid, vdib toimuda tehnika tasemes tuntud meetoditel.

Naidetes 1-3 on esitatud skeemidel A-C kirjeldatud (ldisi siinteesiprotseduure
jargides saadud Uhendite néiteid.

Uhendite ja koostiste kasutamise meetodid

Kéesolevas leiutises esitatud Uhendeid ja koostisi vdib kasutada nitroksiiiravile
tundliku haiguse vOi haigusseisundi ravimiseks ja/vdi nende tekke ja/vdi
valjakujunemise ennetamiseks.

Kéesolevaga avaldatu kasitleb indiviidile (sealhulgas indiviidile, kelle puhul on
tuvastatud sellise ravi vajadus) soovitud tulemuse saamiseks tdhusa koguse Uhendi
manustamise meetodeid. Sellist ravi vajava patsiendi tuvastamine vbib olla arsti,
kliinilise personali, kiirabipersonali voi muude tervishoiuspetsialistide otsus ja see voib
olla subjektiivne (nt arvamus) voi objektiivne (nt anallilisi voi diagnoosimeetodiga
mdddetav).
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Uhes eriparas késitleb kaesolevaga avaldatu meetodit in vivo nitrokstiilisisalduse
moduleerimiseks (sealhulgas suurendamiseks) seda vajaval indiviidil, kusjuures
meetod hdlmab indiviidile sellise Uhendi, mis vabastab fiisioloogilistel tingimustel
nitrokstdli, voi selle farmatseutiliselt vastuvoetava soola manustamist. Indiviid vajab
nitroksudlisisalduse moduleerimist juhul, kui tal on v6i arvatakse olevat nitroks{idlravile
tundlik haigus vbi haigusseisund vdi esineb selle esinemise vdi kujunemise risk.

Konkreetsed asjakohased haigused v6i haigusseisundid hdlmavad selliseid siidame-
veresoonkonna haigusi nagu siidamepuudulikkus v6i haigusseisundeid ja haigusi, mis
vitavad voi vbdivad viidata isheemia-reperfusioonikahjustusele. Neid meetodeid
kirjeldatakse Uksikasjalikumalt allpool.

Kaesolev leiutis esitab koostised, mis sisaldavad nitroksiidli vabastavat Ghendit.
Kirjeldatud meetodites vbidakse aga kasutada enam kui iihte nitroksiidli vabastavat
Ohendit; nditeks voivad meetodid kasutada Angeli soola ja N-hidroksiisulfoonamiidi
valemiga (), nagu eespool maératletud, voi kahte vdi enamat N-hiidroksiisulfoonamiidi
valemiga (l), nagu eespool maaratletud, mida vfidakse manustada korraga voi
jarjestikku.

Sidame-veresoonkonna haigused

Kéesolevaga avaldatu kasitleb meetodeid selliste siidame-veresoonkonna haiguste
nagu sidamepuudulikkus ravimiseks, manustades seda vajavale indiviidile tdhusa
koguse vahemalt Ghte Ghendit, mis vabastab nitroksiidli. Samuti kasitleb see
meetodeid vahemalt (ihe nitroks(illli vabastava Gihendi terapeutiliselt tdhusa annuse
manustamiseks seda vajavale indiviidile kombinatsioonis vahemalt {ihe muu positiivse
inotroopse ainega. Samuti kasitleb see meetodeid vahemailt Ghe nitroksili vabastava
Uhendi terapeutiliselt tohusa koguse manustamiseks seda vajavale indiviidile, kes
saab beetablokaatorravi ja kes kannatab siidamepuudulikkuse all. Samuti kasitleb see
meetodeid Uhendite valemiga (l), nagu eespool maaratletud, manustamiseks
kombinatsioonis beeta-adrenergiliste agonistidega siidamepuudulikkuse ravimiseks.
Need agonistid hdlmavad dopamiini, dobutamiini ja isoproterenooli ning nende
Ghendite analooge ja derivaate. Samuti kasitleb see meetodeid nitroksudlidoonorite
manustamiseks indiviididele, kes saavad ravi beetablokaatoritega, nagu propranolool,
metoprolool, bisoprolool, butsindolool ja karvedilool. Samuti kasitleb see meetodeid
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sidamepuudulikkuse teatud klassifikatsioonide raviks, nagu Il  klassi
sUdamepuudulikkus ja age sidamepuudulikkus.

Kéesolevaga avaldatu késitleb ka kongestiivse siidamepuudulikkuse, sealhulgas
ageda kongestiivse slidamepuudulikkuse ravimise meetodit, manustades seda
vajavale indiviidile (kes vdib-olla kannatab stidamepuudulikkuse all) tdhusa koguse
véhemalt Uhte Ghendit, mis vabastab nitrokstilli. Samuti k3sitleb see kongestiivse
stidamepuudulikkuse ravimise meetodit, milles manustatakse seda vajavale indiviidile
(kes vdib-olla kannatab siidamepuudulikkuse all) tohus kogus vdhemalt Ghte (hendit,
mis vabastab nitroksiidli, kombinatsioonis vihemalt Ghe muu positiivse inotroopse aine
tohusa kogusega. Uhes variandis on muu positivne inotroop beeta-adrenergiline
agonist, nditeks dobutamiin. Nitroksidlidoonori ja vahemalt (ihe positiivse inotroopse
aine kombineeritud manustamine seisneb nitrokslllidoonori ja muu positiivse
inotroopse aine manustamises kas jarjestikku, naiteks ravides esmalt (ihe ainega ja
siis teise ainega, vOi manustades mdlemat ainet kiillaltki Ghel ajal, nii et manustamised
kattuvad. Jarjestikuse manustamise korral puutub indiviid ainetega kokku erinevatel
aegadel, nii et esimese aine teatud kogus, mis on piisav, et olla teise ainega
kombineerituna terapeutiliselt tohus, pisib patsiendi organismis ka siis, kui
manustatakse teist ainet. Molema ainega samaaegne ravimine vgib héimata ainete
manustamist Uhe annusena, naiteks fllsiliselt segatud annusena, voi eraldi annusena,
mis manustatakse (hel ja samal ajal.

Kaesolevaga avaldatu kisitleb ka meetodit, milles manustatakse nitroksttlidoonorit
siidamepuudulikkuse all kannatavale ja beetablokaatorravi saavale indiviidile. Beeta-
antagonist ehk beetablokaator hélmab mis tahes Uhendit, mis toimib tdhusalt
antagonistina patsiendi beeta-adrenergilistele retseptoritele ning annab soovitud
terapeutilisi voi farmatseutilisi tulemusi, nagu vdhenenud veresoonte toonus ja/voi
studamelddgisagedus. Beetablokaatorravi saav patsient on mis tahes patsient, kellele
manustatakse beetablokaatorit ja kelle puhul beetablokaator toimib jatkuvait
antagonistina patsiendi beeta-adrenergilistele retseptoritele. Selle, kas patsient saab
beetablokaatorravi, vdib vélja selgitada patsiendi haigusloo ldbivaatamise teel.
Alternatiivselt vdib patsienti skriinida beetablokaatorite esinemise suhtes selliste
keemiliste katsete abil nagu kérgefektiivne vedelikkromatograafia, nagu on kirjeldanud
Thevis et al., Biomed. Chromatogr., 15, 393-402 (2001).
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Nitrokshuli vabastava GOhendi manustamist kas eraldi, kombineerituna positiivse
inotroopse ainega vdi patsiendile, kes saab beetablokaatorravi, kasutatakse koigi
stidamepuudulikkuse klasside ravis. Kaesolevaga avaldatu kasitleb ka meetodit, milles
kasutatakse nitrokstlli vabastavat Uhendit varases staadiumis kroonilise
siidamepuudulikkuse, nagu |l klassi siidamepuudulikkuse ravis. Alternatiivselt voib
nitroksiilili vabastavat (hendit kasutada IV klassi slidamepuudulikkuse ravis
kombineerituna positiivse inotroopse ainega, nagu isoproterenool. Alternatiivselt voib
nitrokstlli vabastavat (ihendit kasutada &ageda siidamepuudulikkuse ravis
kombineerituna muu positiivse inotroopse ainega, nagu isoproterenool. Mdnede
meetodite puhul, kui nitroksidlidoonorit kasutatakse varases staadiumis
stdamepuudulikkuse ravis, on manustatav annus vaiksem kui see, mida kasutatakse
ageda sldamepuudulikkuse ravis. Teiste meetodite puhul on annus sama kui see,
mida kasutatakse dgeda sidamepuudulikkuse ravis.

Isheemia-reperfusioonikahjustus

Kéesolevaga avaldatu kasitleb meetodeid isheemia-reperfusioonikahjustuse
ravimiseks voi ennetamiseks. Eelkdige on Ghendid valemiga (I) kasulikud isheemilise
stndmuse riskiga indiviididele. Seega avaldatakse siin meetod, kuidas ennetada voi
vahendada isheemia-reperfusioonikahjustusega seotud kahjustust vahemalt {he
nitroksili vabastava Ghendi tdhusa koguse manustamisega indiviidile, eelistatavalt
enne isheemia tekkimist. Uhendit valemiga (l) véib indiviidile manustada pérast
isheemia ilmnemist, aga enne reperfusiooni. Uhendit valemiga (l) véib manustada ka
parast isheemia-reperfusiooni ilmnemist, aga juhul, kui see kaitseb edasise kahjustuse
eest. Kdesolevaga avaldatu kasitleb ka meetodit, mille puhul on naidatud, et indiviidil
esineb isheemilise siindmuse risk. Samuti kasitleb see meetodit nitroksidli vabastava
Ohendi manustamiseks siirdatavasse elundisse koguses, mis on tohus isheemia-
reperfusioonikahjustuse vahendamiseks elundi kudedes, kui retsipiendil tekib siiratud
elundi reperfusioon.

Leiutisekohaselt kasutatavaid nitrokstillidoonoreid voib seega kasutada tulevaste
isheemia-reperfusiooniga seotud kahjustuste ennetamise vb6i vahendamise
meetodites. Naiteks vdib nitrokstillidoonori manustamine enne isheemia tekkimist
vahendada kudede nekroosi (infarkti ulatust) ohustatud kudedes. Elusatel patsientidel
voib selleks enne isheemia tekkimist manustada indiviidile tdhusa koguse nitroksttli
vabastavat (hendit. Siiratavate elundite puhul vdib selleks viia elundi enne
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reperfusiooni  tekkimist  siiriku retsipiendi  organismis  kokkupuutesse
nitrokslulidoonoriga. Kirjeldatud meetodites voib kasutada enam kui Uhte nitroksulli
vabastavat Ghendit, nditeks Angeli soola ja N-hidroksilisulfoonamiidi valemiga (l) v6i
kahte vbi enamat N-hidroksusulfoonamiidi valemiga (1) sisaldavat koostist. Nitroks(idli
vabastavat (lhendit saab kasutada ka kombinatsioonis muude terapeutiliste ainete
klassidega, mis on vélja to6tatud isheemilise kahjustuse minimeerimiseks, nagu
beetablokaatorid, kaltsiumikanali blokaatorid, trombotstdtidevastased ravimid vGi
muud sekkumised miiokardi kaitsmiseks pargarterihaigusega indiviididel.

Uks nitroksiiiilidoonori elusatele patsientidele manustamise meetod on manustada
nitroksiidli vabastavat iihendit enne isheemia tekkimist. Sellega peetakse silmas
Uksnes iga isheemiajuhtumi véljakujunemist ja see ei vélista meetodi kasutamist
patsientidel, kellel on varem esinenud isheemilisi sindmusi, st meetod hdimab ka
nitroksulli vabastavate dhendite manustamist patsiendile, kellel on minevikus
esinenud isheemiline sindmus.

Viélja saab valida indiviidid, keda ohustab esimese vbi korduva isheemilise sindmuse
risk. Naited hdlmavad indiviide, kellel teadaolevalt esineb hilperkolesteroleemia,
isheemiariskiga seotud muutused EKGs, istuv eluviis, angiograafiline tdend osalisest
pargarteri ummistusest, ehhokardiograafiline tdend siidamelihase kahjustusest voi mis
tahes muu tdend tulevase vdi korduva isheemilise siindmuse riskist (naiteks
sidamelihase isheemiline sundmus, nagu milokardiinfarkt, véi neurovaskulaarne
isheemia, nagu néiteks tserebrovaskulaarne héire). Meetodite konkreetsete naidete
puhul valitakse valja indiviidid, keda tulevikus ohustab isheemia, aga kellel praegu ei
ole téendeid isheemiast (nditeks isheemiaga seostatavad elektrokardiograafilised
muutused, nagu korge vdi negatiivne T-sakk vboi ST-segmendi elevatsioon voi
depressioon asjakohases Kliinilises kontekstis, CK-MB téus véi kliinilised toendid
isheemiast, nagu pigistav valu rinnaku taga voi kdes, 6hupuudus ja/vai higistamine).
Nitroksulli vabastavat Ghendit voib manustada ka enne protseduure, mille puhul vaib
tekkida siidamelihase isheemia, nagu angioplastika vdi operatsioon (nagu pérgarteri
Suntimine). Kéesolevaga avaldatu kasitleb ka meetodit nitroksiilli vabastava Ghendi
manustamiseks indiviidile, keda téendatult ohustab isheemiline siindmus. Sellises
seisundis indiviidi saab valja valida erinevatel meetoditel, millest mdnda on kirjeldatud
Olalpool. Naiteks voib isheemilise sindmuse riskiga olla indiviid, kellel on EKG-s {ks
voi mitu korvalekallet, mida ei saa seostada aktiivse isheemiaga, anamneesis
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sudamelihase infarkt, tdusnud seerumi kolesteroolitase jne. Seega saab riskiga
indiviidi valida vélja fOusilise testimisega voi vbimaliku patsiendi anamneesi péhjal,
selgitamaks vélja, kas patsiendil on naidustusi isheemilise siindmuse riskiks. Kui risk
leiab Glalpool arutatud néidustuste pdhjal véi mis tahes muude valdkonna asjatundjale
teadaolevate ndidustuste pdhjal tdendamist, peetakse indiviidi isheemilisest
siindmusest toendatult ohustatuks.

Isheemia-reperfusioon vdib kahjustada muid kudesid kui siidamelihas ja kdesolevaga
avaldatu kasitleb selliste kahjustuste ravi- vdi ennetamismeetodeid. Uhes variandis
leiab meetod kasutamist isheemia-reperfusioonikahjustuse vahendamiseks aju-,
maksa-, soole-, neeru- v0i mis tahes muus koes. Eelistatavalt h6lmavad meetodid
nitroksldlidoonori manustamist sellise kahjustuse riskiga indiviidile. Muu kui
sidamelihase isheemia riskiga indiviidi valik voib seisneda ka nende naitajate
véljaselgitamises, mida kasutatakse siidamelihase isheemia riski hindamiseks. Aga
muude kudede isheemia-reperfusiooni riskile vdivad osutada ka muud naitajad.
Naiteks tekib operatsioonipatsientidel sageli operatsiooniga seotud isheemia. Seega
voib kasitada isheemilisest siindmusest ohustatuna indiviide, kes ootavad
operatsiooni. Patsiendi ajukoe isheemia riskile osutavad jargmised insuldi riskitegurid
(vdi nende riskitegurite alarihmad): korge vererohk, suitsetamine, karotiidarteri
ahenemine, kehaline loidus, diabeet, hiiperlipideemia, transitoorne isheemiline atakk,
kodade virvendus, péargarteri haigus, kongestiivne siidamepuudulikkus, varasem
miokardiinfarkt, vasaku vatsakese dusfunktsioon koos seinamanuse trombiga ja
mitraalklapi ahenemine. Ingall, ,Preventing ischemic stroke: current approaches to
primary and secondary prevention“, Postgrad. Med., 107 (6), 34-50 (2000). Pealegi
vbivad ravimata nakkusliku kéhulahtisuse komplikatsioonid hdlmata eakate puhul
slidamelihase-, neeru-, tserebrovaskulaarset ja sooleisheemiat. Slotwiner-Nie &
Brandt, ,Infectious diarrhea in the elderly”, Gastroenterol. Clin. N. Am, 30 (3), 625-635
(2001). Teise voimalusena saab indiviidid valida vélja isheemilise soole-, neeru- voi
maksahaiguse riskitegurite alusel. Naiteks alustatakse ravi hipotensiivsete episoodide
riskiga (nagu verekaotus operatsioonil) eakatel patsientidel. Seega saaks sellise
ndidustusega patsiente kasitada isheemilisest siindmusest ohustatuna. Kaesolevaga
avaldatu kasitleb ka meetodit nitroksGlli vabastava Uhendi valemiga (l)
manustamiseks indiviidile, kellel esineb Uks vdi mitu mis tahes siin loetletud
haigusseisunditest, nagu naiteks diabeet vdi kdrge vererdhk. Isheemiast tuleneda
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vhivaid muid haigusseisundeid, nagu tserebraalne arteriovenoosne malformatsioon,
kasitletaks isheemilise sindmuse riski tdendusena.

Meetod nitroksullli manustamiseks siiratavatesse elunditesse seisneb nitroksili
manustamises elundisse enne selle eemaldamist doonorilt, naiteks elundi
eemaldamise protsessis kasutatavate perfusioonikanuiilide kaudu. Kui elundidoonor
on elus doonor, nditeks neerudoonor, saab nitroksllli vabastavat Ghendit
elundidoonorile manustada eespool kirjeldatud viisil, nagu isheemilise siindmuse
riskiga patsiendile. Muudel juhtudel saab nitroksuilidoonorit manustada nii, et elundit
hoitakse nitroksillidoonorit sisaldavas lahuses. Naiteks saab nitrokstdlidoonorit
lisada elundi séilitamisiahusesse, nagu Wisconsini Glikooli lahus ,UW", mis on
etlleenglikoolist, etileenklorohldriinist ja atsetoonist sisuliselt puhastatud
hidrokshethultarklist sisaldav lahus (vt USA patenti nr 4 798 824).

Ravimkoostis, ravimvormid ja ravireziimid

Kaesolev leiutis esitab farmatseutiliselt vastuvoetavad koostised, mis sisaldavad
dhendit valemiga (I) voi selle farmatseutiliselt vastuvdetavat soola, ja mis tahes siin
avaldatud meetodi puhul vdib farmatseutiliselt vastuvfetava koostisena kasutada
Uhendeid valemiga (I). Farmatseutiliselt vastuvbetav koostis sisaldab Ghte voi mitut
dhendit valemiga (l) koos farmatseutiliselt vastuvoetava kandjaga. Leiutisekohased
ravimkoostised hdlmavad peroraalseks, rektaalseks, nasaalseks, paikseks
(sealhulgas bukaalseks ja keelealuseks), vaginaalseks v0i parenteraalseks
(sealhulgas nahaaluseks, lihasesiseseks, veenisiseseks vOi nahasiseseks)
manustamiseks sobivaid.

Uhendeid ja koostisi vdib valmistada mis tahes olemasoleva ravimvormina. Ette
néhakse ka Uksikannusvorme, mis hdlmavad Ghendi vdi koostise eraldi Ghikuid, nagu
kapslid, kotikesed voi tabletid, millest igailiks sisaldab eelmaaratietud koguses Ghendit,
pulbrit voi graanuleid, lahust vGi suspensiooni veepohises vo6i mitteveepohises
vedelikus v6i vedelat &li-vees emulsiooni voi vedelat vesi-Olis emulsiooni vdi
liposoomidesse pakitud v4i boolusena valmistatud koostist jne.

Uhendit vdi koostist sisaldavat tabletti vib valmistada pressides véi vormides,
valikuliselt koos Uhe v6i mitme taiendava koostisosaga. Pressitud tablette voib
valmistada, pressides toimeainet sobiva masinaga vabalt voolavas vormis, nagu
pulber vbi graanulid, valikuliselt segatuna sideaine, maardeaine, inertse lahjendi,
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séilitusaine voi pindaktiivse voi dispergeeriva ainega. Tablettide vormimiseks voib
sobiva masinaga vormida pulbristatud ning inertse vedela lahjendiga niisutatud
Ghendit. Tablette vdib valikuliselt katta v6i teha neile poolitusjoone ja nende koostis
voib olla selline, mis voimaldab selles sisalduva toimeaine aeglast véi kontrollitud
vabanemist. Meetodid selliste toimeainet aeglaselt voi kontrollitult vabastavate
koostiste valmistamiseks farmatseutilistest toimeainetest, nagu siin kirjeldatud ja muud
tehnika tasemes tuntud Ghendid, on tehnika tasemes teada ning neid on kirjeldatud
mitmes vélja antud USA patendis, millest méned on muu hulgas jargmised: USA
patendid nr 4 369 174 ja 4 842 866 ning nendes osundatud viited. Et Gihendid jduaksid
soolde, saab kasutada katteid (vt nt USA patente nr 6 638 534, 5 217 720 ja 6 569 457
ning nendes osundatud viiteid). Vastava ala asjatundja maistab, et lisaks tablettidele
saab toimeaine aeglase voi kontrollitud vabastamise vdimaldamiseks valmistada ka
muid ravimvorme. Need ravimvormid on muu hulgas kapslid, graanulid ja
Zelatiinkapslid.

Paikseks manustamiseks sobivad koostised hdlmavad losenge, mis sisaldavad
koostisosi maitsestatud alusel, tavaliselt sahharoos ja kummiaraabik v6i tragakant, ja
pastille, mis sisaldavad toimeainet toimetul alusel, nagu Zelatiin ja glitseriin voi
sahharoos ja kummiaraabik.

Parenteraalseks manustamiseks sobivad koostised hdlmavad veepéhiseid voi
mitteveepdhiseid steriilseid siistelahuseid, mis vdivad sisaldada antiokslidante,
puhvrit, bakteriostaate ja lahustunud aineid, mis annavad plaanitava retsipiendi verega
isotoonilise koostise; ning veepdhiseid voi mitteveepdhiseid steriilseid suspensioone,
mis vdivad sisaldada suspendeerivaid aineid ja paksendusaineid. Koostised vdivad
olla Uhe- v6i mitmeannuselistes mahutites, nagu suletud ampullid ja viaalid, ning neid
voib séilitada kalmkuivatatud (llofiliseeritud) olekus, mispuhul on vahetult enne
kasutamist vaja lisada Uiksnes steriilset vedelat kandjat, nditeks siistevett.

Ekstemporaalsed sustelahused ja suspensioonid voib valmistada steriilsetest
pulbritest, graanulitest ja tablettidest.

Uhendite ja koostiste manustamine indiviidile vdib hdlmata siisteemset kokkupuudet
vGi voib see olla paikne manustamine, naiteks kui ihendit voi koostist tuleb manustada
konkreetsesse kohta. Patsiendile konkreetsesse kohta koostise manustamiseks saab
kasutada erinevaid tehnikaid, nagu slstimist, kasutades kateetreid, trokaare,
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projektiile, Pluronic-geeli, tivesid, ravimit pidevalt vabastavaid polimeere vdi muid
seadmeid, mis véimaldavad ravimi sisemist kohaletoimetamist. Kui elund v6i kude on
juurdepaasetav selle eemaldamise tdttu patsiendilt, voib elundit vdi kude vannitada
konealuseid koostisi sisaldavas lahuses, kdnealuseid koostisi vbib pintseldada
elundile v6i kasutada neid muul sobival viisil. Kdesolevaga avaldatuga seotud
meetodid hdlmavad Uhendite manustamist annetatavale elundile (et ennetada
isheemia-reperfusioonikahjustust). Selle kohaselt vdib elundid, mis eemaldatakse
ahelt indiviidilt siirdamiseks teisele indiviidile, asetada Gihendit vi koostist sisaldavasse
lahusesse voi viia need muul viisil kokkupuutesse Ghendi vdi koostisega, nagu siin on
kirjeldatud.

Uhendeid valemiga (I) véib manustada mis tahes sobivas koguses, mis vdib hdlmata
annuseid suurusega 0,0001 kuni 4,0 grammi kord paevas (v8i mitu annust paevas
jagatud annustena) taiskasvanute puhul. Seega manustatakse teatud meetodite puhul
Uhendit annuses mis tahes annusevahemikust, mille madalamas otsas on mis tahes
kogus vahemikus 0,1 mg/paev kuni 400 mg/paev ning mille kérgemas otsas on mis
tahes kogus vahemikus 1 mg/pdev kuni 4000 mg/pdev (nt 5 mg/paev kuni 100
mg/paev, 150 mg/pdev kuni 500 mg/péev). Teiste meetodite puhul manustatakse
Uhendit annuses mis tahes annusevahemikust, mille madalamas otsas on mis tahes
kogus vahemikus 0,1 mg/kg/paev kuni 90 mg/kg/paev ning mille kdrgemas otsas on
mis tahes kogus vahemikus 1 mg/kg/paev kuni 32 1 00 mg/kg/péev (nt 0,5 mg/kg/paev
kuni 2 mg/kg/paev, 5 mg/kg/paev kuni 20 mg/kg/paev). Annustamisintervalli saab
kohandada vastavalt indiviidi vajadustele. Pikemate annustamisintervallide korral saab
kasutada pikaajaliselt vabastavaid vdi depookoostisi. Annustamine vdib olla vastav
veenisisesele manustamisele. Naiteks saab manustada dhendit sellises
ravimkoostises, mis on sobiv veenisiseseks manustamiseks, koguses, mis on
vahemikus ligikaudu 0,01 pg/kg/min kuni ligikaudu 100 pg/kg/min vdi vahemikus
ligikaudu 0,05 pg/kg/min kuni ligikaudu 95 pg/kg/min v6i vahemikus ligikaudu 0,1
Ha/kg/min kuni ligikaudu 90 pg/kg/min v6i vahemikus ligikaudu 1,0 pg/kg/min kuni
ligikaudu 80 pg/kg/min voi vahemikus ligikaudu 10,0 pg/kg/min kuni ligikaudu 70
pg/kg/min voi vahemikus ligikaudu 20 pg/kg/min kuni ligikaudu 60 pg/kg/min voi
vahemikus ligikaudu 30 pg/kg/min kuni ligikaudu 50 pg/kg/min véi vahemikus ligikaudu
0,01 pg/kg/min kuni ligikaudu 1,0 pg/kg/min voi vahemikus ligikaudu 0,01 pug/kg/min
kuni ligikaudu 10 pg/kg/min voi vahemikus ligikaudu 0,1 pg/kg/min kuni ligikaudu 1,0
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ng/kg/min voi vahemikus ligikaudu 0,1 pg/kg/min kuni ligikaudu 10 pg/kg/min voi
vahemikus ligikaudu 1,0 pg/kg/min kuni ligikaudu 5 pg/kg/min voi vahemikus ligikaudu
70 pg/kg/min kuni ligikaudu 100 pg/kg/min voi vahemikus ligikaudu 80 pg/kg/min kuni
ligikaudu 90 pg/kg/min. Uhes variandis manustatakse indiviidile Ghendit naiteks
ravimkoostises, mis on sobiv veenisiseseks manustamiseks, koguses ligikaudu
vahemait 0,01 pg/kg/min voi ligikaudu vdhemalt 0,05 pg/kg/min véi ligikaudu vahemalt
0,1 pg/kg/min voi ligikaudu vahemalt 0,15 pg/kg/min voi ligikaudu vahemalt 0,25
pa/kg/min voi ligikaudu véhemalt 0,5 pg/kg/min véi ligikaudu vahemalt 1,0 pg/kg/min
voi ligikaudu vahemalt 1,5 pug/kg/min vai ligikaudu vahemalit 5,0 pg/kg/min véi ligikaudu
vahemalt 10,0 pg/kg/min vai ligikaudu vahemalt 20,0 pg/kg/min voi ligikaudu vahemalt
30,0 pg/kg/min voi ligikaudu vahemalt 40,0 pg/kg/min voi ligikaudu vahemalt 50,0
Hg/kg/min véi ligikaudu vahemalt 60,0 pg/kg/min voi ligikaudu vdhemalt 70,0 pg/kg/min
vOi ligikaudu véhemalt 80,0 ug/kg/min voi ligikaudu vdhemalt 90,0 pg/kg/min voi
ligikaudu véhemalt 100,0 pg/kg/min vGi enam. Jargmises variandis manustatakse
indiviidile Ghendit naiteks ravimkoostises, mis on sobiv veenisiseseks manustamiseks,
koguses vahem kui ligikaudu 100,0 pg/kg/min vai vdhem kui ligikaudu 90,0 pg/kg/min
voi vdhem kui ligikaudu 80,0 pg/kg/min voi vahem kui ligikaudu 80,0 pg/kg/min voi
vahem kui ligikaudu 70,0 pg/kg/min véi véhem kui ligikaudu 60,0 pg/kg/min vdi vahem
kui ligikaudu 50,0 pg/kg/min voi vahem kui ligikaudu 40,0 pg/kg/min voi vahem kui
ligikaudu 30,0 pg/kg/min véi vahem kui ligikaudu 20,0 pg/kg/min voi vahem kui
ligikaudu 10,0 pg/kg/min v6i vahem kui ligikaudu 5,0 pg/kg/min voi vahem kui ligikaudu
2,5 pug/kg/min voi vdhem kui ligikaudu 1,0 pg/kg/min voi vahem kui ligikaudu 0,5
pg/kg/min vGi vahem kui ligikaudu 0,05 pg/kg/min voi vahem kui ligikaudu 0,15
ug/kg/min véi vahem kui ligikaudu 0,1 pg/kg/min vdi vahem kui ligikaudu 0,05
pg/kg/min véi vahem kui ligikaudu 0,01 pg/kg/min.

Kaesolevaga avaldatu kasitleb veel komplekte, mis sisaldavad (hte voi mitut
siinkirjeldatud Ghendit. Komplektid véivad sisaldada mis tahes siin avaldatud {ihendit
ja kasutusjuhendit. Uhend vdidakse valmistada mis tahes aktsepteeritavas vormis.
Komplekte vdidakse kasutada mis tahes (hel v6i mitmel siinkirjeldatud pohjusel ning
vastavalt vdivad need sisaldada kasutusjuhendeid mis tahes Uhe vbi mitme
siinesitatud  kasutuse kohta (nt sldamepuudulikkuse vbi isheemia-
reperfusioonikahjustuse ravi ja/véi ennetamine ja/vdi selle tekkimise ja/vdi arenemise
edasilikkamine).
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Komplektid sisaldavad tavaliselt sobivaid pakendeid. Komplektid voivad sisaldada
Ghte vOi mitut mahutit, mis sisaldab mis tahes siinkirjeldatud Ghendit. lga komponent
(kui komponente on ule 0he) vdib olla pakitud eraldi mahutisse v6i méned
komponendid vdivad olla kombineeritud Ghte mahutisse, kui seda voimaldab nende
ristreaktiivsus ja sailivusaeg.

Komplektid vdivad valikuliselt sisaldada juhendeid, tavajuhul kirjalikke juhendeid, kuigi
sobivad on ka elektroonilised andmekandjad (nt diskett v4i optiline ketas), mis
sisaldavad juhiseid kaesolevaga avaldatuga seotud meetodite komponentide
kasutamise kohta (nt sidamepuudulikkuse vdi isheemia-reperfusioonikahjustuse ravi
ja/voi ennetamine ja/voi selle tekkimise ja/voi arenemise edasiliikkamine). Komplektis
sisalduvad juhised sisaldavad tavaliselt teavet komponentide ja nende manustamise
kohta indiviidile.

Jargmised naited on toodud leiutise erinevate teostuste illustreerimiseks ning need ei
ole mdeldud leiutist Ghelgi viisil piirama.

TEOSTUSNAIDE

Jargmistes naidetes on kdik HPLC-anallilisid tehtud automaatse proovivotjia CTC PAL
HTS abil, mis on varustatud UV-detektoriga Waters 2487 ja mida kaitatakse
binaarpumbaga Agilent G1312A. Retentsiooniaja (Tr) véljaselgitamiseks kasutati
jargmist meetodit ja kolonni: 0—100% B [MeCN : Hz20 : 0,2% HCO:2H], gradiendiga 2,5
min, 0,5 min ooteaeg, 215 nm, Atlantis dC18 2,1 x 50 mm, 5 um.

Koik TMR-id on salvestatud spektromeetriga Bruker AVANCE 400MHz, mis t66tab
keskkonnatemperatuuril sondiga ja millel kasutatakse seesmist deuteeriumlukku.
Keemilised nihked esitatakse osadena miljoni kohta (ppm) tetrametiidlsilaani (TMS)
suhtes vaikesel sagedusel. Labivalt kasutatakse standardliihendeid (s - singlett, br. s
— lai singlett, d — dublett, dd — dublettide dublett, t — triplett, q — kvartett, quin - kvintett,
m — multiplett). Sidestuskonstandid esitatakse hertsides (Hz).

Kéik mikrolainereaktsioonid tehti uurimissiisteemi CEM abil vastavalt
standardmeetoditele.

Naide 1. Uhendite valmistamine vastavalt Uildisele siinteesiskeemile A

Skeemil A naidatud slnteesimeetodi vérdlusnditena on allpool kirjeldatud
tksikasjalikult 2-bromo-N-hiidroksiibenseensulfoonamiidi valmistamist.
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Hudrokstalamiinvesinikkloriidi (0,82 g, 0,012 mol) lahusele vees (1,2 ml) temperatuuril
0 °C lisati tilkhaaval kaaliumkarbonaadi lahus (1,6 g, 0,012 mol) vees (1,8 ml), hoides
sisemist reaktsioonitemperatuuri vahemikus 5 °C kuni 15 °C. Reaktsioonisegu segati
15 minutit ning siis lisati THF (6 ml) ja MeOH (1,5 ml). Osade kaupa lisati 2-
bromobenseensulfoniulkloriid (1,51 g, 0,006 mol), hoides temperatuuri alla 15 °C, ning
reaktsioonisegu segati Umbritseval temperatuuril, kuni TLC-ga tuvastati
sulfonddlkloriidi taielik &ratarbimine. Saadud suspensioon kontsentreeriti, et
eemaldada koik lenduvad ained, ning vesisuspensioon ekstraheeriti dietlidleetriga
(2 x 100 ml). Orgaaniline osa kuivatati magneesiumsulfaadiga, filtreeriti ja
kontsentreeriti vaakumis, saades to6tlemata N-hiidroksisulfoonamiidi. See puhastati
silikageelkromatograafia abil, elueerides heksaani/eetriga (1 : 1 maht/maht), saades
nimihendi tahke valge ainena (0,30 g, saagis 20%). 5H (400 MHz, DMSOQ) 9,81-9,84
(1H, m), 9,78-9,81 (1H, m), 7,99 (1H, dd, 7,7, 1,8 Hz), 7,86 (1H, dd, 7,6, 1,5 Hz), 7,55-
7,64 (2H, m); Tr = 1,44 min.

Kasutades Ulalpool esitatud katsetingimusi ning asjakohaseid léhteaineid, mis olid kas
kaubanduslikult saadaval voi mis stinteesiti standardmeetoditel, valmistati jargmised
dhendid.

Keemiline nimetus 'H-TMR Tr
2,6-dikloro-N-hiidroksii- O (400 MHz, DMSO) 9,92 (1H, d, 3,0 Hz), 9,77(1,52
benseensulfoonamiid* (1H, d, 2,9 Hz), 7,59-7,69 (3H, m)
4-bromo-N-hidroks(- o (400 MHz, DMSO) 9,70-9,72 (1H, m), 9,67—{1,56
benseensulfoonamiid* 9,69 (1H, m), 7,83-7,88 (2H, m), 7,73-7,78 (2H,

m)
3-bromo-N-hiidroksi- On (400 MHz, DMSO) 9,75 (1H, d, 8,1 Hz), 9,77|1,57
benseensulfoonamiid* (1H, s), 7,92 (1H, d, 8,1 Hz), 7,95 (1H, t, 1,7 H2),

7,84 (1H, d, 7,8 Hz), 7,60 (1H, t, 7,9 Hz)

2-bromo-4-fluoro-N- 6x (400 MHz, DMSO) 9,86 (1H, d, 2,7 Hz2), 9,811,562
hadroksiibenseensulfoonamiid* (1H, d, 2,9 Hz), 8,04 (1H, dd, 8,9, 6,0 Hz), 7,88
(1H, dd, 8,6, 2,4 Hz), 7,52 (1H, td, 8,6, 2,4 Hz)

2,5-ditrifluorometiidil-N- 61 (400 MHz, DMSO) 10,49 (1H, br. s), 10,18|1,88
hidrokslbenseensulfoonamiid*  |(1H, s), 8,42 (1H, s), 8,25-8,33 (2H, m)




39 EE - EP 2 586 435 B1
Keemiline nimetus H-TMR Tr
tiofeen-2-N-hiidroks(i- 84 (400 MHz, DMSO) 9,77 (1H, s), 9,67 (1H, s),|0,99
sulfoonamiid* 8,02 (1H, dd, 4,9, 1,2 Hz). 7,65 (1H, d, 3,7 Hz),
7,23 (1H, dd, 4,6, 3,9 H2)
4-bromotiofeen-3-N- 61 (400 MHz, DMSO) 9,84 (1H, d, 3,2 Hz), 9,80-(1,32

hidroksusulfoonamiid*

9,82 (1H, m), 8,06 (1H, d, 5,1 Hz), 7,30 (1H, d,
5,1 Hz)

2-kloro-4-fluoro-N-
hidroksibenseensulfoonamiid*

Oun (400 MHz, DMSO) 9,84 (1H, d, 2,9 Hz), 9,80
(1H, d, 2,9 Hz), 8,04 (1H, dd, 8,9, 6,0 Hz), 7,73
(1H, dd, 8,8, 2,7 Hz), 7,47 (1H, d, 8,5, 2,6 Hz)

1,46

2,3-dikloro-N-hiidroks(i-
benseensulfoonamiid*

BH (400 MHz, DMSO) 10,01 (1H, d, 2,7 Hz), 9,87
(1H, d, 2,7 Hz), 7,98 (1H, d, 7,8 Hz), 7,97 (1H, 5),
7,60 (1H, 1, 8,1 Hz)

1,63

2-kloro-4-bromo-N-
hidroksibenseensulfoonamiig*

o (400 MHz, DMSO) 9,90 (1H, s), 9,83 (1H, s),
8,01 (1H, d, 2,0 Hz), 7,86-7,91 (1H, m), 7,79—
7,84 (1H, m)

1,70

tiofeen-3-N-hidroks-
sulfoonamiid*

On (400 MHz, DMSO) 9,60 (1H, d, 3,2 Hz), 9,53
(1H, d, 3,2 Hz), 8,24 (1H, dd, 2,8, 1,1 Hz), 7,75
(1H, dd, 5,0, 3,1 Hz), 7,36 (1H, dd, 5,1, 1,2 Hz)

0,90

2-nitro-4-trifluorometudl-N- On (400 MHz, DMSO) 10,46 (1H, d, 1,7 Hz),[1,80
hidroksiibenseensulfoonamiid® 10,17 (1H, d, 2,3 Hz), 8,60 (1H, s), 8,36 (1H, s),

8,26 (1H, d, 8,2 H2)
3,4,5-trifluoro-N-hiidroksi- On (400 MHz, DMSO) 9,89 (1H, d, 3,0 Hz), 9,88/1,58

benseensulfoonamiid*

(1H, d, 3,0 Hz), 7,76 (2H, 1, 6,7 H2)

2-jodo-N-hidroks(-
benseensulfoonamiid*

on (400 MHz, DMSO) 9,78 (1H, d, 2,8 Hz), 9,72
(1H, d, 2,9 Hz), 8,15 (1H, dd, 7,8, 0,9 Hz), 7,96
(1H, dd, 8,0, 1,5 Hz), 7,61 (1H, dd, 15,4, 0,9 Hz),
7,33 (1H, td, 7,6, 1,5 Hz)

1,50




40

EE - EP 2 586 435 B1

Keemiline nimetus

'H-TMR

Ta

4-fentitl-5-trifluorometuditiofeen-
3-N-hiidroksiisulfoonamiid*

B (400 MHz, DMSO) 9,70 (1H, s), 9,58 (1H, br.
s), 8,60 (1H, s), 7,37-7,44 (3H, m), 7,31-7,33
(2H, m)

2,00

1,3-di-N-hidroksi- ou (400 MHz, DMSO) 9,88 (2H, br. s), 9,81 (2H,(1,03
benseensulfoonamiid s), 8,28 (1H, t, 1,7 Hz), 8,14 (2H, dd, 7,8, 1,8 Hz),

7,90 (1H, t, 7,9 Hz)
2,5-difluoro-N-hiidroksii- o4 (400 MHz, DMSO) 9,91 (2H, s), 7,77 (1H, tt,(1,18

benseensulfoonamiid*

8,5, 6,1 Hz), 7,31 (2H, t, 8,9 Hz)

N-hidroksii-2-metaansulfonGul-
benseensulfoonamiid

du (400 MHz, DMSO) 10,12 (1H, d, 3,5 Hz), 8,96
(1H, d, 3,5 Hz), 8,25-8,27 (1H, m), 8,16-8,21
(1H, m), 7,99-8,04 (2H, m), 3,47 (3H, s)

1,31

2,4-dibromo-N-hudroksa-
benseensulfoonamiid”

5u (400 MHz, DMSO) 9,93 (1H, d, 2,9 Hz), 9,84
(1H, d, 2,9 Hz), 8,16 (1H, d, 1,5 Hz), 7,88 (1H, s),
7,87 (1H, d, 1,7 Hz)

1,76

2-kloro-4-trifluorometil-V-
hidroksubenseensulfoonamiid*

ou (400 MHz, DMSO) 10,13 (1H, d, 2,9 Hz), 9,94
(1H,d, 2,7 Hz), 8,15 (1H, d, 1,0 Hz), 8,19 (1H, d,
8,3 Hz), 7,99 (1H, dd, 8,4, 1,1 Hz)

1,81

2,4,6-triisopropidl-N-hiidroksi-
benseensulfoonamiid*

51 (400 MHz, DMSO) 9,34 (1H, d, 3,0 Hz), 9,28
(1H, d, 2,9 Hz), 7,24 (2H, s), 4,05—4,19 (2H, sept,
6,8 Hz), 2,87-2,97 (1H, sept, 6,9 Hz), 1,20 (18H,
, 6,9 Hz)

2,30

3,5-dimetiiilisoksasool-4-N-
hiidroksusulfoonamiid*

On (400 MHz, DMSO) 9,80 (1H, d, 3,2 Hz), 9,64
(1H, d, 3,2 Hz), 2,60 (3H, s), 2,34 (3H, s)

2,4-difluoro-N-hidroksa-
benseensulfoonamiid*

Ou (400 MHz, DMSO) 9,81 (1H, d, 2,9 Hz), 9,77
(1H, d, 2,9 Hz), 7,88 (1H, td, 8,6, 6,4 Hz), 7,56
(1H, ddd, 10,3, 9,4, 2,6 Hz), 7,33 (1H,d, 7,7, 1,7
Hz)

4-bromo-2,5-diklorotiofeen-3-N-
hadroksisulfoonamiid®

8n (400 MHz, DMSO) 9,92 (1H, d, 2,4 Hz), 9,86
(1H, d, 2,7 Hz)

1,79
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Keemiline nimetus H-TMR Tr
kinoliin-8-N-hiidroksi- On (400 MHz, DMSO) 9,83 (1H, d, 3,7 Hz), 9,21]|1,34
sulfoonamiid* (1H, d, 3,7 Hz), 9,09 (1H, dd, 4,4, 1,7 Hz), 8,60

(1H, dd, 8,3, 1,7 Hz), 8,39 (1H, s), 8,39 (1H, dd,
16,4, 1,2 Hz), 7,83 (1H, d, 7,8 Hz), 7,76 (1H, dd,

8,4, 4,3 Hz)
5-metddlbenso[bjtiofeen-2-N- Bu (400MHz, DMSO) 9,90 (1H, d, 3,2 Hz), 9,86/1,81
hiidroksisulfoonamiid®* (1H, d, 3,1 Hz), 7,97-8,01 (2H, m), 7,87 (1H, s),

7,39 (1H, dd, 8,6, 1,5 Hz), 2,44 (3H, s)

bensofuraan-2-N- ou (400 MHz, DMSO) 10,25 (1H, d, 2,8 Hz), 9,87 1,58
hidroksusulfoonamiid® (1H, d, 2,8 Hz), 7,84 (1H, d, 7,8 Hz), 7,72 (1H, d,
0,8 Hz), 7,75 (1H, d, 8,5 Hz), 7,56 (1H, ddd, 8,4,
7,2, 1,3 Hz), 7,42 (1H, dd, 15,1, 0,6 Hz)

1-metdidl-1 H-plrasool-3-N- 5w (400 MHz, DMSO) 9,61 (1H, d, 3,2 Hz), 9,490,47
hiidrokstisulfoonamiid® (1H, d, 1,0 Hz), 7,89 (1H, d, 2,2 Hz), 6,68 (1H, d,
2,2 Hz), 3,94 (3H, s)

4-fluoronaftaleen-1-N- Ox (400 MHz, DMSO) 9,87 (1H, d, 2,9 Hz), 9,64]1,72
hidroksisulfoonamiid® (1H, d, 2,9 Hz), 8,75 (1H, d, 8,3 Hz), 8,19-8,25
(2H, m), 7,81 (2H, ddd, 12,0, 8,3, 1,2 Hz), 7,56
(1H, dd, 10,0, 8,3 Hz)

3-bromotiofeen-2-N- On (400 MHz, DMSO) 9,83-9,86 (1H, m), 9,81~(1,32
hadroksisulfoonamiid® 9,83 (1H, m), 8,05 (1H, d, 5,1 Hz), 7,30 (1H, d,

5,1 Hz)
propaan-2-N-hidroksi- On (400 MHz, DMSO) 9,44 (1H, d, 2,2 Hz), 9,24
sulfoonamiid* (1H, s), 3,39-3,50 (1H, sept, 6,9 Hz), 1,25 (6H,

d, 6,9 Hz)

metail-N-h(droksOsulfoonamiid* |On (400 MHz, DMSO) 9,56 (1H, d, 3,4 Hz), 9,03
(1H, d, 3,4 Hz), 2,92 (3H, s)

bifendaal-2- N-hiidroks(- Ox (400 MHz, DMSO) 9,63 (1H, br. s), 9,51 (1H,|1,74
sulfoonamiid* s), 8,00 (1H, dd, 7,8, 1,2 Hz), 7,67 (1H, dd, 7,5,
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Keemiline nimetus H-TMR Tr

1,3 Hz), 7,62 (1H, dd, 7,7, 1,3 Hz), 7,34-7,41
(6H, m)

* Vordlusnaited

Jargmiste Ghendite (1)-(10) [mis on vérdiusndited] valmistamisel kasutati jargmist
protseduuri, mis voib hdéimata Glaltoodud naidisreaktsiooni modifikatsioone.

2-fluoro-N-hldrokstibenseensulfoonamiid (1). *H-TMR (400 MHz, DMSO-ds) 5 9,78 (d,
1H), 9,73 (d, 1H), 7,81 (dt, 1H), 7,76 (m, 1H), 7,44 (m, 2H); st° 127- 129 °C.
2-kloro-N-hiidroksibenseensulfoonamiid (2). 'H-TMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 9,80 (s,
1H), 9,78 (bs, 1H), 8,00 (d, 1H), 7,68 (d, 2H), 7,56 (m, 1H); st° 152— 155 °C
lagunemisega.

2-bromo-N-hidroksibenseensulfoonamiid (3). 'H-TMR (400 MHz, DMSO-ds) 5 9,82
(s, 1H), 9,78 (bs, 1H), 8,00 (d, 1H), 7,86 (d, 2H), 7,60 (m, 1H); st° 156-159 °C

lagunemisega.

2-(trifluoromettidl)-N-hidrokstibenseensulfoonamiid (4). '‘H-TMR (400 MHz, DMSO-
de) 6 10,12 (d, 1H), 9,91 (d, 1H), 8,12 (d, 1H), 8,01 (d, 1H), 7,93 (t, 1H), 7,87 (t, 1H);
st°124— 127 °C lagunemisega.

5-klorotiofeen-2-sulfohlidroksaamhape (5). 'H-TMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 9,90 (d,
1H), 9,72 (d, 1H), 7,54 (d, 1H), 7,30 (d, 1H), *C-TMR (100 MHz, DMSO-ds) & 136,0,
135,5, 133,4, 127.9; st° 94-95 °C lagunemisega.

2,5-diklorotiofeen-3-sulfohlidroksaamhape (6). 'H-TMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 9,88
(s, 2H), 7,30 (s, 1H); 3C-TMR (100 MHz, DMSO-de) & 133,3, 131,7,127,1, 126,0; st°
118- 122 °C lagunemisega.

4-fluoro-N-hldroksiibenseensulfoonamiid (7). TMR eelnevalt teatatud.

4-(trifluorometQil)-N-hiidrokslibenseensulfoonamiid (8). 'H-TMR (400 MHz, DMSO-
ds) 5 9,85 (d, 1H), 9,80 (d, 1H), 8,05 (m, 4H); st° 117— 121 °C lagunemisega.

4-tstiano-N-hldroksubenseensulfoonamiid (9). *H-TMR (400 MHZ, DMSO-ds) 6 9,88
(d, 1H), 9,81 (d, 1H), 8,12 (d, 2H), 8,00 (d, 2H); st° 151— 155 °C lagunemisega.

4-nitro-N-hlidroksibenseensulfoonamiid (10). TMR eelnevalt teatatud.
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60 mmol (2 ekv) hidrokslilamiinvesinikkloriidi lahustati 12 ml vees ja jahutati
jadvannis temperatuurini 0 °C. Segamise ajal lisati tilkhaaval 60 mmol (2 ekv)
kaaliumkarbonaadi lahust 18 ml vees. Lahust segati 15 min, seejarel lisati jarjest 25 ml
metanooli ja 75 ml tetrahtdrofuraani. Tilkhaaval lisati 30 mmol (1 ekv) sulfontilkloriidi
lahust 10 ml tetrahGdrofuraanis ja saadud lahusel lasti 2-3 tunni jooksul soojeneda
toatemperatuurile, samal ajal segades. Lenduvad ihendid aurustati alardhul ning lisati
100 ml vett. Vesilahus muudeti happeliseks umbes pH-ni 3, kasutades 1 N
vesinikkloriidhappe vesilahust, ja ekstraheeriti dietllleetriga (2 x 100 ml). Orgaaniline
kiht kuivatati magneesiumsulfaadiga ja aurustati, saades koéikidel juhtudel piisavalit
puhtad kristallilised tahked ained (saagis 25-50%).

Naide 2. Uhendite valmistamine vastavalt (ildisele stinteesiskeemile B

Skeemil B naidatud sinteesimeetodi vordlusnditena on allpool kirjeldatud
Uksikasjalikult N-bensulloksu-2-bromobenseensulfoonamiidi

Q H
N\ N
\S/ ~o

\
0

Br

valmistamist.

O-bensiilhidroksitlamiinvesinikkloriidi suspensioonile (3,75 g, 23,48 mmol) MeOH-
s (3 mi) ja vees (3,6 ml) lisati kaaliumkarbonaadi (3,24 g, 23,48 mmol) lahus vees
(3,6 ml), hoides reaktsiooni sisetemperatuuri alla 10 °C. Reaktsioonisegu segati 5
minutit, seejarel lisati THF (12 ml) ja 2-bromobenseensulfonillkiorid (3 g,
11,74 mmol). Reaktsioonisegu segati keskkonnatemperatuuril, kuni TLC abil tdheldati,
et sulfonldlkloriid oli taielikult ara tarbitud. Saadud suspensioon kontsentreeriti in
vacuo, et eemaldada lenduvad ained, ning vesisuspensioon ekstraheeriti
dietltleetriga (3 x 100 ml). Orgaaniline kiht kuivatati naatriumsulfaadiga, filtreeriti ja
kontsentreeriti in vacuo, saades soovitud toorihendi. Puhastamiseks tritureeriti tahket
Ohendit heptaanis, millele jargnes tahke Uhendi filtreerimine ja uus pesemine
heptaaniga, mis andis soovitud (ihendi tahke valge ainena (3,62 g, saagis 90%). Ou
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(400 MHz, DMSO) 10,83 (1H, s), 8,04 (1H, d, 1,7 Hz), 8,02 (1H, d, 1,9 Hz), 7,57-7,66
(2H, m), 7,30-7,36 (5H, m), 4,87 (1H, s); Tr = 2,15.

Vordlusndite pohjal vdib  N-benslililoks(-2-bromobenseensulfoonamiidi  edasi
derivatiseerida, nagu on kirjeldatud N-bensiiloksii-2-fentitilbenseensuifoonamiidi
stinteesi juures.

Mikrolaineviaali lisati Gksteise jarel N-bensiililoksii-2-bromobenseensulfoonamiid
(0,2 g, 0,58 mmol), benseenboroonhape (0,11 g, 0,88 mmol), Pd(dppf)Cl2 (0,05 g,
0,06 mmol), THF (3 ml), seejarel kaaliumkarbonaadi vesilahus (2 N, 1,5 mi). Segu
kuumutati mikrolaineahjus 15 minutit 130 °C juures (5-minutilise rambiga, vdimsus =
150 W). Reaktsioonisegu lahjendati seejérel etiiilatsetaadiga (20 ml) ja orgaaniline
kiht pesti veega (2 x 20 ml). Orgaaniline kiht kuivatati naatriumsulfaadiga, filtreeriti ja
kontsentreeriti in vacuo. Toorsegu puhastati seejérel kolonnkromatograafia abil
silikageelil, elueerides heptaani/etiililatsetaadiga (9 : 1 maht/maht), saades nimitihendi
varvitu Glina (0,12 g, saagis 60%). &1 (400 MHz, DMSO) 10,61 (1H, s), 8,06 (1H, dd,
7,8, 1,2 Hz), 7,77 (1H, td, 7,3, 1,5 Hz), 7,69 (1H, td, 7,5, 1,4 Hz), 7,40-7,46 (9H, m),
7,33-7,35 (2H, m), 4,82 (2H, s); Tr = 1,74 min.

Vordlusnéite pdhjal voib N-bensiililoksii-2-fentidlbenseensulfoonamiidi kaitseriihma
eemaldada jargmiselt, saades vastava N-hiidrokstsulfoonamiidi.
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N-bensitloksi-2-fenitlbenseensulfoonamiidi (1,39 g, 4,1 mmol) suspensioonile
EtOH-s (20 ml) lisati 10% pallaadium soel (0,14 g). Reaktsioonisegu segati
vesinikukeskkonnas  keskkonnatemperatuuril ja  atmosfaarirchul Gle 6.
Reaktsioonisegu filtreeriti 1abi klaasmikrokiududest paberi. Saadud filtraat
kontsentreeriti in vacuo ja jadk puhastati kolonnkromatograafia abil silikageelil,
elueerides heptaani/etiillatsetaadiga (gradient 9 : 1 kuni 8 : 2 maht/maht). Nimitihend
saadi tahke valge ainena (0,24 g, saagis 22%). 64 (400 MHz, DMSO) 9,68 (1H, s),
9,57 (1H, s), 8,06 (1H, dd, 7,8, 1,2 Hz), 7,74 (1H, td, 7,3, 1,5 Hz), 7,67 (1H, td, 7,6, 1,3
Hz), 7,40-7,46 (6H, m).

Naiide 3. Uhendite valmistamine vastavalt tldisele siinteesiskeemile C

Skeemil C néidatud sunteesimeetodi vordlusnditena on allpool kirjeldatud
Uksikasjalikult 4-bromo-N-(tetrahlidropiraan-2-iiiiloks{i)benseensulfoonamiidi

valmistamist.

O-(tetrahudro-2 H-puraan-2-idl)hiidrokstdlamiini (1,83 g, 15,65 mmol) lahusele vees
(1,6 ml) lisati temperatuuril 0 °C tilkhaaval kaaliumkarbonaadi (1,1 g, 7,83 mmol) lahus
vees (2,4 ml), hoides reaktsiooni sisetemperatuuri alla 10 °C. 15 minuti parast lisati
tiikhaaval MeOH (2 ml) ja THF (8 ml), mille jarel lisati osade kaupa 4-
bromobenseensulfonudlklorid (2 g, 7,83 mmol). Reakisioonisegu segati
keskkonnatemperatuuril, kuni TLC abil téheldati, et sulfonitlkloriid oli tdielikult &ra
tarbitud. Saadud suspensioon kontsentreeriti, et eemaldada lenduvad ained, ning
vesisuspensioon ekstraheeriti dietlilileetriga (3 x 100 ml). Orgaaniline osa kuivatati
naatriumsulfaadiga, filireeriti ja kontsentreeriti in vacuo, saades soovitud toorihendi.
See puhastati kolonnkromatograafiaga silikageelil, elueerides
heptaani/etiililatsetaadiga (gradient 9 : 1 kuni 7 : 3 maht/maht), saades nimiGhendi
tahke valge ainena (2,1 g, saagis 80%). ox (400 MHz, DMSO) 10,53 (1H, s), 7,86—
7,90 (2H, m), 7,75-7,79 (2H, m), 4,94 (1H, t, 2,93 Hz), 3,70-3,76 (1H, m), 3,48-3,52
(1H, m), 1,59-1,68 (1H, m), 1,39-1,52 (5H, m); Ta = 2,03 min.
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Vérdlusnéite pohjal vdib 4-bromo-N-(tetrahlidropiiraan-2-
ddloksil)benseensulfoonamiidi edasi modifitseerida bifenitil-2-N-
hudrokstsulfoonamiidiks, nagu on kirjeldatud allpool.

H
QR
S OH
\\!
/© O
Br

4-bromo-N-(tetrahidropiiraan-2-tiiloksii)benseensulfoonamiidi (0,1 g, 0,3 mmol)
lahusele MeOH-s (2 ml) lisati MP-tosliilhappe vaik (91 mg, 3,3 mmol/g).
Reaktsioonisegu segati keskkonnatemperatuuril, kuni LC abil taheldati, et Idhteaine on
taielikult ara tarbitud. Seejarel filtreeriti vaik vélja ja pesti MeOH-ga (2 x 5 ml). Saadud
filtraat kontsentreeriti in vacuo, saades nimiGthendi varvitu 6lina (0,08 g, saagis 100%).
On (400 MHz, DMSO) 9,70 (1H, d, 3,2 Hz), 9,67 (1H, d, 3,4 Hz), 7,84-7,88 (2H, m),
7,73-7,77 (2H, m); Tr = 1,60 min.

Naide 4. HNO vabanemise kineetika
Uhendite lagunemise kiiruse saab maarata UV-Vis-spektroskoopia abil.

Néite 1 Ghendite 1-4 ja 6 lagunemist jalgiti UV-Vis-spektroskoopia abil 0,1 M PBS-
puhvris pH 7,4 juures ja temperatuuril 37 °C. Spekter oli isosbestiline ning ajakover
sobitus hasti {lhe ja sama eksponentsiaaliga. Lagunemine on aereeritud lahustes
kiirem kui argooniga killastunud lahustes, kuna tekib hapnikséltuv lagunemine ja on
naidatud, et selle kdigus eraldub alglihendist N-hidroksiibenseensulfoonamiidist (PA)
NO (Bonner, F.T.; Ko., Y. Inorg. Chem. 1992, 31, 2514-2519). Naites 1 toodud
thendite 5, 7-10 lagunemise kineetika ei ole esimest jarku reaktsioon ja seega on
toodud vaid umbkaudsed poolestusajad. Allpool olevas tabelis tdhendavad thendi
juures samas tulbas mitu numbrit kahe sama ainega tehtud katse tulemusi.

Uhend tw (Ar) (min) tw (6hk) (min) koz/Kar
1* 17,5; 18,0 2,67:4,0 5,82
2* 3,61: 4,0 1,75:1,9 1,06

3" 1,05; 2,1 0,68; 1,2 0,55




10

15

20

47 EE — EP 2 586 435 B1

Uhend tw (Ar) (min) tw (0hk) (min) koz2/kar
4* 0,96; 1,2 0,55;0,6 0,75
5* 18,8 6.3

6* 9,17 2,60 2,52
7" 72,1,72,2 10,0; 10,0

8* 33,0; 33,0 7,0,7,0

9* 17,8 4,0

10* 5,78, 19,2 3,3, 4,2

* Vordlusnaide
Naide 5. HNO saamine N20 kvantifitseerimise abil
HNO lagunemise kiiruse saab maarata UV-Vis-spektroskoopia abil.

Dilammastikoksiid saadakse HNO dimerisatsiooni ja dehuidreerimise abil ning on HNO
saamisel kdige sagedamini kasutatav marker (Fukuto, J.M.; Bartberger, M.D.; Dutton,
A.S.; Paolocci, N.; Wink, D.A.; Houk, K.N. Chem. Res. Toxicol. 2005, 18, 790-801).
Siiski saab HNO hapniku abil osaliselt kustutada, nii et tekib saadus, mis ei tooda N20-
d (vt (a) Mincione, F.; Menabuoni, L.; Briganti, F.; Mincione, G.; Scozzafava, A.;
Supuran, C.T. J. Enzyme Inhibition 1998, 13, 267-284 ja (b) Scozzafava, A.; Supuran,
C.T. J. Med. Chem. 2000, 43, 3677-3687). Vordlusnaite puhul uuriti ndite 1 Ghenditest
2-4 vabanenud N20 suhtelist hulka GC Headspace'i analliisi abil, kasutades
etalonina Angeli soola (AS). Joonisel fig. 1 ndidatud tulemustest on ndha, et Ghenditest
2-4 vabanenud N20 on vorreldav AS-st eralduvate kogustega nii argooni kui ka 6hu
keskkonnas.

Hinnati Ghendite voimet vabastada nitroksuili pH 7,4 juures PBS-puhvris temperatuuril
37 °C. Konkreetsemalt testiti tabelites 1-3 esitatud Uhendeid ja teatud ihendeid
tabelist 4, hinnates nende véimet vabastada nitroksiitli pH 7,4 juures PBS-puhvris
temperatuuril 37 °C. Koik testitud dhendid, v.a 2-fenall-N-
hiidroksiibenseensulfoonamiid, tootsid tuvastataval tasemel N2O-d, mis tdhendab, et
need olid vbimelised vabastama nitroksauli. 2-fendul-N-
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hidroksiibenseensulfoonamiidi voib testida korduvalt kinnitamaks, kas see on
nitroksadlidoonor voi mitte.

Néide 6. In vitro mudeli kasutamine, et vélja selgitada (ihendite valemiga (l) véime
ravida, ennetada ja/vdi edasi IOkata nitroksddlravile tundliku haiguse voi
haigusseisundi teket ja/v6i arengut

a. Studame-veresoonkonna haigused véi haigusseisundid

Stdame-veresoonkonna haiguste in vitro mudeleid saab kasutada selleks, et maérata
siin kirjeldatud Ghendite vdimet ravida, ennetada ja/vGi edasi Iikata siidame-
veresoonkonna haiguse voi haigusseisundi teket v6i arengut indiviidil. Allpool
kirjeldatakse nditlikku siidamehaiguse in vitro mudelit.

In vitro mudeleid saab kasutada ihendite veresooni 160gastava toime hindamiseks.
MG6ta saab roti rinnaaordi eraldatud rongassegmendi isomeetrilist pinget, nagu seda
on varem kirjeldanud Crawford, J.H., Huang, J, Isbell, T.S., Shiva, S., Chacko, B.K.,
Schechter, A., Darley-Usmar, V.M., Kerby, J.D., Lang, J.D., Krauss, D., Ho, C.,
Gladwin, M.T., Patel, R.P., Blood 2006, 107, 566—-575. Parast surmamist ldigatakse
vdlia aordi rongassegmendid ning puhastatakse rasvast ja kudedest. Seejarel
Idigatakse veresooned Uksikuteks rongassegmentideks (laius 2-3 mm) ja riputatakse
nihkejbu muunduri kilge koevannis. Rongassegmente hoitakse 37 °C juures
vesinikkarbonaatpuhverdatud Krebsi-Henseleiti (K-H) lahuses, mille koostis on
jargmine (mM): NaCl 118, KCI 4,6, NaHCO3 27,2, KH2PO4 1,2, MgSQ4 1,2, CaClz 1,75,
Naz2EDTA 0,03 ja glikoos 11,1, ning perfundeeritakse pidevalt 21% Oz2/ 5% CO2/74%
N2-ga. Kdéikidele rongassegmentidele rakendatakse passiivne koormus 2 g ning
sailitatakse seda kogu eksperimendi aja. Iga eksperimendi alguses depolariseeritakse
indometatsiiniga tdddeldud rdngassegmente KCl-ga (70 mM) veresoone maksimaalse
kontraktilse vbime maaramiseks. Seejdrel loputatakse rongaid hoolikalt ja
vGimaldatakse taheneda. Edasiste eksperimentide puhul kontraheeritakse veresooned
submaksimaalselt (50% KCI-i reaktsioonist) fentilefriiniga (PE, 3 x 108 - 107 M) ja
lisatakse ka L-NMMA, 0,1 mM, et parssida eNOS ja endogeense NO tootmist. Parast
seda, kui pinge on joudnud platooni, lisatakse veresoonte vanni kumulatiivselt
nitroksGili vabastavad Gihendid ja jalgitakse mdju pingele.

In vitro mudeleid saab kasutada nitroks(iili vabastavate hendite méju maaramiseks
tekkinud pinge muutusele ja intratsellulaarsele kaltsiumile siidamelihases. Tekkinud
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joudu ja intratsellulaarset kaltsiumi saab mdota nii tervete kui ka haigete rottide (st
kongestiivse sidamepuudulikkuse véi miokardi hlpertroofiaga rottide) trabeekulites,
nagu kirjeldatud eespool (Gao WD, Atar D, Backx PH, Marban E. Circ Res. 1995, 76,
1036—1048). Neis eksperimentides kasutatakse rotte (Sprague-Dawley, 250-300 g).
Rottidele tehakse anesteesia pentobarbitaaliga ( 100 mg/kg) intraabdominaalse
sUstimise teel, sida paljastatakse keskmise sternotoomiaga, eemaldatakse kiiresti ja
asetatakse lahkamisanumasse. Aort kanlleeritakse ja sudant perfundeeritakse
retrograadselt (~15 mM/min) Krebsi-Henseleiti (H-K) lahkamislahusega, millele on
lisatud 95% Oz ja 5% CO2. K-H lahkamislahuse koostis (mM): NaCl 120, NaHCOs 20,
KCI 5, MgCl 1,2, gliikoos 10, CaClz 0,5 ja 2,3-butaandioonmonoksimiin (BDM) 20, pH
7,35-7,45 toatemperatuuril (21-22 °C). Sidamest eemaldatakse parema vatsakese
trabeekulid ning need kinnitatakse joumuunduri ja mootori 6la vahele ning loputatakse
normaalse K-H lahusega (KCI, 5 mM) kiirusega u 10 mi/min ja stimuleeritakse
sagedusel 0,5 Hz. Lihaste mdotmeid moddetakse dissektsioonimikroskoobi okulaaris
oleva kalibreerimisvorguga (40-kordne suurendus, lahutusvéime u 10 pm).

Joéudu mdodetakse jdumuunduri sisteemiga ja véljendatakse millinjuutonites ristlGike
ruutmilimeetri kohta. Sarkomeeri pikkust moddetakse laserdifraktsiooni abil.
Sarkomeeri pikkus rahuolekus on eksperimentides 2,20-2,30 um.

Intratsellulaarset kaltsiumi moddetakse fura-2 vaba happe vormi abil, nagu on
kirjeldatud eelnevates uuringutes (Gao WD, Backx PH, Azan-Backx M, Marban E.
Myofilament Ca2+ sensitivity in intact versus skinned rat ventricular muscle. Circ. Res.
1994, 74, 408-415. [PubMed: 8118949]; Backx PH, Gao WD, Azan-Backx MD,
Marban E. The relationship between contractile force and intracellular [Ca2+] in intact
rat cardiac trabeculae. J. Gen. Physiol. 1995, 105, 1-19. [PubMed: 7730787]; Gao
WG, Perez NG, Marban E. Calcium cycling and contractile activation in intact mouse
cardiac muscle. J. Physiol. 1998, 507, 175-184. [PubMed: 9490835]). Fura-2
kaaliumisool sustitakse mikrosistlaga iontoforeetiliselt Ghte rakku ja sellel
véimaldatakse levida ile kogu lihase (tiheliiduste kaudu). Elektroodi ots (diameetriga
u 0,2 um) taidetakse fura-2 soolaga (1 mM) ja Ulejadnud elektrood 150 mM KCl-ga.
Parast elektroodi edukat Iikkamist stimuleerimata lihase pindmisse rakku suunatakse
sinna u 15 minutiks Ohtlane hiiperpolariseeriv elektrivool voolutugevusega 5-10 nA.
Fura-2 epifluorestsentsi moddetakse ergastamisega lainepikkusel 380 ja 340 nm.
510 nm juures kogutakse fluorestsentsvalgus fotokordisti toru abil. Fotokordisti valjund
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digiteeritakse. Stabiilse oleku aktivatsiooni véimaldamiseks kasutatakse riianodiini
(1,0 pM). Parast 15-minutilist ekspositsiooni riianodiinile indutseeritakse Ihiajaliselt (u
4-8 sekundiks) erineval maaral tetaaniline aktiivsus lihaste stimuleerimisega
sagedusega 10 Hz erineva ekstratsellulaarse kaltsiumi sisaldusega (0,5-20 mM). Kdik
katsed sooritatakse toatemperatuuril (20-22 °C).

b. Haigused voi haigusseisundid, mis on seotud isheemia-reperfusiooniga

In vitro mudeleid saab kasutada ka selleks, et madrata mis tahes siin kirjeldatud
Ghendite vbimet ravida, ennetada ja/vdi edasi likata indiviidil isheemia-
reperfusioonikahjustusega seotud haiguse vdi haigusseisundi teket ja/voi arengut.

Naide 7. In vivo ja/vdi ex vivo mudelite kasutamine, et vilja selgitada (hendite
valemiga (l) vdime ravida, ennetada ja/vGi edasi likata nitroks(idlravile tundliku
haiguse vdi haigusseisundi teket ja/vdi arengut

a. Sudame-veresoonkonna haigused voi haigusseisundid

Sudame-veresoonkonna haiguste in vivo mudeleid saab kasutada selleks, et méarata
mis tahes siin kirjeldatud (ihendite vdimet ravida, ennetada ja/v6i edasi likata siidame-
veresoonkonna haiguse v6i haigusseisundi teket vOi arengut indiviidil. Allpool
kirjeldatakse naitlikku sidamehaiguse loommudelit.

Nitrokstdlidoonori in vivo kardiovaskulaarseid toimeid voib hinnata kontrollkoeral
(tervel koeral). Uuring viiakse [4bi tdiskasvanud (25 kg) segaverelistel (isastel)
teadvusel olevatel koertel, kellel on pidevalt kiiljes instrumendid hemodinaamika
analudsimiseks ja vereanalliliside votmiseks, nagu varem on kirjeldatud (Katori, T.;
Hoover, D. B.; Ardell, J. L.; Helm, R. H.; Belardi, D. F.; Tocchetti, C. G.; Forfia, P. R.;
Kass, D. A.; Paolocci, N. Circ. Res. 96 (2), 2005, Ik 234—-243). Vasakus vatsakeses
olevad mikromanomeeter-andurid annavad teavet rohu kohta, samas kui paremas
kojas ja alanevas aordis olevad kateetrid annavad teavet vedelike réhu kohta ning
voimaldavad proove votta. Endokardiaalsed sonomikromeetrid (anterioposterioorsed,
septaalsed-lateraalsed) méddavad telgede pikkust, pneumaatiline okluuder alumise
odnesveeni imber véimaldab eelkoormuse muutmist rohkude suhete analiidsimiseks.
Epikardiaalsed stimulatsioonielektroodid asetatakse paremale kojale ja teine paar
parema vatsakese vabale seinale ning UOhendatakse pisivalt téétava
stdamestimulaatoriga, mis indutseerib kiire ritmiga sidamepuudulikkuse. Parast 10-
paevast taastumisperioodi hinnatakse loomade esialgset siinusritmi ja ritmi koos
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kodade stimuleerimisega (120—-160 166ki/min). Mo6tmised hdlmavad teadvusel koertel
hemodiinaamika méaramist sidame mehaanika uurimiseks.

Uhendeid valemiga (I) manustatakse tervele kontrollkoerale annuses 1-5 pg/kg/min ja
kogutakse andmed kardiovaskulaarsisteemi kohta.

Toendus selle kohta, et dhend valemiga (I) parandab sitidame hemodiinaamikat
kongestiivse sidamepuudulikkusega sltdames: parast protokollide taitmist
normaaltingimuste juures tekitatakse tahhufrekventsi stimulatsiooniga kongestiivne
stidamepuudulikkus (210 166ki/min 3 korda n&dalas, 240 166ki/min 1 kord nadalas),
nagu varem on kirjeldatud (Katori, T.; Hoover, D. B.; Ardell, J. L.; Helm, R. H.; Belardi,
- 37 D. F.; Tocchetti, C. G.; Forfia, P. R.; Kass, D. A.; Paolocci, N. Circ. Res. 96 (2),
2005, |k 234-243). Kord nadalas moodetakse siidamepuudulikkuse progressiooni
hindamiseks I6ppdiastoolset rohku (EDP) ja + dP/dtmax. Kui loomadel tduseb EDP ule
2 korra ja dp/dtmax > 50% vorreldes algvaartusega, on nad valmis kongestiivse
stidamepuudulikkuse uuringuteks.

Testihendite vaartusi moddetakse pérast 15-minutilist plsivat intravenoosset
infusiooni (2,5 v6i 1,25 ug/kg/min) kontrollkatsetes ja stidamepuudulikkuse katsetes,
molemaid mdddetakse nii mahu taastamisega kui ilma. Vordluseks tehakse samad
hemodiinaamilised modtmised AS-iga sidamepuudulikkuse katsetes.

b. Haigused véi haigusseisundid, mis on seotud isheemia-reperfusiooniga

Ex vivo mudeleid saab kasutada selleks, et maarata ka siin kirjeldatud Ghendite vdime
ravida, ennetada ja/vdi edasi likata isheemia-reperfusioonikahjustust pdhjustava
haiguse voi haigusseisundi teket ja/voi arengut indiviidil. Naitlikku ex vivo mudelit
isheemia-reperfusioonikahjustuse kohta kirjeldatakse allpool.

Isased Wistari liini rotid majutatakse identsetesse puuridesse ning neile voimaldatakse
ad libitum juurdepdas kraaniveele ja standardsele nériliste toidule. Igale loomale
tehakse 10 minutit pérast hepariini (2500 U, i.m) manustamist i.p anesteesia
uretaaniga 1 g/kg. Rindkere avatakse, slida eemaldatakse kiiresti, asetatakse
jadkulma puhverlahusesse ja kaalutakse. Rottide isoleeritud sidamed Uhendatakse
perfusiooniaparaadiga ja perfundeeritakse retrograadselt hapnikuga rikastatud
puhverlahusega 37 °C juures. Slidamed (ihendatakse instrumentidega, nagu on varem
kirjeldanud Rastaldo et al., ,P-450 metabolite of arachidonic acid mediates bradykinin-
induced negative inotropic effect, Am. J. Physiol., 280, H2823-H2832 (2001) ja
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Paolocci et al., ,cGMP-independent inotropic effects of nitric oxide and peroxynitrite
donors: potential role for nitrosylation*, Am. J. Physiol., 279, H1982-H1988 (2000).
Voolu siilitatakse dhtlasena (u 9 ml/min/g margkaalu kohta), et saavutada tavaparane
koronaaride perfusioonirdhk 85-90 mm Hg. Kahe perfusioonipumba (Terumo, Tokyo,
Japan) ja aordikanidliga Uhendatud 50 ml slstla abil rakendatakse voolukiirusest
dhtlaselt 10%. Ravimeid manustatakse nii, et ainult puhvriga slstal vahetatakse teise
pumba stistla vastu, mis sisaldab ravimit (nitroks(dlidoonoriihendit), mis on lahustatud
vehiiklis kontsentratsioonis, mis on 10 korda suurem kui soovitud l6ppkontsentratsioon
sidames. Vaike ava vasaku vatsakese seinas vdimaldab Thebesiuse veenide
tihjendamist, polavintdlkloriidist balloon asetatakse vasakusse vatsakesse ning
Uhendatakse elektromanomeetriga, mis moddab rohku vasakus vatsakeses (left
ventricular pressure, LVP). Stidameid stimuleeritakse elektriliselt sagedusel 280-300
I66ki/min ja hoitakse Uhtlase temperatuuriga (37 °C) kambris. Perfusioonirdhku
koronaarides  (coronary  perfusion  pressure, CPP) jalgitakse teise
elektromanomeetriga ja elektromagnetilise voolu sondiga, mélemad asetatakse piki
perfusiooniliini. Vasaku vatsakese rohku, voolu koronaarides ja koronaaride
perfusioonirhku registreeritakse seadmega TEAC R-71, digiteeritakse 1000 Hz juures
ja analidsitakse tarkvaraga DataQ-Instruments/CODAS, mis vdimaldab LVP
suurenemise maksimaalse kiiruse arvutamist sistoli ajal (dP/dtmax).

Stidameid perfundeeritakse 95% Oz ja 5% COz-ga gaseeritud Krebsi-Henseleiti
lahusega, mille koostis on jargmine: 17,7 mM naatriumvesinikkarbonaati, 127 mM
NaCl, 5,1 mM KCI, 1,56 mM CaClz, 1,26 mM MgClz, 11 mM D-glikoosi, lisatud on
5 pg/ml lidokaiini.

Katse Ghendid. Nitroksullidoonorid lahjendatakse vahetult enne kasutamist puhvris.

Katseprotokollid. Sidametel lastakse 30 minutit stabiliseeruda ja registreeritakse
algsed parameetrid. Tavaliselt kohandatakse esimese 10 min jooksul koronaarset
voolu ja sellest alates on see konstantne. P&rast 30-minutilist stabiliseerumisaega
maaratakse sudamed juhuvaliku alusel Ghte ravigruppidest ning neis tekitatakse 30
minuti jooksul globaalne isheemia, kus perfusioon puudub, sellele jargneb 30 minutit
reperfusiooni (I/R). Stidamete stimuleerimine |opetatakse isheemilise perioodi alguses
ning kaivitatakse reperfusiooni kolmandal minutil.
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Kontroligrupi sltdameid perfundeeritakse puhvriga veel 29 minutit pérast
stabiliseerimist. Té6deldud sidamed eksponeeritakse nitrokstllrihma doonorile (nt
1 pM I6ppkontsentratsiooniga lahust umbes 20 min, millele jargneb 10-minutiline
véljapesuperiood puhvriga).

Koikides studametes I0petatakse stimuleerimine isheemia alguses ning kaivitatakse
uuesti reperfusiooni 3. minutil. Kuna isoleeritud siidame preparaadid aja jooksul
havivad (tavaliselt 2-2,5 h péarast perfusiooni), on uuesti tekitatud voolu kestuseks
seatud piirang 30 minutit, et minimeerida kristalloidperfusiooni toimet slidame toéle
ning jargida teiste seni tehtud uuringute tavasid.

Vatsakese funktsiooni hindamine. Maksimaalse tekkinud LVP saavutamiseks
kohandatakse intraventrikulaarse ballooni maht stabiliseerumisperioodi ajal
I6ppdiastoolsele LVP-le, mis on 10 mm Hg, nagu on avaldanud Paolocci, supra, ja
Hare et al, ,Pertussis toxin-sensitive G proteins influence nitric oxide synthase |l
activity and protein levels in rat hearts®, J. Clin. Invest., 101, 1424-31 (1998). Tekkinud
LVP, dP/dtmax ja |/R protokolli abil indutseeritud Ioppdiastoolse mahu vaartuste muutusi
jalgitakse pidevalt. Erinevust l6ppdiastoolse LVP (EDLVP) vahel enne isheemilise
perioodi 16ppu ja isheemiaeelse perioodi ajal kasutatakse kontraktuuri tekkimise
ulatuse naitajana. Tekkinud LVP ja dP/dtmax maksimaalset taastumist reperfusiooni ajal
vorreldakse vastavate isheemiaeelsete vaartustega.

Muiokardi kahjustuse hindamine. Rasket miokardi kahjustust, millega kaasneb
rakkude péérdumatu kahjustumine, hinnatakse vabanenud enslimide jargi.
Kopsuarteri kaudu paremasse vatsakesse sisestatud kateetri abil voetakse proove
koronaaridest véljuvast verest (2 ml). Proovid voetakse vahetult enne isheemilist
perioodi ja reperfusiooni 3., 6., 10., 20. ja 30. minutil. LDH vabanemist hinnatakse nii,
nagu on kirjeldanud Bergmeyer & Bernt, Methods of Enzymatic Analysis, Verlag
Chemie (1974). Andmed esitatakse kumulatiivwvdartustena kogu reperfusiooni perioodi
jooksul.

LDH vabanemisega hinnatavat miokardi kahjustust puudutavate andmete
kinnitamiseks uuritakse infarktipiirkondi samuti pimemeetodil. TsOkli 16pus (30 min
reperfusiooni) eemaldatakse iga slda kiiresti perfusiooniaparaadist ja vasak vatsake
Idigatakse 2-3 ringjaks I6iguks. Parast 15-minutilist inkubeerimist 37 °C juures 0,1%
nitrosinise tetrasooliumi lahuses fosfaatpuhvris, nagu on kirjeldanud Ma et al.,
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+Opposite effects of nitric oxide and nitroxyl on postischemic myocardial injury”, Proc.
Nat'l Acad. Sci., 96, 14617-14622 (1999), eraldatakse mittevarvunud nekrootiline kude
varvunud elujoulisest koest. Elujdulise ja nekrootilise koe piirkonnad eraldatakse
hoolikalt soltumatu jalgija poolt, kes ei ole teadlik sellest, millisest uuringugrupist slida
parineb. Seejarel leitakse nekrootiliste ja mittenekrootiliste kudede mass, mida
véljendatakse protsendina kogu vasaku vatsakese massist.

Andmeid vdidakse t6odelda statistiliste meetoditega, nt ANOVA-ga, millele jargneb
Bonferroni korrigeerimine post hoc t-testide abil.

Naide 8. Kiliiniliste inimuuringute kasutamine, et valja selgitada kdesolevaga
avaldatuga seotud kombinatsioonravi véime ravida, ennetada ja/vdi edasi likata
nitrokstdlravile tundliku haiguse vdi haigusseisundi teket ja/voi arengut

Soovi korral saab kdiki siin kirjeldatud iihendeid testida ka inimestel, hindamaks nende
Uhendite voimet ennetada, ravida ja/vdi edasi llikata nitroksillravile reageeriva
haiguse v0i haigusseisundi teket ja/vdi arengut. Nende Kliiniliste uuringute
labiviimiseks voib kasutada standardseid meetodeid. Uhe néitliku meetodi kohaselt
kaasatakse sellise  haiguse vOi  haigusseisundiga, nt  kongestiivse
stidamepuudulikkusega uuritavad | faasi talutavuse, farmakokineetika ja
farmakodiinaamika uuringusse, milles kasutatakse siin avaldatud {hendeid
standardprotokollide alusel. Seejérel sooritatakse Il faasi topeltpime randomiseeritud
kontrolirihmaga uuring, et standardprotokollide alusel maérata thendite tohusus.

Kuigi kdesolevat leiutist on selguse huvides kirjeldatud liksikasjalikumalt jooniste ja
naidete abil, on vastava ala asjatundjale ilmne, et sellesse on vdimalik teha teatavaid
véikeseid muudatusi ja tdaiendusi. Seetéttu ei tohi toodud kirjeldusi ja naiteid kasitada
leiutise ulatust piiravatena.
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PATENDINOUDLUS
1. Ravimkoostis, mis sisaldab (i) Ghendit valemiga (1)
RS R
0 R*
R® !E‘!-—N/
!l \o——R2
R R

voi selle farmatseutiliselt vastuvdetavat soola koos (ii) farmatseutiliselt vastuvoetava
kandjaga, milles

R'onH,
R2 on H, aralkudl- voi heterotsiikladlrihm ning

R3, R4 RS, R® ja R’ on sdltumatult valitud rihmast, kuhu kuuluvad H,
alkidlsulfontdl-, perhalogenoalkoksii- ja N-hiidroksusulfoonamididlriihm, ning
milles vahemalt tks rihmadest R3, R?, R5, R®ja R7 on muu kui H.

2. Ravimkoostis vastavalt ndudluspunktile 1, milles
R2 on H, bensul- voi tetrahtidroptiraan-2-Gilriihm ning

R3, R4, RS, Ré ja R7 on sdltumatult valitud riihmast, kuhu kuuluvad H, SO2CHs,
SO2NHOH ja OCFs.

3. Ravimkoostis vastavalt ndudluspunktile 2, milles R3, R4, R5 R® ja R’ on
sOltumatult valitud rihmast, kuhu kuuluvad H ja SO2CHa.

4. Ravimkoostis vastavalt noudluspunktile 2, milles R3, R% RS, R® ja R” on
sOltumatult valitud rihmast, kuhu kuuluvad H ja OCFa.

5. Ravimkoostis vastavalt ndudluspunktile 2, milles R3, R? ja RS on H, Uks
rihmadest R* ja R® on H ning see R* v6i RE, mis ei ole H, on muu kui SO2NHOH.

6. Ravimkoostis vastavalt noudluspunktile 5, milles see R* vdi R®, mis ei ole H, on
SO2CHs.
7. Ravimkoostis vastavalt ndudluspunktile 5, milles see R* v6i Ré, mis ei ole H, on

OCFa.
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8. Ravimkoostis vastavalt Gkskéik millisele ndudluspunktile 3—7, milles R? on H.
9. Ravimkoostis vastavalt néudluspunktile 1, milles Ghend valemiga (I) on
ﬁ—n
ﬂ on
(0]
O\S
/N
o)
b
OH

10. Uhend vbi farmatseutiliselt vastuvdetav sool, nagu on maaratletud Okskdik
millises ndudluspunktis 1-9, kasutamiseks in vivo nitroksutilisisalduse moduleerimise,
nitroksUdlravi suhtes tundliku haiguse v8i haigusseisundi ravimise, siidame-
veresoonkonna haiguse vOi haigusseisundi ravimise v6i silidamepuudulikkuse
ravimise meetodis.

11.  Uhend vdi farmatseutiliselt vastuvdetav sool vastavalt néudluspunktile 10
kasutamiseks, nagu on maaratietud noudluspunktis 10, milles nimetatud
stidamepuudulikkus on akuutne dekompenseeritud siidamepuudulikkus.

12.  Uhend véi farmatseutiliselt vastuvdetav sool vastavalt ndudluspunktile 10
kasutamiseks, nagu on madaratletud néudluspunktis 10 v6i 11, milles Ghend voi
farmatseutiliselt vastuvoetav sool on, nagu néudiuspunktis 6 voi 9 on maaratletud.

13.  Uhendi véi farmatseutiliselt vastuvdetava soola, nagu on maaratletud Gkskdik
millises ndudluspunktis 1-9, kasutamine ravimi valmistamisel kasutamiseks meetodis,
nagu on maaratletud néudluspunktis 10 voi 11.

14.  Uhend valemiga (I)
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R® R’
o) R
. L {
LI \o—R2
R R?

M

vi selle farmatseutiliselt vastuvdetav sool, milles
R'onH,
R? on H, aralkdl- voi heterotstklGilrihm ning

R3, R4 RS, R® ja R7 on séltumatult valitud rOhmast, kuhu kuuluvad H,
alkbdlsulfontdl- ja perhalogenoalkokslriihm, ning milles vahemalt (ks
rihmadest R3, R4, R5, R® ja R7 on muu kui H.

15.  Uhend véi farmatseutiliselt vastuvdetav sool vastavalt ndudluspunktile 14,
milles:

R? on H, bensutl- v6i tetrahldropliraan-2-dlrihm ning

R3, R4, R%, RE ja R7 on séltumatult valitud rithmast, kuhu kuuluvad H, SO2CHa
ja OCFs.

16.  Uhend vdi farmatseutiliselt vastuvetav sool vastavalit ndudiuspunktile 14, mis
on, nagu Ukskoik millises ndudluspunktis 3, 4, 5, 6, 7 ja 8 on maaratietud.
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