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(57) Kiesolev leiutis kisitleb iihendeid valemiga (I), mis on
sobilikud ravimite valmistamiseks selliste haiguslike seisundite
profiilaktikaks ja raviks, mille korral NFkB aktiisus on t3usnud.
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prophylaxis and treatment of disease states, the course of wich
involves increased NFkB activity. Said compounds are specific
IkB-kinase inhibitors.
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ASENDATUD INDOOLID NFKB AKTIIVSUSE MODULEERIMISEKS,
NENDE VALMISTAMISMEETOD JA KASUTAMINE NING RAVIM JA
SELLE VALMISTAMISMEETOD

Kéesolev leiutis kisitleb uudseid asendatud indoole, nende valmistamismeetodeid ja

kasutamist ravimitena.

Publikatsioon WO 94/12478 kirjeldab muuhulgas indooli derivaate, mis inhibeerivad
vereliistakute agregatsiooni. WO 94/08962 kirjeldab fibrinogeeni retseptori
antagoniste, mis inhibeerivad fibrinogeeni seostumist ja vereliistakute agregatsiooni.
NFkB on heterodimeerne transkriptsioonitegur, mis vaib aktiveerida paljusid geene,
mis kodeerivad muuhulgas pdletikulisi tsiitokiine nagu IL-1, IL-2, TNFo v&i IL-6.
NFkB esineb rakuvedelikus komplekseerunult IkB-ga, mis on tema looduslikult
esinev inhibiitor. Rakkude stimuleerimine niiteks tsiitokiinidega viib IkB
fosforiiilimiseni ja jargneva proteoliiitilise degradatsioonini. See proteoliiitiline
degradatsioon pdhjustab NFkB aktivatsiooni ja tema jargnevat migreerumist
rakutuuma, aktiveerides seal mitmeid pdletikulisi geene.

Haiguste nagu reumatoidartriit (pdletiku korral), osteoartriit, astma, siidameinfarkt,
Alzheimeri t3bi v0i ateroskleroos korral aktiveeritakse NFkB iile tavapirase taseme.
NFkB inhibeerimine on kasulik ka vihiteraapias, kuna teda kasutatakse seal
tsiitostaatilise teraapia tugevdamiseks. On Onnestunud niidata, et sellised ravimid
nagu glitkokortikoidid, salitsiilaadid v3i kullasoolad, mida kasutatakse reumaravis,
sekkuvad parssival moel mitmesse NFkB aktivatsioonisignaali kaskaadi punkti voi
héirivad otseselt geenide transkriptsiooni.

Nimetatud signaalikaskaadi esimene aste on IkB degradatsioon. Seda fosforiilatsiooni
reguleerib spetsiifiline IkB kinaas. Seniajani pole teada inhibiitoreid, mis inhibeeriksid
spetsiifiliselt IkB kinaasi.

Puides leida aktiivseid Ghendeid reumatoidartriidi (pdletiku korral), osteoartriidi,
astma, sudameinfarkti, Alzheimeri tdve, vihiloomuliste haiguste (tsiitotoksiliste

teraapiate tugevdamine) voi ateroskleroosi raviks, on niiiid selgunud, kiesolevale
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leiutisele vastavad indooli derivaadid on tdhusad ja viga spetsiifilised IkB kinaasi
inhibiitorid.

Seega kisitleb kdesolev leiutis ithendeid valemiga I

@

ja/vdi ihendi valemiga 1 stereoisomeerset vormi ja/vdi ithendi valemiga I

fiisioloogiliselt vastuvdetavat soola, kus ks asendajatest R, R?, R? ja R* on radikaal

valemiga II
Syt o
R R
milles:
Don -C(0)-, -S(0)- vdi -S(0)2-;
R” on vesinik vdi -(Cy.q)-alkitiilrithm;
R® on R’ v5i iseloomulik aminohapperadikaal,
R’ on 1. asendatud v4i asendamata artiiilrithm;
2 5- kuni 14-laliline asendatud v&i asendamata heteroariiiilrithm;
3. 5- kuni 12-lililine asendatud voi asendamata heterotsiikkel; voi
4 -(C1.)-alkuiilrihm, mis on hargnemata v&i hargnenud ahelaga

ja on asendamata v6i on sdltumatult mono-, di vdi triasendatud

uksteisest sOltumatult mone rithmaga grupist, kuhu kuuluvad:

4.1 asendatud v6i asendamata ariiiilrithm;

42 5- kuni 14-lililine asendatud vdi asendamata
heteroartiilrithm;

43 5- kuni 12-lililine asendatud v&i asendamata
heterotsiikkel,;

44  -OR®:
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3
4.5 =0,
4.6  halogeen;
47 -CN;
438 -CF3;

49  -S(0)-R" kus x on taisarv 0, 1 v&i 2;
4.10 -C(0)-0-R',

411 -C(O)-NR'"),;

412 -NR);

413  -(Cs.g)-tsiikkloalkiiiilrithm;

4.14 radikaal valemiga

1{10

Rlo _ .
R

ja
4.15 radikaal valemiga

p— RlO

vesinik;

-(Cy)-alkiiilrihm, mis on hargnemata v&i hargnenud ahelaga

ja on asendamata vdi on mono- kuni triasendatud iiksteisest

sdltumatult m&ne rithmaga grupist, kuhu kuuluvad:

1. ariilrihm;

2 5- kuni 14-lililine heteroartitilrithm;

3. 5- kuni 12-liililine heterotsiikkel;

4 halogeen;

5 -N-(C¢)s-alkiiiilriihm, milles n on tédisarv 0, 1 vdi 2 ja
alkiiilrihm on asendamata v&i on sdltumatult mono-,

di- voi triasendatud halogeeniga voi rithmaga -C(O)-

OH, ja
6. -C(0)-OH;
artiilrihm,;

5- kuni 14-liililine heteroartiilrihm; voi
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e) 5- kuni 12-liililine heterotsiikkel ja
(R'); korral on kumbki R' s&ltumatult rithm loetelust a) kuni e);

Z on 1. asendamata voi asendatud artiilrithm,;
2 5- kuni 14-lililine asendamata voi asendatud heteroariiilriihm;
3 5- kuni 12-lililine asendamata voi asendatud heterotsiikkel; voi
4 -C(0)-R", kus

R on 1. -O-R'® v5i

2. NR'"),, voi
R’ ja R® moodustavad koos lammastiku- ja siisinikuaatomiga, millega neist kumbki on
] 2

seotud, heterotsiikli valemiga Ila

N y4
\D/ [I\\(
\ B (ITa)
X\\|(

milles: D, Z ja R" on defineeritud valemis II,

Aon lammastikuaatom vo1 radikaal -CH,-;

B on hapnikuaatom, védvliaatom, limmastikuaatom voi
radikaal -CH;-;

X on hapnikuaatom, viédvliaatom, limmastikuaatom v&i

radikaal -CH;-;
Y puudub vdi on hapnikuaatom, védivliaatom, limmastikuaatom voi
radikaal -CH;,-; v6i
X ja Y moodustavad koos fenuul-, 1,2-diasiin-, 1,3-diasiin vdi 1.,4-
diasiinradikaali;
kusjuures N, A, X, Y, B ja siisinikuaatomist moodustunud tsiikkel ei sisalda iile iihe
hapnikuaatomi, X ei ole hapnik, vadvel v6i lammastik kui A on laimmastik, tsiikkel ei
sisalda tle iithe véddvliaatomi, sisaldab 1, 2, 3 v8i 4 lammastikuaatomit ning hapniku-
ja vdavliaatom ei esine selles iiheaegselt;
kusjuures N, A, X, Y, B ja siisinikuaatomist moodustunud tsiikkel on asendamata vi
on sOltumatult mono- kuni triasendatud -(C;.g)-alkiitilriihmaga, v&i on asendamata voi
on mono- voi diasendatud mdne rithmaga grupist, kuhu kuuluvad:
1.1 -OH;



10

15

20

25

EE 05036 B1

1.2 ~«(Cys)-alkoksiirithm;
1.3 halogeen;

14 -NOZ;
15  -NHy;
1.6 -CF3;

1.7  metiileendioksiirithm;
1.8  -C(O)-CHs;
1.9 -CH(O),
110 -CN;
1.11  -C(0)-OH;,
1.12 -C(0O)-NH;
1.13  (Cy4)-alkoksiikarboniiiilrithm;
1.14  fenitilriihm;
1.15  fenokstrithm;
1.16  bensiiiilrithm;
1.17  bensiitloksiirithm;
1.18 tetrasoliilrithm ja
1.19 -OH;
R® ja Z moodustavad koos siisinikuaatomitega, millega neist kumbki on seotud,

heterotsukli valemiga Ilc

0]

10
N R
\D/ | 7\Hj\N/
R I (IIc)

T W

milles: D, R” ja R' on defineeritud valemis II;

T on hapnikuaatom, vaivliaatom, ldmmastikuaatom v&i radikaal
-CHz-;

W on hapnikuaatom, véivliaatom, limmastikuaatom v3i radikaal
-CH;-;

V puudub v6i on hapnikuaatom, viivliaatom, lammastikuaatom voi radikaal
-CH,-; vdi
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T ja V v3i V ja W moodustavad koos feniiiil-, 1,2-diasiin-, 1,3-diasiin v&i 1,4~

diasiinriihma;

kusjuures N, T, V, W ja kahest siisinikuaatomist moodustunud tsiikkel ei sisalda iile

ube hapnikuaatomi, iile the véivliaatomi ja sisaldab 1, 2, 3 vdi 4 lammastikuaatomit,

hapniku- ja vadvliaatom ei esine iheaegselt ning N, T, V, W ja kahest

stisinikuaatomist moodustunud tsitkkel on asendamata v&i mono- kuni triasendatud

tksteisest s6ltumatult monega rithmadest, mis on defineeritud punktides 1.1 kuni 1.19;

ning vastavad muud asendajad R', R? R® jaR*on igaiiks uksteisest soltumatult:

5
R’ on

R® on

1.

A S AN T o B

vesinik;
halogeen,

asendamata vi asendatud ariiiilrithm;

5- kuni 14-lililine asendatud vdi asendamata heteroariiilrithm;

5- kuni 12-lililine asendatud v&i asendamata heterotsiikkel;

-(C1.¢)-alkiiiilrithm;
-CN;

-O-R'Y,

NR');

-S(0)x-R', kus x on tdisarv 0, 1 véi 2; voi

-CFs;

vesinik;

-OH; voi

=0; ja

asendamata vGi asendatud aritiilrithm;

5- kuni 14-lililine asendamata vdi
heteroartiiilrithm; v&i

5- kuni 12-lililine asendamata vdi
heterotsiikkel.

Eelistatud iihend valemiga I on selline, kus:

mono- kuni trnasendatud

mono- kuni triasendatud

itks asendajatest R', R? R® ja R* on radikaal valemiga II, milles:

Don

-C(0)-;

R’ on vesinik v&i -(Cj4)-alkiiiilrithm;
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7
Ron 1. ~(Cy4)-alkiiiilrithm, mis on hargnemata v6i hargnenud ahelaga ja on
mono- vOi diasendatud iiksteisest sdltumatult mdne rilhmaga grupist, kuhu
kuuluvad:
1.1 5- kuni 14-lilliline asendamata vdi asendatud heteroariiiilriihm;
1.2 5-kuni 12-liililine asendamata voi asendatud heterotsiikkel;
13  -O-RY
1.4 -S(0),-R', kus x on taisarv 0, 1 v&i 2;
1.5 -NR" ),
1.6  radikaal valemiga
R
RY P ;
R
; Ja
1.7  radikaal valemiga
—=——R" Vo1
2. iseloomulik aminohapperadikaal;
R’on 1. R®
2. ~(C14)-alkuiilrihm, mis on hargnemata vdi hargnenud ahelaga ja on

mono-, di- vdi triasendatud tiksteisest sdltumatult mdne rithmaga grupist, kuhu
kuuluvad:

R on a)

b)

2.1 asendamata v4i asendatud ariiiilrithm;

2.2 halogeen;

23 -CN;ja

24  -CF3; voi

asendamata voi asendatud ariiiilrithm,

vesinik;

~(C1.)-alkiiiilrithm, mis on hargnemata v3i hargnenud ahelaga ja on
asendamata v3i mono- kuni triasendatud iiksteisest s6ltumatult mdne
rithmaga grupist, kuhu kuuluvad:

1. ariialrihm;

2. 5- kuni 14-liililine heteroariiiilrithm;
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3. 5- kuni 12-liililine heterotsiikkel;

4. halogeen,;

5. -N-(Ci6)n-alkiitilrithm, kus n on téisarv 0, 1 voi 2 ja alkiiiilrithm
on asendamata vOi mono-, di- vdi triasendatud tksteisest

sOltumatult halogeeniga v&i rithmaga -C(0O)-OH,; ja

6. -C(0)-OH;
) ariiilrithm,
d) 5- kuni 14-luliline heteroariiiilrithm; voi

e) 5- kuni 12-lililine heterotsiikkel ja
(R'%), korral on kumbki R'® s&ltumatult rithm loetelust a) kuni e);

Zon 1. 1,3,4-oksadiasoolriihm, mis on asendamata v3i mono- kuni
triasendatud -NH,, OH vdi -(C,-)-alkiiilrihmaga; voi
2. -C(0)-R", milles

R" on 1. -O-R"vai

2. “N(R), vi

R’ ja R® moodustavad koos limmastiku- ja siisinikuaatomiga, millega neist kumbki on
seotud, heterotsiikli valemiga Ila, mis on valitud grupist, kuhu kuuluvad piirrool,
piirroliin, indool, piirrolidiin, piiridiin, piperidiin, piperiileen, piiridasiin, piirimidiin,
pirasiin, piperasiin, piirasool, imidasool, piirasoliin, imidasoliin, piirasolidiin,
imidasolidiin, oksasool, puriin, isoksasool, 2-isoksasolidiin, isoksasolidiin, morfoliin,
isotiasool, tiasool, tiadiasool, bensimidasool, tiomorfoliin, isotiasolidiin, indasool,
kinoliin, triasool, ftaalasiin, kinasoliin, kinoksaliin, pteridiin, tetrahiidrokinoliin,
isokinoliin, 1,2,3,5-oksatiadiasool-2-oksiidid, tetrasool, oksadiasoloonid,
isoksasoloonid, triasoloonid, oksadiasolidiindioonid, triasoolid, mis on asendatud F,
-CN, -CF; vdi -C(0)-O-(C;.4)-alkuilrithmaga, 3-hiidroksiipiirrool-2,4-dioonid, 5-
okso-1,2 4-tiadiasoolid ja tetrahiidroisokinoliin; v&i

R® ja Z moodustavad koos siisinikuaatomitega, millega neist kumbki on seotud,
heterotsiikli valemiga Ilc, mis on valitud grupist, kuhu kuuluvad piirrool, pirroliin,
puirrolidiin, piiridiin, piperidiin, piperiileen, puridasiin, piirimidiin, pirasiin, piperasiin,
purasool, imidasool, piirasoliin, 1,3,4-oksadiasool, imidasoliin, piirasolidiin,
imidasolidiin, oksasool, isoksasool, 2-isoksasolidiin, isoksasolidiin, morfoliin,

isotiasool, tiasool, isotiasolidiin, tetrasool, tiomorfoliin, indasool, tiadiasool,
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bensimidasool, kinoliin, triasool, ftaalasiin, kinasoliin, kinoksaliin, puriin, pteridiin,

indool,

tetrahiidrokinoliin-,  triasoloonid, tetrahiidroisokinoliin-, 1,2,3,5-

oksatiadiasool-2-oksiidid, oksadiasoloonid, isoksasoloonid, oksadiasolidiindioonid,

triasoolid, mis on asendatud F, -CN, -CF; vdi -C(0)-O-(C;.4)-alkiiiilriihmaga, 3-

hiidroksiipiirrool-2,4-dioonid, 5-okso-1,2,4-tiadiasoolid ja isokinoliin; ja

muud asendajad R', R?, R? ja R* on igaiiks iiksteisest sSltumatult:

1.

A=A B CA T A o S

P
=

11.

vesinik;

halogeen,

asendamata v5i asendatud ariiiilrithm;

asendamata voi asendatud 5- kuni 14-lililine heteroariiilrithm;
asendamata v3i asendatud 5- kuni 12-liililine heterotsiikkel;
-(C1¢)-alkiiiilriihm;

-CN;

-CF3;

-O-R':

NR'),; vai

-$(0)-R*, kus x on taisarv 0, 1 vdi 2;

R’ on vesinik; ning

R®on 1. feniiilriihm, mis on asendamata v&i on mono- v&i diasendatud iiksteisest

sOltumatult mone rithmaga grupist, kuhu kuuluvad:

1.1 -CN;

1.2 -CF;3;

1.3 halogeen,
14 -OR";
1.5 -NR"™);

1.6 -NH-C(O)-R';

1.7 -S(0):-R™, kus x on tiisarv 0, 1 v&i 2;

18 -C(O)-R'ja

1.9  ~(Ciy)-alkiiil-NHz;

5- kuni 14-lililine heteroariiiilriihm, mis on asendamata vdi mono- di-
voi triasendatud iiksteisest sGltumatult mdnega rithmadest, mis on
defineeritud punktides 1.1 kuni 1.9;
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3. 5- kuni 12-kililine heterotsiikkel, kus heterotsiikkel on asendamata voi
mono- di- vdi triasendatud uksteisest sSltumatult ménega rithmadest,

mis on defineeritud punktides 1.1 kuni 1.9.

Eriti eelistatud iihend valemiga I on selline, kus:

iiks asendajatest R', R%, R? ja R* on radikaal valemiga 11, milles:

Don -C(O)-;

R’ on vesinik;

Zon -C(0)-OH v&i -C(0)-NHz;

R¥on 1. -(Ci4)-alkutilrithm, mis on hargnemata voi hargnenud ahelaga ja on
mono- vdi diasendatud tksteisest sSltumatult mone rithmaga grupist, kuhu
kuuluvad:

1.1 -S(0)-R' kus R' on defineeritud allpool;
12 -NR'"), kus R" on defineeritud allpool; ja

1.3 pirroolrihm; vdi

2. iseloomulik aminohapperadikaal,
Ron a) vesinik;
b) -(C1.¢)-alkitiilrithm, mis on hargnemata v&i hargnenud ahelaga ja on

asendamata v3i sOltumatult mono- kuni triasendatud halogeeniga;
c) feniiilrtihm, mis on asendamata vdi sdltumatult mono- kuni
triasendatud halogeeni vdi -(C4)-alkiiilriihmaga; ja
(R'"); korral on kumbki R'® sltumatult rishm loetelust a) kuni c);
muud asendajad R', R%, R? ja R* on kdik vesinikud,
R’ on vesinik;

R®on feniiiil- v&i puridiinrithm; ning

R’on 1. vesinik;
2. -(Ci14)-alkinilriihm, mis on hargnemata vdi hargnenud ahelaga ja on
soltumatult mono-, di- v8i triasendatud rithmadega -C(0)-OH, -OH v&i
-C(0)-NHy;
3. fenuilrihm, mis on asendamata vdi sdltumatult mono- kuni

triasendatud halogeeni vdi -(C;4)-alkiiilrithmaga.
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Termin "halogeen" on mdeldud tdhistama fluori, kloori, broomi v&i joodi. Terminid
"(Cis)-alkiil", "(Cig)-alkiil" voi "(Cis)-alkiiil" on mdeldud tahistama
siisivesinikradikaale, mille siisinikuahel on hargnemata voi hargnenud ja mis
sisaldavad vastavalt 1 kuni 8, 1 kuni 6 ja 1 kuni 4 sisinikuaatomit. Tsuklilised
alkiiiilradikaalid on niiteks 3- kuni 6-liililised monotsiiklid nagu tsiiklopropiiil-,
tsiiklobutiiiil-, tsiklopentiiil- voi tsiikklohekstiilrithm.

Termini "R’ ja R® moodustavad koos lammastiku- ja siisinikuaatomiga, millega neist
kumbki on seotud, heterotsiikli valemiga IT1a" all mdeldakse radikaale, mis saadakse
piirroolist, purroliinist, purrolidiinist, imidasoolist, purasoolist, oksasoolist,
isoksasoolist, tetrasoolist, isoksasoliinist, isoksasolidiinist, morfoliinist, tiasoolist,
isotiasoolist, isotiasoliinist, puriinist, isotiasolidiinist, tiomorfoliinist, puiridiinist,
piperidiinist, piirasiinist, piperasiinist, purimidiinist, piiridasiinist, indoolist,
isoindoolist, indasoolist, bensimidasoolist, ftaalasiinist, kinoliinist, isokinoliinist,
kinoksaliinist, kinasoliinist, 3-feniiiil-2-propeenist, pteridiinist, triasoloonidest,
tetrasoolist, 1,2,3,5-oksatiadiasool-2-oksiididest, oksadiasoloonidest,
isoksasoloonidest, oksadiasolidiindioonidest, triasoolidest, mis on asendatud F, -CN,
-CF3 vdi -C(0)-0O-(C,.4)-alkiiiilrithmaga, 3-hiidroksiipiirrool-2,4-dioonidest, 5-okso-
1,2 4-tiadiasoolidest, imidasolidiinist, karboliinist ja nende heterotsiiklite

bensoderivaatidest.

Termini "artul" all mdeldakse 6 kuni 14 sisinikuaatomiga tsuiklilist aromaatset
susivesinikradikaali. (Ce.14)-ariiiilradikaalid on naiteks fenuiil-, paftiiil- (nagu 1-
naftiil-, 2-naftitirithm), bifeniliil- (nagu 2-bifeniiltiil-, 3-bifenilail- ja 4-
bifeniluiilrithm), antrial- v6i fluoreniilriihmad. Eelistatud ariiiilradikaalid on
bifeniilitiil-, naftiiiil- ja eriti feniiilnihmad. Artil-, eriti feniilriihmad v&ivad olla
mono- voi polilasendatud, eelistatult mono-, di- vdi triasendatud samade v{i erinevate
radikaalidega, eelistatult radikaalidega, mis on valitud grupist, kuhu kuuluvad: (C;.)-
alkinil-, eriti (Ci4)-alkiiiilrithm, (C,.g)-alkoksii-, eriti (C;.4)-alkoksiiriihm, halogeen,
nitro-, amino-, trifluorometiiiil-, hidroksiiil-, hiidroksii-(C;.4)-alkiiGl- (nagu
hiidrokstimetiiil-, 1-hidroksietiitil- voi  2-hiidroksuetiitilrithm), metiileendioksi-,

etiileendioksii-, formiiiil-, atsetiiiil-, tsiiano-, hiidroksiikarboniiil-, aminokarboniiiil-,
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(Cig)-alkoksiikarboniiil-,  feniitil-, fenoksi-, bensiiiil-, bensiiloksi- ja
tetrasoliiilriihm. Sama kehtib ka niiteks ariiilalkiiil- voi artiilkarboniiilradikaali
kohta. Ariiiilalkiiiilradikaalid on eriti bensuiil- aga ka 1- ja 2-naftiiilmetiiiil-, 2-, 3- ja
4-bifeniiliniilmetiiil- ja 9-fluoreniiilmetinilrihmad. Asendatud aruilalkiilradikaalid
on niiteks bensiiiil- ja naftiiiilmetiiiiliihmad, mille ariiiilrithm on asendatud ihe voi
mitme (C,g)-alkiiilrihmaga, eriti (C,4)-alkuiilrihmaga nagu naiteks 2-, 3- ja 4-
metiiiilbensiiil-, 4-isobutiiiilbensiiiil-, 4-ferz-butiiiilbensiiil-, 4-oktiilbensiiiil-, 3,5-
dimetitilbensiiiil-, pentametitlbensuil-, 2-, 3-, 4-, 5-, 6-, 7- ja 8-metiiil-1-
naftiiiilmetiiil-, 1-, 3-, 4-, 5-, 6-, 7- ja 8-metiitil-2-naftiiilmetiiilrihmaga vdi (ithe v&i
mitme (C,.3)-alkoksiirithmaga, eriti (Cy.4)-alkoksii-, bensiiiil- voi
naftiiilmetiiilnihmaga, mille ariiiiriihm on asendatud naiteks 4-metoksiibensiiiil-, 4-
neopentiiiiloksibensiiiil-, 3,5-dimetoksiibensiiiil-, 3,4-metiileendioksibensiiil-, 2,3,4-
trimetoksiibenstitilrithmaga v0i nitrobensiitilradikaalidega (nagu 2-, 3- ja 4-
nitrobenstiilrithm), halogenobenstitilradikaalidega (nagu 2-, 3- ja 4-kloro- ning 2-, 3-
ja  4-fluorobensiiil-, 3,4-diklorobenstiil- v3i pentafluorobensiiiilrihm)  v&i
trifluorometiiilbensiiiilradikaalidega (nagu 3- ja 4-trifluorometiiilbensiiil- véi 3,5-

bis(trifluoromettiil)bensiitiirithm).

Monoasendatud fentiiilradikaalides v3ib asendaja paikneda 2-, 3- vdi 4-asendis.
Diasendatud feniiiilrithm vdib olla asendatud 2,3-, 2,4-, 2,5-, 2,6-, 3,4- vdi 3,5-asendis.
Triasendatud feniiiilradikaalides vdivad asendajad paikneda 2,3,4-, 2,3,5-, 2.4.5-
2.,4,6-, 23,6~ voi 3,4,5-asendis.

Ariniilradikaalide kohta toodud selgitused kehtivad ka vastavate kahevalentsete
ariileenradikaalide pubul nagu niiteks fenileenradikaalid, mis v&ivad esineda 1,4-
feniileen- voi 1,3-feniileenrithmadena.

Fentileen-(C.¢)-alkiilrihm on eelkdige fenilleenmetiitil- (-C¢Hs-CHz-) ja
feniileenetiitlriihm, (Cj.¢)-alkiileenfeniiiilrihm on eelkdige metiileenfeniiiilrithm
(-CHz-CsHy-). Fentileen-(Cz6)-alkentiilriihm on eelkdige feniileeneteniiil- ja

feniileenpropeniiiilrithm.
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Viljend "S- kuni 14-lililine heteroariiil-" tdhistab 5- kuni 14-lililist monotsiiklilist
voi poliitsiiklilist aromaatset radikaali, mille tsiikkkel sisaldab 1, 2, 3, 4 vbi 5
heteroaatomit. Sobivad heteroaatomid on N, O ja S. Mitme heteroaatomi korral on
need samad vdi erinevad. Heteroariiilradikaalid v&ivad samuti olla mono- véi
polilasendatud, eelistatult mono-, di- voi triasendatud samade v&i erinevate
radikaalidega, mis on valitud grupist, kuhu kuuluvad (Ci.g)-alkiitil-, eriti (Cj.)-
alkiiiilriihm, (Cy.g)-alkoksi-, eriti (C;.4)-alkoksiirithm, halogeen, nitrorithm, -N(R'%),,
trifluorometiiiil-, hiidroksuiiil-, hiidroksii-(C;4)-alkuiiil- (nditeks htdrokstimetiiil-, 1-
hidroksietiiiil- voi 2-hiidroksiietiiiilriihm), metiileendioksti-, formiiil-, atsetiiiil-,
tsilano-, hiidroksiikarboniiiil-, aminokarboniiil-, (C,.4)-alkoksiikarboniiiil-, feniiil-,
fenoksii-, bensiiiil-, bensiiiiloksii- ja tetrasoliilrihm. 5- kuni 14-liliga heteroariiil
tahistab eelistatult mono- voi bitsiiklilist aromaatset radikaali, mille tstikkel sisaldab 1,
2,3 voi 4, eriti 1, 2 v3i 3 sama voi erinevat heteroaatomit nagu N, O ja S ning mida
saab asendada 1, 2, 3 vdi 4, eriti 1 kuni 3 sama voi erineva asendajaga, mis on valitud
grupist, kuhu kuuluvad (C;.¢)-alkiiiil-, (C1.¢)-alkoksiirithm, F, Cl, nitrorithm, -N(R'%),,
trifluorometiiiil-, hidroksiiiil-, hidroksia-(Ci.4)-alkiitil-, (Cy4)-alkokstikarboniiil-,
fenitiil-, fenoksii-, bensiiiiloksii- ja bensiiilrithm. “Heteroariiil- tdhistab eelistatult 5-
kuni 10-lililist mono- vdi bitsiiklilist aromaatset radikaali, eriti 5- voi 6-lulilist
monotsiiklilist aromaatset radikaali, mis sisaldab 1, 2 v6i 3, enti 1 v6i 2 sama voi
erinevat heteroaatomit nagu N, O v6i S ja mida saab asendada 1 voi 2 identse voi
erineva asendajaga, mis on valitud grupist, kuhu kuuluvad (C,.4)-alkuiilriihm,
halogeen, hiidroksiitilrithm, NR'),, (Cy.4)-alkoksii-, feniiiil-, fenoksii-, bensiiiloksi-

ja bensiiiilrihm.

Viljend "5- kuni 12-liililine heterotsiikkel" téhistab mono- voi bitstklilist 5- kuni 12-
lililist heterotsiiklit, mis on osaliselt voi taielikult kiillastunud. Sobivad heteroaatomid
on N, O ja S. Nimetatud heterotsiikli siisinikuaatomid v&i heteroaatomid on
asendamata voi asendatud ithe vdi mitme sama v&i erineva asendajaga. Nimetatud
asendajad on eelnevalt defineeritud heteroariiilradikaali jaoks. Eelkdige on
heterotsiikli siisinikuaatomid mono- vdi poliiasendatud, naiteks monoasendatud,
diasendatud, triasendatud voi tetraasendatud identsete voi erinevate radikaalidega, mis

on valitud grupist, kuhu kuuluvad: (Ci.g)-alkiiiil-, naiteks (C;4)-alkiiiil-, (Cy.g)-
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alkoksii-, niiteks (Ci.4)-alkoksii- (nagu metoksirihm), feniiiil-(Ci.4)-alkoksii- (nagu
bensiiiloksiiriihm),  hiidroksiiiil-, oksoriihm, halogeen, nitro-, amino- ja
trifluorometiiiilrithm. Samuti vdivad tlalnimetatud heterotsiikli lammastikuaatomid
olla asendatud (C,.s)-alkiiil-, niiteks (C;4)-alkiiil- (nagu metiitil- voi etiiilrithm),
vajadusel asendatud feniiiil- voi feniiiil-(C;4)-alkutilriihmaga (nagu bensiitilrithm).
Lammastikuaatomitega  heterotsiiklid voivad esineda ka N-oksiidide vdi

kvaternaarsete soolade kujul.

5- kuni 14-liililist heteroariiilnihmade v&i 5- kuni 12-lililiste heterotsiiklite naideteks
on radikaalid, mis on tuletatud jargmistest iihenditest: piirrool, furaan, tiofeen,
imidasool, piirasool, oksasool, isoksasool, tiasool, isotiasool, tetrasool, 1,2,3,5-
oksatiadiasool-2-oksiidid, triasoloonid, oksadiasoloonid, isoksasoloonid,
oksadiasolidiindioonid, triasoolid, mis on asendatud -F, -CN, -CF; v&i -C(0)-O-(C14)-
alkiitilrithmaga, 3-hiidroksipiirrool-2,4-dioonid, 5-okso-1,2,4-tiadiasoolid, piiridiin,
piirasiin, pirimidiin, indool, isoindool, indasool, ftaalasiin, kinoliin, isokinoliin,
kinoksaliin, kinasoliin, 3-feniiiil-2-propeen, karboliin ja nende heterotsiklite
bensoliitunud, tsiikklopenta-, tsiikloheksa- vdi tsiikloheptaliitunud derivaadid. Eriti
eelistatud radikaalid on 2- voi 3-pirroliil-, fentiilptrrolutl- (nagu 4- voi 5-feniitil-2-
purroliiiilrithm), 2-furtiil-, 2-tienutil-, 4-imidasoliitil-, metiitilimidasolitil- (naiteks 1-
metiiil-2-, 1-metiiil-4- voi  1-methil-5-imidasoliiilrihm), 1,3-tiasool-2-uil-, 2-
puridil-, 3-puridiil-, 4-piridail-, 2-, 3- vdi 4-puriduil-N-oksiid-, 2-piirasiniiil-, 2-,
4- vdi S-pirimidiniiil-, 2-, 3- v8i S-indoluiil-, asendatud 2-indolitil- (naiteks 1-
metiiil-, 5-metiiiil-, 5-metoksii-, 5-bensiiiloksi-, 5-kloro- vdi 4,5-dimetiiiil-2-
indoliiiil-, 1-bensiiiil-2- vdi 1-bensiiiil-3-indoliiiil-, 4,5,6,7-tetrahiidro-2-indolitilrithm),
tsiiklohepta[b]-5-purroliiil-, 2-, 3- vdi 4-kinoliil-, 1-, 3- vdi 4-isokinoliul-, 1-okso-
1,2-dihiidro-3-isokinoliiil-, 2-kinoksaliniiil-, 2-bensofuraniiil-, 2-bensotieniiil-, 2-
bensoksasoliiiil- vdi bensotiasoliiiil- v&i dihtidropiiridinatil-, purrolidiniil- (naiteks 2-
voi 3-(N-metiiilpiirrolidiniiiil)-rithm), piperasiniiil-, morfoliniiil-, tiomorfoliniiil-,

tetrahiidrotieniiiil- vdi bensodioksolaniiiilrithm.

o-aminohapete struktuurvalem on jargmine:
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R_H
H,N _C—COOH

Nimetatud a-aminohapped erinevad iiksteisest radikaali R poolest, mida kiesoleva
Jeiutise kohaselt kirjeldatakse kui aminohappe "iseloomulikku radikaali".

Juhul kui R® on aminohappe iseloomulik radikaal, siis kasutatavad iseloomulikud
radikaalid on eelistatult looduslikult esinevad a-aminohapped nagu gliitsiin, alaniin,
valiin, leutsiin, isoleutsiin, fentiiilalaniin, tiirosiin, triiptofaan, seriin, treoniin, tsiisteiin,
metioniin, aspargiin, glutamiin, lisiin, histidiin, arginiin, glutaamhape ja
aspartaamhape. Eriti eelistatud on histidiin, triiptofaan, seriin, treoniin, tsiisteiin,
metioniin, aspargiin, glutamiin, lisiin, arginiin, glutaamhape ja aspartaamhape.
Eelistatud aminohappe iseloomulikud radikaalid, mida kasutatakse samuti radikaalina
R®, on ka looduslikult mitteesinevad aminohapped nagu 2-aminoadiphape, 2-
aminobutaanhape, 2-aminoisobutaanhape, 2,3-diaminopropaanhape, 2,4-
diaminobutaanhape, 1,2,3,4-tetrahiidroisokinoliin-1-karboksiiiilhape, 1,2,3,4-
tetrahiidroisokinoliin-3-karboksiiiilhape, 2-aminopimeliinhape, feniiiilgliitsiin, 3-(2-
tieniiil)alaniin, 3-(3-tieniiil)alaniin, 2-(2-tiendiil)glitsiin, 2-aminoheptaanhape,
pipekoolhape, hudroksiiliisiin, sarkosiin, N-metiiiilisoleutsiin, 6-N-metiitlliisiin, N-
metiitilvaliin, norvaliin, norleutsiin, ornitiin, alloisoleutsiin, allotreoniin,
allohiidroksiiliisiin, 4-hiidroksiiproliin, 3-hiidroksiiproliin, 3-(2-naftiial)alaniin, 3-(1-
naftiiilalaniin), homofentiiilalaniin, homotsiisteiin, homotsiisteiinhape,
homotriiptofaan, tsisteiinhape, 3-(2-puridiitil)alaniin, 3-(3-puridail)alaniin, 3-(4-
puriduiil)alaniin, 2-amino-3-feniiilaminopropaanhape, 2-amino-3-
fentiiilaminoetiiilpropaanhape, fosfinotritsiin, 4-fluorofeniiilalaniin, 3-
fluorofeniiilalaniin, 2-fluorofentiiilalaniin, 4-klorofentiiilalaniin, 4-nitrofeniiiilalaniin,
4-aminofeniiiilalaniin, tstkloheksiiiilalaniin, tsitrulliin, 5-fluorotriiptofaan, 5-
metoksiitriiptofaan, metioniinsulfoon, metioniinsulfoksiid voi -NH-NR'°-CON(R'®),,
mis on samuti vajadusel asendatud. Nii looduslike kui ka mittelooduslike aminohapete
puhul, mis sisaldavad selliseid funktsionaalrihmi nagu hiidroksiiil-, karbokstiiil-,
merkapto-, guanidiiiil-, imidasoliiiil- vdi indolinilriihm, véivad nimetatud rithmad olla

ka kaitstud.
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Sobivad kaitseriihmad on eelistatult N-kaitserithmad, mida tavapéraselt kasutatakse
peptiidikeemias, naiteks uretaani  tiipi, bensiiloksikarboniil- (Z), -
butoksiikarboniiiil- (Boc), 9-fluoreniiiiloksiikarboniiiil- (Fmoc),
alliniiloksiitkarboniiiilrithm (Aloc) v6i happeamiidi tiitipi, eriti formiiil-, atsetiiiil- voi
trifluoroatsetiiiilrithm, ja alkiiiilrithma tiiipi nagu bensiiilrihm. Juhul kui R® on
imidasoolradikaal, siis kasutatakse niiteks sulfoonamiidi valmistamisel imidasooli
lammastiku kaitseriihmana sulfoonhappe derivaati valemiga IV, mida vdib uuesti
eemaldada eriti leeliste juuresolekul nagu naatriumhiidroksiidi vesilahus.

Nimetatud keemiliste reaktsioonide ldhteained on tuntud vdi neid saab hdlpsasti

valmistada kirjanduses teadaolevate meetodite pohjal.

Kiesolev leiutis kisitleb veel iihendite valemiga I ja/vdi thendi valemiga I
stereoisomeerse vormi ja/voi ithendi valemiga I fiisioloogiliselt vastuvdetava soola
valmistamismeetodit, mille kohaselt:

a) ithendil valemiga IV

N Z—Pg

o a)
R 8

?

milles Pg on sobiv kaitserithm (néiteks metiiiilester), amiid- v6i hiidroksiililrithm ning
Z, R” ja R® on defineeritud valemis I, lastakse reageerida atsiiiilkloriidiga v3i ithendi

valemiga III aktiveeritud estriga

R9

R~ | ()
N D1
/

R5

b

milles D1 on -COOH v®i sulfoniiiilhalogeen ja R’ R® ja R’ on defineeritud valemis I,
sobiva aluse vdi sobivusel dehiidraativa ithendi juuresolekul lahuses ning parast

kaitserithma eemaldamist muudetakse saadud iihend thendiks valemiga I voi

b) tihendi valemiga IVa
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0]

E’ITI\’/LOH (IVa)
R7

RS

b

milles R” ja R® on defineeritud valemis I ja E on N-aminokaitserithm, karboniiiilrithm

seostatakse vaheahela L kaudu vaiguga PS, saades tihendi valemiga V

0
E/ITI\'/“' L V)
R7
R 8

b4

millel lastakse pérast kaitserithma E selektiivset eemaldamist reageerida iihendiga
valemiga IIT, milles R, R® ja R” on defineeritud valemis I, sobiva aluse v3i sobivusel

dehiidraativa ithendi juuresolekul, saades iihendi valemiga VI

R®
Y 0)
R® I N L (VD)
N D/llg\(u'
R/S R3

mis muudetakse parast kandjalt eraldamist ithendiks valemiga I, voi

c) thend valemiga I muudetakse vastavaks fiisioloogiliselt vastuvdetavaks soolaks.

Meetodi variandis a) annab iihendi valemiga IVa happefunktsiooni kaitserithm Pg. See
selektiivne karboksiiiilhappe derivatiseerimine viiakse labi vastavalt meetoditele, mida
on kirjeldatud publikatsioonis Houben-Weyl "Methoden der Org. Chemie", Vol. 15/1.
Meetodi variandis b) annab lahteainete valemiga I'Va aminofunktsioon: kaitserithm E.
See selektiivne aminorithmade derivatiseerimine viiakse ldbi vastavalt meetoditele,
mida on kirjeldatud publikatsioonis Houben-Weyl "Methoden der Org. Chemie", vol.
15/1.

Selleks otstarbeks eelistatult kasutatav kaitseriihm Pg on tavaparaselt peptiidikeemias
kasutatavad karbokstitilkaitseriihmad nagu naiteks alkiiilestri titipi (néiteks metiitil-,

etiiiil-, fert-butiiiil-, isopropiiiil-, bensiiiil-, fluorenitiilmetiiiil- ja alliiilrithm), ariiilestri
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tiitipi (néiteks feniilrithm), amiiditiiipi (naiteks amiid- v3i benshidritiilamiinrithm).
Selleks kasutatavad sobivad kaitserithmad E on eelistatult peptiidikeemias tavaparased
N-kaitserihmad, niiteks uretaani tiipi (nagu bensutiloksikarbonuil- (Z), #-
butoksiikarboniiiil- (Boc), 9-fluoreniiiiloksiikarboniitil- (Fmoc), alliitiloksiikarboniiiil-
rihm (Aloc)) vdi happeamiidi tuipi (nagu formiiil-, atsetatil- voi
trifluoroatsetiiiilrithm) voi alktiiltiiipi nagu bensitinihm.

Selleks otstarbeks on osutunud eriti  sobilikuks ka  (trimetiiilsiliiil)-
etoksiikarboniiiilrithm (Teoc) (P. Kociénski, Protecting Groups, Thieme Verlag 1994).

Indoolkarboksiiiilhappe derivaadid valmistati vastavalt meetodile, mida on kirjeldatud
publikatsioonis Houben-Weyl, "Methoden der Org. Chemie", Vol. E6-2A ja E6-2B.
Nii eelistatakse indoolkarboksiiiilhappe derivaatide valemiga III valmistamisel
hiidrasinobensoehapete ja ariiiilketoonide vo0i heteroariiiilketoonide reageerimist
poliifosforhappes 145 °C juures. Vajaminevaid hiidrasinobensoehapped valmistatakse
vastavalt eriala asjatundjale teadaolevatele meetoditele, naiteks ldhtudes vastavatest
bensoehappe  aniliinidest. ~ Sarnaselt  valmistatakse  ariiilketoonid  vdi
heteroariiiilketoonid eriala asjatundjale teadaolevate meetodite kohaselt, lihtudes
vastavatest atsiiiilkloriididest vdi -nitriilidest reaktsiooni teel naiteks metallorgaaniliste

Uihenditega.

Uhendite valemiga IV kondenseerimiseks tihenditega valemiga III kasutatakse
eelistatult eriala asjatundjale per se histi teadaolevaid liitumismeetodeid (vt. naiteks
Houben-Weyl, "Methoden der Org. Chemie", Vol. 15/1 ja 15/2, Georg Thieme
Verlag, Stuttgart, 1974). Sobivad kondenseerijad vdi sidujad on sellised iithendid nagu
karboniiiildiimidasool, karbodiimiidid nagu ditsiikloheksiilkarbodiimiid  vdi
diisopropiiiilkarbodiimiid ~ (DIC),  O-((tstiano(etoksiikarboniitil)metiileen)amino)-
N,N,N' N'-tetrametiiiluroonium tetrafluoroboraat (TOTU) vdi propaanfosfoonhappe
anhiidriid (PPA).

Kondenseerimist voib labi viia standardtingimustel. Kondenseerimisel on reeglina
vaja mittereageerivaid aminorihmi kaitsta eemaldatavate kaitserihmadega. Sama

kehtib ka reaktsioonis mitteosalevate karboksiiiilmihmade kohta, mis kondensatsiooni
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ajal on eelistatult (Cis)-alkiiiilestritena, bensiiiilestritena v&i fert-butiiiilestritena.
Aminorithmade kaitsmine pole vajalik siis, kui aminorithmad esinevad aminoriihma
lahteainetena nagu nitrorithmad vdi tsiianoriihmad ja aminorithmad moodustuvad alles
hiildrogeenimisel kondenseerimise jarel. Péirast kondenseerimist eemaldatakse
kaitserihmad sobival moel. Naiteks NO, riihmi (guanidiinkaitse aminohapetes),
benstiiiloksiikarbontiilrithmi  ja  bensiitilrithmi  saab bensiitilestritest eemaldada
hiidrogeenimisega. Tert-butiiiltiiipi kaitserithmi eemaldatakse happeliselt, samas kui

9-fluoreniiiilmetoksiikarbontiilrithm eemaldatakse sekundaarsete amiinidega.

Poliimeerne kandja, mida tahistatakse valemites V ja VI tahisega PS, on ristseotud
poliistireenvaik, mis sisaldab sidujana vaheahelat L. See siduja kannab sobivat
funktsionaalrithma nagu niiteks amiin (Rinki amiinvaik), v&i hiidroksiiiilriihma
(Wangi vaik v5i Kaiseri oksiimvaik). Alternatiivselt vaib kasutada muid poliimeerseid
kandjaid nagu klaas, puuvill vi tselluloos, mis sisaldavad erinevaid vaheahelaid L.
Vaheahel L on kovalentselt seotud poliimeerse kandjaga ja tagab poorduva amiidi- voi
estrisarnase sideme iihendiga valemiga IVa, mis jidb stabiilseks seotud iihendi
valemiga IVa edasisel reaktsioonil, kuid tugevalt happelistel tingimustel, naiteks segus
trifluoroetaanhappega, vabastab uuesti sidujas oleva rithma.

Soovitud iihendit valemiga I saab sidujast vabastada reaktsioonijarjestuse eri

etappides.

A. Kaitstud aminokarboksiiiilhapete valemiga IVa tahkele kandjale sidumise

uldprotseduur

Stintees viidi 1dbi 15 ml mahutavusega reaktorites. Igasse reaktorisse lisati 0,179 g
Rinki amiidvaiku AM (Fmoc-Rink amiid AM/Nova-Biochem; 0,56 mmol/g ehk 0,1
mmol reaktori kohta). Fmoc kaitserihma eemaldamiseks vaigult doseeriti igasse
reaktorisse 30% piperidiini lahust DMF-is ja saadud segu loksutati 45 minutit. Segu
filtriti ja vaiku pesti 3 korda dimetiilformamiidiga (DMF). Kaitstud aminohappe
sidumiseks lisati selliselt ettevalmistatud vaigule vastava Fmoc-aminohappe 0,5M
lahust (0,3 mmol DMF-is), HOBt lahust (0,33 mmol DMF-is) ja DIC lahust (0,33
mmol DMF-is) ja saadud segu loksutati 35 °C juures 16 tundi. Seejirel pesti vaiku
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korduvalt DMF-iga. Liitumise kontrollimiseks vdeti moned vaiguhelmed ja sooritati
KAISER’i test, mis osutus kdikidel juhtudel negatiivseks.

Fmoc kaitserithm eemaldati eelkirjeldatud viisi 30% piperidiini lahusega DMF-is.
Bensimidasoolkarboksiiiilhapete sidumiseks lisati vaigule vastava 4- v6i 5-asendatud
happe 0,1M lahust (0,4 mmol DMF-is), siduva reagendi TOTU 0,5M lahust (0,44
mmol DMF-is) ja DIPEA 0,5M lahust (0,6 mmol DMF-is) ning saadud segu loksutati
40 °C juures 16 tundi. Seejdrel pesti vaiku korduvalt DMF-iga. Reaktsiooni
kontrollimiseks vGeti moned vaiguhelmed ja sooritati KAISER’1 test.

Soovitud ainete eemaldamiseks kandjalt pesti vaiku korduvalt diklorometaaniga.
Seejirel lisati 18hustamislahust (50% diklorometaani ja 50% segu koostisega 95%
TFA, 2% vett, 3% trisopropiiiilsilaani) ning saadud segu loksutati toatemperatuuril
tund aega. Saadud segu filtriti ja filtraat kontsentreeriti kuivaks. Saadud jadki sadestati

dietiiileetris ja filtriti.

Tahked jaagid sisaldasid tavaliselt kdrge puhtusastmega soovitud produkte v&i neid
fraktsioneeriti naiteks poordfaasiliselt HPLC abil (eluent: A: H,0/0,1% TFA, B:
atsetonitriil/0,1% TFA). Saadud fraktsioonide liiofiliseerimine andis soovitud
produktid.

Soolasid moodustavate iihendite valemiga I ja nende stereoisomeersete vormide
fiisioloogiliselt vastuvdetavaid soolasid valmistati per se tuntud moel, kasutades
aluselisi reagente nagu hiidroksiidid, karbonaadid, vesinikkarbonaadid, alkoksiidid ja
samuti ammooniaak vd1 orgaanilised alused (nditeks trimetiil- voi trietiiilamiin,
etanoolamiin vdi trietanoolamiin) voi, alternatiivselt, aluselised aminohapped (naiteks
lisiin, ornitiin v§i arginiin), karboksiiilhapete stabiilsed soolad leelismetallidega,
leelismuldmetallidega vOi1 vajadusel asendatud amooniumisoolad. Kui iihendid
valemiga I sisaldavad aluselisi rithmi, siis saab valmistada stabiilseid happe
littsoolasid tugevate hapetega. Selleks otstarbeks on sobivad nii anorgaanilised kui ka
orgaanilised happed nagu vesinikkloriid-, vesinikbromiid-, vadvel-, fosfor-,
metaansulfoon-, benseensulfoon-, p-tolueensulfoon-, 4-bromobenseensulfoon-,
tsiikloheksiiiilamidosulfoon-, trifluorometiiiilsulfoon-, etaan-, etaandi-, viin-, butaandi-

voi trifluoroetaanhape.
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Kiesolev leiutis kisitleb ka ravimeid, mis sisaldavad efektiivses koguses vihemalt iiht
iihendit valemiga I ja/vdi selle fiisioloogiliselt talutavat soola ja/voi vajadusel selle
stereoisomeerset vormi koos farmatseutiliselt sobiva ja fiisioloogiliselt talutava

ekstsipiendiga, lisandiga ja/vdi muude toimeainete ja abiainetega.

Mis puutub farmatseutilistesse omadusetesse, siis on leiutisekohased iihendid
sobilikud koikide nende haiguste profiilaktikaks ja raviks, mille mille korral NFkB
aktiivsus on tousnud. Sellised seisundid on niditeks lokomotoorse siisteemi kroonilised
haigused nagu poletikulised, immunoloogilised vdi metaboolsed akuutsed ja
kroonilised  artriidid,  artropaatiad, reumatoidartriit, v0i  degeneratiivsed
liigesehaigused nagu osteoartroosid, spondiiloosid, kdhre purunemisest tingitud
liigesetraumad v®di liigese pikaajaline immobilisatsioon pérast meniski vdi pSlvekedra
vigastusi vOi desmopaatia vo1 sidekoehaigused nagu kollagenoosid ja periodontaalsed
haigused, miialgiad ja luu metabolismi héired, voi haigused, mis on pdhjustatud
kasvaja nekroositeguri o (TNFo) uleekspressioonist vdoi TNFa suurenenud
kontsentratsioonist nagu kahheksia, hulgikoldekdvastumus, kolju-aju traumad, Crohni
tobi ja sooletuumorid, voi sellised haigused nagu ateroskleroos, stenoos, haavandid,
Alzheimeri tobi, lihaste kahjustused, vihiloomulised haigused (teraapia tugevdamine
tstitotoksiliste Gihenditega), miiokardi infarkt, podagra, veremirgistus, septiline Sokk,
viirusinfektsioonid nagu gripp, hepatiit, HIV infektsioonid, AIDS vdi adenoviiruste
vOi herpesviiruste pohjustatud haigused, parasiitinfektsioonid nagu malaaria voi
leepra, seeninfektsioonid v&i pérmseeninfektsioonid, meningiit, kroonilised
poletikulised kopsuhaigused nagu krooniline bronhiit v5i astma, akuutne respiratoorne
distressisiindroom, akuutne siinoviit, tuberkuloos, psoriaas, diabeet, organi
vastuvitjale siirdatud organi vastase akuutse vGi kroonilise hiilgamisreaktsiooni ravi,

kroonilised peremehe siirikuvastased haigused ja pdletikulised vaskulaarhaigused.

Leiutisekohaseid ravimeid manustatakse tavaliselt peroraalselt v3i parenteraalselt.

Samuti on vdimalik rektaalne voi transdermaalne manustamisviis.



10

15

20

25

30

EE 05036 B1
22

Leiutis kisitleb samuti ravimi valmistamismeetodit, mille kohaselt vihemalt iks
ithend valemiga I viiakse sobivasse manustamisvormi koos farmatseutiliselt sobiva ja
fisioloogiliselt talutava ekstsipiendi ja sobivusel koos sobivaid teiste toimeainete,

lisandite voi abiainetega.

Sobivad tahked vdi farmatseutilised preparaadid on néiteks graanulid, pulbrid, kaetud
tabletid, tabletid, (mikro)kapslid, ravimkiiinlad, siirupid, mahlad, suspensioonid,
emulsioonid, tilgad- v6i siistelahused, ning preparaadid toimeaine pikendatud
vabastamisega, kusjuures neis preparaatides kasutatakse tavaparaseid abiaineid nagu
ekstsipiendid, paakumisvastased ained, sideained, katteained, pundumisained, libi- v5i
méirdeained, maitseaineid, magusained ja solubilisaatorid. Sagedasti kasutatavad
abiained on niiteks magneesiumkarbonaat, titaandioksiid, laktoos, mannitool ja teised
suhkrud, talk, laktoproteiin, Zelatiin, tirklis, tselluloos ja selle derivaadid, loomsed ja
taimsed Olid nagu tursamaksadli, péevalilledli, maapéhklidli ja seesamidli,
poliietiileenglitkool ja lahustid nagu niiteks steriliseeritud vesi ja mono- vdi
politaluselised alkoholid nagu gliitserool. Farmatseutilisi preparaate valmistatakse ja
manustatakse eelistatult doosiiihikutena, kusjuures iga doosiiihik sisaldab toimeainena
leiutisekohase ithendi valemiga I kindlat doosi. Tahkete doosiithikute nagu tabletid,
kapslid, kaetud tabletid v&i ravimkiiiinlad korral v6ib nimetatud doos olla kuni umbes
1000 mg, eelistatult umbes 50 kuni 300 mg, ja ampullis olevate siistelahuste korral
kuni umbes 300 mg, eelistatult umbes 10 kuni 100 mg. Ligikaudu 70 kg kaaluva
taiskasvanud patsiendi ravimiseks vOib madrata, sOltuvalt Ghendi valemiga I
efektiivsusest, pdevaseks doosiks umbes 20 kuni 1000 mg, eelistatult 100 kuni 500 mg
toimeainet. Teatavatel tingimustel vdivad siiski asjakohased olla isegi kdrgemad voi
madalamad pédevased doosid. Pievast doosi vdib manustada ithekordse annustamisega
individuaalse doosiiithiku kujul vdi mitme viiksema doosiithikuna ja jagatud doosi

mitmekordse annustamisega kindlate ajavahemike jarel.

Reeglina miiratakse reaktsioonide 15pp-produktid massispektroskoopia meetodite abil
(FAB-MS, ESI-MS). Temperatuurid on toodud Celsiuse kraadides, RT tahistab
toatemperatuuri (22-26 °C). Lithendid on kas siin seletatud v5i vastavad tavaparastele

kokkulepetele.



10

15

20

25

30

EE 05036 B1

23

Niiited

Asendatud indoolkarboksiiiilhapete valmistamine

Protsessi variant A)

2.3-difeniiiil-1H-indool-5-karboksiiiilhape
Desoksiibensoiini (1,96 g; 10 mmol) ja 4-hiidrasinobensoehapet (1,52 g) jahvatati

uhmris ja seejérel sulatati avatud kolvis 160 °C juures 15 minutit. Jahtunud sulatis
segati etaanhappega (100 ml) ja kontsentreeritud vesinikkloriidhappega (30 ml),
misjarel saadud segu keedeti 3 tundi. Jahtunud lahus segati veega, mille tagajarjel
sadenes produktina 2,3-difeniiil-1H-indool-5-karboksuiilhape. Tekkinud produkt
eraldati imifiltratsiooniga ja jddki pesti veega ning kuivatati. Puhastamiseks segati
toorprodukti sooja tolueeniga, imifiltriti ja kuivatati, saades 2,3-difeniiiil-1H-indool-5-

karboksiiilhappe.
Protsessi variant B)
2-piiridiin-4-iiiil-1H-indool-5-karboksiiiithape

P,0s (20 g) ja HsPO4 (12,5 ml, 85%) segati kokku, kusjuures reaktsioonisegu

temperatuur tSusis tugevalt. Seejirel jahutati reaktsioonisegu 60 °C-ni ning sellele

lisati 4-propioniiilpiiridiini (8,90 g; 65,84 mmol) ja 4-hudrasinobensoehapet (4,20 g;
27,60 mmol). Saadud segu segati 145 °C juures 45 minutit. Reaktsioonisegu valati
vette, mille tulemusena sadenes kollase produktina 2-piridiin-4-iiil-1H-indool-5-
karboksiiiilhape. Saadud sade imifiltriti ja seda pesti veega kuni neutraalse pH-ni.
Selle meetodiga kvantitatiivse saagisega saadud 2-puridiin-4-uil-1H-indool-5-
karboksiiiithapet kasutati ilma edasise puhastamiseta nende sidumisel aminohappe

derivaatidega.
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Aminohappe derivaatide sidumine asendatud indoolkarboksiiiilhappe

derivaatidega

Protsessi variant C)

Naide 1

N-(1-karbamotiiil-3-feniitlpropiiiil)-2.3 -difentiiil- 1 H-indool-5-karboksamiid

2,3-difeniiiil-1H-indool-5-karboksiitilthape (0,16 g; 0,5 mmol) (vt. protsessi varianti A)
lahustati toatemperatuuril kuivas dimetiiilformamiidis (10 ml) ning segati jarjestikku
L-homofeniiilalaniinamiidi  vesinikloriidi (0,11 g; 0,5 mmol), TOTU (O-
[(tstiano(etokstikarbonuiil)metiilideen)amino-1,1,3,3-tetrametiiiil jurooniumtetrafluoro-
boraadi) (0,16 g) ja diisopropiiiilamiiniga (0,14 ml, 1 mmol). Saadud reaktsioonisegu
segati toatemperatuuril 6 tundi ja seejiarel kontsentreeriti vahendatud rdhul ning
saadud jaak lahustati etiiiilatsetaadis. Orgaanilist faasi pesti jarjestikku veega,
kullastunud naatriumkarbonaadi lahusega, veega ja kiillastunud naatriumkloriidi
lahusega, kuivatati (MgSQy,), filtriti ja kontsentreeriti vihendatud rdhul, saades N-(1-
karbamotitil-3-fenttlpropiiil)-2,3-difentiil- 1 H-indool-5-karboksamiidi (st. 120-125
°C).

Naide 7

N-(1-karbamoutiiil-3-piirrool-1-iiiilpropiiiil )-3-metiiiil-2-piiridiin-4-iitil-1 H-indool-5-

karboksamiid

3-metiitil-2-piiridiin-4-iiil-1H-indool-5-karboksuiithape (0,13 g, 0,5 mmol) (vt.
protsessi varianti A) lahustati toatemperatuuril kuivas dimetiitilformamiidis (10 ml) ja
segati  jarjestikku  4-(1-parroliiil)-L-2-bensiiiiloksiikarboniiilaminobutaanamiidi
(0,083 g; 0,5 mmol), TOTU (O-[(tstiano(etoksiikarboniiiil)metiilideen)amino-1,1,3,3-
tetrametiitil Jurooniumtetrafluoroboraadi) (0,16 g; 0,5 mmol) ja etiiiildiisopropiiiil-
amiiniga (0,14 ml; 1 mmol). Saadud reaktsioonisegu segati toatemperatuuril 6 tundi ja
seejirel kontsentreeriti vahendatud rohul ning saadud jadk lahustati etiiilatsetaadis.
Orgaanilist faasi pesti jarjestikku veega, killastunud naatriumkarbonaadi lahusega,
veega ja killastunud naatriumkloriidi lahusega, kuivatati (MgSO,), filtriti ja

kontsentreeriti vihendatud rShul. Puhastamine viidi 14bi preparatiivse HPLC abil.
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a: 4-(1-purroliiil)-L-2-bensiiiiloksiikarbontitilaminobutaanhape
Ny-Z-L-2,4-diaminobutaanhappe (1,25 g; 5,0 mmol) lahust vees (60 ml), millest oli
juhitud 14bi argooni, segati kokku 2,5-dimetoksiitetrahiidrofuraaniga (0,66 g; 5,0
mmol), misjarel lisati jaa-aadikhapet (1,7 ml) ja saadud segu segati 20 °C juures 12
tundi. Reaktsioonisegu ekstraheeriti korduvalt etinilatsetaadiga, orgaanilised faasid
tihendati ja kuivatati (Na;SO,) ning filtraati kontsentreeriti viahendatud rdhul. Saadud
toorprodukti  puhastati kolonnkromatograafiga silikageelil (CH,Cl,/CH30H/
CH;COOH 100/5/1). Mobiilse faasi eemaldamine andis 4-(1-pirroliiil)-L-2-
benstiiilokstkarboniiiilaminobutaanhappe (1,3 g; 87%).

b: 4-(1-pirrolinil)-L-2-bensiiilokstikarboniiiilaminobutaanamiid
4-(1-purroliiiil)-L-2-bensiitiloksiikarbontiilaminobutaanhape (1,2 g, 4,0 mmol) ja N-
hiidroksiibensotriasooli ammooniumisool (0,61 g, 4,0 mmol) lahustati koos DMF-is
(10 ml), kuhu lisati 0 °C juures segades N,N'-ditsiikloheksiiiilkarbodiimiidi (0,82 g;
4,0 mmol) ja N-etirtildiisopropiitilamiini (0,68 ml; 4,0 mmol) ning saadud segu segati
0 °C juures 30 minutit ja 20 °C juures 3 tundi. Sadenenud uurea imifiltriti vilja ja
filtraat kontsentreeriti kuivaks vihendatud rdhul. Saadud toorprodukti puhastati
kromatograafiga silikageelil (CH,Cl,/CH3;OH/CH3;COOH 100/5/1). Saagis 0,89 g
(74%).

c: 4-(1-purroliitil)-L-2-aminobutaanamiid

Inertgaasi atmosféaris lahustati 4-(1-piirrolail)-L-2-bensiiiiloksiikarboniiiilamino-
butaanamiid (0,80 g; 2,65 mmol) metanoolis (20 ml) ning segati kataliisaatoriga (80
mg; 10% Pd/C). Saadud segusse juhiti vesinikku kuni kaitseriihma Z tiieliku
vabanemiseni. Kataliisaator filtriti vialja ja filtraati kontsentreeriti, saades 4-(1-

purroliil)-L-2-aminobutaanamiidi (0,4 g; 90,5%).
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2. Protsessi variant D)

Niide 3
N-(1-karbamoiiiil-2-feniiiilsulfantiiletiiiil iiridiin-4-iui-1H-indool-5-karboksamiid

2-piiridiin-4-iiiil-1H-indool-5-karboksiiiilhape (0,20 g; 0,84 mmol) segati DMF-is (40

ml) kokku 2-amino-3-feniiiilsulfaniiilpropaanhappega (0,21 g; 1,07 mmol) ning
saadud segusse lisati 0 °C juures bensotriasool-1-iiiiloksitripiirrolidinofosfoonium-
heksafluorofosfaati (0,66 g; 1,27 mmol) ja N-etiiiil-N,N-diisopropiiiilamiini (0,37 ml;
2,12 mmol) ning saadud segu segati 20 °C juures 2 tundi. Saadud lahust
kontsentreeriti vihendatud rdhul ja puhastati keskmise réhuga kolonnkromatograafiga
(CH,Cly/CH;0H 9:1), saades N-(1-karbamoiiiil-2-feniiiilsulfaniitiletiiil)-2-piiridiin-4-
iil-1H-indool-5-karboksamiidi (0,19 g; 54%).

Niide 9

3-feniiilaminoetiiiil-2-[ (2-piiridiin-4-til- 1 H-indool-5-karboniiiil Jaminolpropaanamiid

N\/

L
T 4 N CONH;
H

a) L-2-amino-3-feniiiilaminoettiiilpropaanhape

Trifeniiiilfosfiin (54,8 g; 0,209 mmol) suspendeeriti atsetonitriilis (600 ml) ja jahutati
niiskuse eemaldamisega -35 kuni -45 °C-ni. Selle temperatuuri juures lisati lahusesse
tilkhaaval 50 minuti jooksul dietiliilasodikarboksiilaati (36,4 g; 0,209 mmol). Saadud
segu segati -35 °C juures veel 15 minutit ja siis lisati sellele tilkhaaval N-
bensiitiloksiikarboniiiil-L-seriini (50 g; 0,209 mmol) lahust atsetonitriilis (500 ml),
kusjuures temperatuuri hoiti allpool -35 °C. Segul lasti reageerida 5 °C juures 12
tundi, misjérel segu soojendati toatemperatuurini. Lahusti eemaldati vdhendatud rohul

ja saadud toorprodukti puhastati keskmise réhuga kolonnkromatograafiga silikageelil
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(DCM/AcCN 25/1). Lahusti eemaldati, saades puhta N-bensiiiloksiikarboniiil-L-
seriin-B-laktooni (20,8 g; 45%) (vt. ka Org. Synth. 1991 (70) 1ff.) peente ndeljate
kristallidena. Empiiriline valem: C;;H;1NO4;, M.W. = 221.2; MS (M+H) 222,1.

Argooni atmosféris lisati N-etitiilaniliini (7,3 ml; 57,36 mmol) lahusele atsetonitriilis
(250 ml) N,0-bis(trimetiiilsilutif)atseetamiidi (15,5 ml; 63,51 mmol) ja saadud segu
segati 50 °C juures 3 tundi. Saadud lahusele lisati 20 °C juures ilaltoodud laktooni
(10,7 g; 48,37 mmol) lahust atsetonitriilis (250 ml) ja saadud segu keedeti 17 tundi.
Lahusti eemaldati ja jadki segati kiillastunud naatriumkarbonaadi lahusega, kusjuures
lahuse pH hoiti alla 9. Vesisuspensiooni pesti vidhese koguse dietiiiileetriga, seejérel
hapestati (pH = 6-7) kontsentreeritud vesinikkloriidhappega ja seejirel viidi NaHPO4
puhvri abil lahuse pH 5-ni. Saadud vesilahust ekstraheeriti korduvalt etiitilatsetaadiga.
Lahustite aurustamine andis soovitud produkti (7,4 g; saagis 45%). Empiiriline valem:
C1oH22N204; MW, =342 4; MS (M+H) 343,2.

Metanoolile (75 ml) lisati -10 °C juures tilkhaaval tioniitilkloriidi (6,5 ml; 89,1 mmol)
ja saadud segu segati 30 minutit. Seejirel lisati segule L-2-aminoetiiil-3-
feniiiilaminopropaanhappe (8,6 g; 25,12 mmol) lahust metanoolis (75 ml) ning saadud
segu segati -10 °C juures 30 minutit ja toatemperatuuril veel 3 tundi. Lahustid
aurustati, jadk lahustati etiilatsetaadis ning saadud lahust pesti naatriumkarbonaadi
lahusega. Lahusti aurustati ja jadki puhastati kolonnkromatograafiga (n-
heptaan/etiiiilatsetaat 7/3), saades L-2-aminoetiiiil-3-feniiiilaminopropaanhappe (4,43
g; saagis 50%). Empiiriline valem: CyoH24N204, M.W. = 356,4; MS (M+H) 357,3.

Kaitseriilhma eemaldamiseks lahustati Z-kaitstud derivaat (4,4 g, 12,35 mmol)
metanoolis (500 ml), lahusele lisati inertgaasi atmosfaaris kataliisaator (100 mg; 10%
Pd(OH)»/C) ja 1abi lahuse juhiti vesinikku kuni kaitserithma Z taieliku vabanemiseni.
Kataliisaator filtriti valja ja filtraati kontsentreeriti, saades L-2-aminoetiiil-3-
fentiilaminopropaanhappe (2,8 g) (kvant.). Empiiriline valem: Ci2H;3N202; MW, =
223.3; MS (M+H) 223.1.
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Protsessi etapp b)

2-piiridiin-4-iiiil-1H-indool-5-karboksiiiilhape (0,63 g; 2,64 mmol) (valmistati
vastavalt protsessi variandile B)) suspendeeriti DMF-i (150 ml) ja segati jarjestikku
TOTU (1,01 g; 3,08 mmol) ja etiitildiisopropiiiilamiiniga (0,63 ml; 3,71 mmol).
Saadud segu segati toatemperatuuril 20 minutit ja saadud selgesse lahusesse lisati (S)-
2-amino-3-feniiiilaminoetiiiilpropanaati (0,73 g; 3,28 mmol), mis valmistati vastavalt
punktile a). Saadud segu segati vahendatud rShul 15 tundi, misjarel soovitud iihendi
metiiiilester eraldati kolonnkromatograafiga silikageelil (DCM/MeOH 19/1). Saagis
0,44 g Empiiriline valem: Cy6H26N4O3; MW, = 442.2; MS (M+H) 443,3.

Saadud metiiiilester (0,22 g; 0,497 mmol) lahustati metanoolis (100 ml), saadud lahus
jahutati 0 °C-ni ning labi selle juhiti 1,5 tunni valtel ammoniaaki. Saadud lahusel lasti
seista 66 ldbi toatemperatuuril, misjirel metanool aurustati. Saadud toorprodukti
puhastati kolonnkromatograafiga silikageelil (DCM/MeOH 19/1). Saagis 0,096 g
(45,2%), C2sHzsNsO5; MW, = 427,2; MS (M+H) 428 3.

Alltoodud tabelis 1 olevad iihendid valmistati analoogselt protsessidele A) kuni D).

Tabel 1
Nt Struktuur Empiiriline MS | Mirku-
valem (M+H) sed
1 MW.=47358 | 4742 | pr. v. A)
C31Hz7N;0, pr. v. C)
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Nt Struktuur Empiiriline MS | Mirku-
valem M+H) sed
2 MW.=39846 | 3993 | pr.v.B)
C24H2:N40, pr.v. C)
N \_/
NH, N —
H
3 MW.=416,50 | 417,1 | pr.v. A)
Cz3HzoN4OzS pr. v. D)
'
N \_/
NH; N —
H
4 MW.=4179 | 418,1 | pr. v.B)
C2sHioN303S pr. v. C)
=/S
N \
N \_/
OH N —
H
5 MW.=431,51 | 432,1 | pr.v. B)
C24H21N3O3S pr. v. C)
P
CHy
N \
N \_/
OH

T Z
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Nt Struktuur Empiiriline MS | Mirku-
valem (M+H) sed
6 MW.=430,53 | 431,2 | pr.v. B)
C24H22N402S pr. v. C)
v
H 7 CHs
0 :
N \
H \ / N
NH, N _
H
7 0 MW.=516,47 | 403,2 | pr.v.B)
{\
Ca3HzoN4O5* r.v.C
N CF, /“\OH 2311221N40U3 p )
) C,HF;0;
H 0 CH;
O N
N \
il N\
NH, N _—
H
8 @ j\ M.W.=475,50 | 416,5 | pr.v. B)
\ NL HC” SOH | Ca4HasNsOg* pr.v. C)
C.H,O
N CH, :
N —
H
9 MW.=4272 | 4283
Cz5HzsNsO,
N
o /[ ~
- N CONH,
N / / H 2
\ N
H

pr. v. - protsessi variant
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Farmakoloogilised niited

IkB kinaasi ELISA test
IkB kinaasi aktiivsus médrati ELISA testiga, kus kasutati biotiniileeritud

substraatpeptiidi, mis sisaldas valgu IkB seriinide 32 kuni 36 aminohappejirjestust ja
spetsiifilist polu- v6i monoklonaalset antikeha (niiteks firmalt New England Biolabs,
Beverly, MA, USA, cat.: 9240), mis seostub vaid peptiid IkB fosforiileeritud vormiga.
See kompleks immobiliseeriti antikeha siduvale plaadile (kaetud valguga A) ja
detekteeriti, kasutades biotiiniga seostuva valgu ja HRP (niiteks streptavidiini HRP)
konjugaati. Aktiivsust saab maarata kvantitatiivselt, kasutades substraat-fosfopeptiidi

standardkdverat.

Protseduur

Kinaasikompleksi saamiseks lahjendati HeLa S3 rakuekstrakti S100 (10 ml) 50 mM
HEPES lahusega (40 ml), mille pH oli 40% ammooniumsulfaadi abil viidud 7,5-ni, ja
saadud segu inkubeeriti jaal 30 minutit. Sadenenud tomp lahustati SEC puhvris (5 ml;
50 mM HEPES-t, pH 7,5, 1 mM DTT-d, 0,5 mM EDTA-d, 10 mM 2-gliitserofosfaati).

tsentrifuugiti 20000 x g juures 15 minutit ja filtriti 14bi 0,22 pm filtri. Saadud proov
kanti 320 ml Superose-6 FPLC kolonni (Amersham Pharmacia Biotech AB, Uppsala,
SE), mis oli tasakaalustatud SEC puhvriga ja mida rakandati voolukiirusega 2 ml/min
4 °C juures. Fraktsioonid, mis vastasid 670 kDa molekulmassiga standardi
elueerimisajale, ihendati aktiveerimiseks. Aktiveerimiseks inkubeeriti neid
fraktsioone 45 minutit koos 100 nM MEKK1A, 250 uM MgATP, 10 mM MgCl,, 5
mM ditiotreitooli (DTT), 10 mM 2-gliitserofosfaadi ja 2,5 uM mikrotsiistiin LR-ga 37
°C juures. Aktiveeritud ensiiiimi siilitati -80 °C juures.

DMSO-s (2 pl) lahustatud testithendeid inkubeeriti eelnevalt 25 °C juures koos 43 pl
aktiveeritud ensiilimiga (lahjendatud 1:25 reaktsioonipuhvriga: 50 mM HEPES-t, pH
7,5, 10 mM MgClz, 5 mM DTT-d, 10 mM B-gliitserofosfaati, 2,5 uM mikrotsiistiin
LR-)) 30 minutit. Lahusele lisati 5 pl substraatpeptiidi (biotiin-(CHy)s-
DRHDSGLDSMKD-CONH,) (200 uM), saadud segu inkubeeriti tund aega ning
reaktsioon kustutati 150 ul seguga, mille koostis oli: 50 mM HEPES-t, pH 7,5, 0,1%
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BSA-d, 50 mM EDTA-d, antikeha [1:200]. 100 pl kustutatud reaktsioonisegu voi
fosfopeptiidi standardlahuse lahjendust (biotiin-(CH,)s-DRHDS[POs;]GLDSMKD-
CONH_) kanti seejdrel valgu A plaadile (Pierce Chemical Co., Rockford, IL, USA) ja
inkubeeriti loksutil 2 tundi.

Peale kolme pesemisetappi PBS-iga lisati 30 minuti jooksul 100 ul 0,5 pg/mi
streptavidiin-HRP-d (médardika peroksidaas) (lahjendatud 50 mM HEPES/0,1% BSA
segus). Pérast viiekordset pesemist PBS-iga lisati 100 pul TMB substraati (Kirkegaard
& Perry Laboratories, Gaithersburg, MD, USA) ja virvi teke peatati, lisades 100 pl
0,18M viivelhappe lahust. Lahuse absorptsiooni mdddeti 450 nm juures.
Standardkdver saadi lineaarse regressiooniga vastavalt 4-parameetrilisele doosi-
aktiivsuse suhtele. Nimetatud standardkGvera abil mdirati kvantitatiivselt ensiiiimi

aktiivsus voi selle inhibeerimine testithendite poolt.

Meetod PKA, PKC, CK II

cAMP-s6ltuv valgu kinaas (PKA), valgu kinaas C (PKC) ja kaseiini kinaas II (CK II)
médrati vastavate testikomplektide (Upstate Biotechnologie) abil vastavalt tootja
instruktsioonidele ATP kontsentratsioonil 50 uM. Siiski kasutati fosfotselluloosfiltrite
asemel multiskriinplaate (Millipore, Phosphocellulose MS-PH, cat. MAPHNOB10)
koos vastava aspiratsioonisiisteemiga. Plaate moddeti seejarel firma Wallac
stsintsillatsiooniloenduril MicroBeta. Iga kord kasutati 100 uM testiihendit.

Igat thendit testiti topelt. Kontrolli (ilma ensiiimita) keskmine tulemus lahutati
saadud keskmistest (ensiilim koos ja ilma aineteta) ja arvutati inhibeerimisprotsent.
ICso arvutused sooritati tarkvarapaketiga GraFit 3.0. Tulemused on esitatud alltoodud
tabelis 2.
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Tabel 2. Kinaasi inhibeerimine iihendi kontsentratsioonil 100 uM vai ICso_ (UM)

Nt. or. IkB kinaas PKA PKC CKII

ICs inhibeerimis- | inhibeerimis- | inhibeerimis-
protsent protsent protsent
1 32 nd. nd. n.d.
2 0,61 24 15 35
3 0,55 35 39 37
4 0,50 42 33 47
5 1,8 55 8 27
6 4,9 60 58 39
7 3,0 nd. nd. 18
9 1,0 0 23 0

n.d. - ei madratud
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PATENDINOUDLUS

1. Uhend valemiga I

@

ja/vdi iihendi valemiga I stereoisomeerne vorm ja/vdi iihendi valemiga I

fusioloogiliselt vastuvdetav sool, kus:

iiks asendajatest R', R?, R? ja R* on radikaal valemiga II

milles:
D on
R’ on

R®on

Z

~p (I
"6,

RS

-C(0)-, -S(0)- vdi -S(0)z-;

vesinik vdi -(Cj4)-alkiiiilrithm;

R’ v&i iseloomulik aminohapperadikaal, mis on valitud grupist, kuhu
kuuluvad glitsiin, alaniin, valiin, leutsiin, isoleutsiin, feniiiilalaniin,
tirosiin, seriin, triiptofaan, treoniin, tsiisteiin, metioniin, aspargiin,
glutamiin, lisiin, histidiin, arginiin, glutaamhape, aspartaamhape, 2-
aminoadiphape, 2-aminoisobutaanhape, 2-aminobutaanhape, 2,3-
diaminopropaanhape, 2,4-diaminobutaanhape, 1,2,3 4-
tetrahiidroisokinoliin-1-karboksiiiilhape, 1,2,3 4-tetrahiidroisokinoliin-
3-karboksiiiithape,  2-aminopimeliinhape,  fenilglitsiin, 3-(2-
tieniiil)alaniin,  3-(3-tientdl)alaniin,  2-(2-tienuil)glhitsiin,  2-
aminoheptaanhape, pipekoolhape, hiidroksilisiin, sarkosiin, N-
metuillisoleutsiin,  6-N-metiiiillisiin, ~ N-metiiilvaliin,  norvaliin,
norleutsiin, ornitiin, alloisoleutsiin, allotreoniin, allohiidroksiiliisiin, 4-
hudroksiiproliin,  3-hiidroksiiproliin,  3-(2-naftiiiil)alaniin, 3-(1-

naftiiilalaniin), homofeniiiilalaniin, homotsiisteiin, homotsiisteiinhape,



10

15

20

25

30

R’ on

EE 05036 B1
35

homotriiptofaan, tstisteiinhape, 3-(2-piiridiiif)alaniin, 3-(3-
puiridiitil)alaniin, 3-(4-puridiiil)alaniin, 2-amino-3-
feniiilaminopropaanhape, ~ 2-amino-3-feniiilaminoetiiiilpropaanhape,
fosfinotritsiin,  4-fluorofeniiiilalaniin,  3-fluorofenitiilalaniin,  2-

fluorofeniitilalaniin, 4-klorofeniiiilalaniin, 4-nitrofeniiilalaniin, 4-

aminofeniiiilalaniin, tsitrulliin, tsiikkloheksiitilalaniin, 5-
fluorotriiptofaan, 5-metoksiitriiptofaan, metioniinsulfoon,
metioniinsulfoksiid ja -NH-NR'*-C(O)N(R!®),,

1. arililrihm, mis on valitud grupist, kuhu kuuluvad feniiil-,

naftiiiil-, bifentil-, antriiiil- ja fluoreniiiilriihm, ning mis on asendamata
vBi mono-, di- vdi triasendatud identsete vi erinevate radikaalidega,
mis on valitud grupist, kuhu kuuluvad (Cy.s)-alkiiiil-, (Cs)-
alkokstirithm, halogeen, nitro-, amino-, trifluorometiiiil-, hiidroksiiiil-,
hiidroksu-(C;.4)-alkiiilrihm nagu hiidroksiimetiiiil-, 1-hiidroksietiiiil-
vdi 2-hudroksiietinilrithm, metiileendioksii-, etiileendioksii-, formiiil-,
atsetiiil-, tstiano-, hiidrokstkarboniiil-, aminokarboniiiil-, (C;4)-
alkoksiikarboniiiil-, feniitil-, fenoksii-, bensiiiil-, bensiiiloksi- ja
tetrasoliitilrithm;

2. 5- kuni 14-lililine heteroariiilrihm, milleks on 5- kuni 14-
lililine mono- v&i poliitsiikliline aromaatne tsiiklististeem, mis sisaldab
1, 2, 3, 4 v61 5 heteroaatomit, mis on valitud N, O ja S hulgast, mis
vOivad mitme heteroaatomi korral olla identsed v6i erinevad, ja
heteroariiiilriihm on asendamata v&8i mono-, di- vdi triasendatud
samade vOi erinevate radikaalidega, mis on valitud grupist, kuhu
kuuluvad (C,.g)-alkinil-, (C.s)-alkoksiiriihm, halogeen, nitrorithm,
NR'),, trifluorometiiil-, hiidroksiiil-,  hiidroksii-(C;.4)-alkiiiil-,
metilleendioksii-, formiiil-, atsetiiil-, tsiiano-, hiidroksiikarboniiiil-,
aminokarboniiiil-,  (Cy.4)-alkoksiikarboniiil-,  feniiiil-,  fenoksii-,
bensiiiil-, bensiiiiloksii- ja tetrasoliiiilrithm;

3. 5- kuni 12-lililine heterotsiikkel, milleks on mono- voi
bitsiikliline 5- kuni 12-lilliline heterotsitkkkel, mis on osaliselt vdi

taielikult kiillastunud ja sisaldab heteroaatomeid, mis on valitud N, O ja
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S hulgast ning kus nimetatud heterotsiikkel on asendamata v&i

asendatud Gthe v6i mitme siisiniku- vdi heteroaatomi juures identsete

v3i erinevate radikaalidega, mis on valitud grupist, kuhu kuuluvad

(Crg)-alkiiiil-, (C.g)-alkoksiiriihm, halogeen, nitrorithm, -N(R'®),,

trifluorometiiil-, hiidrokstiiil-, hiidroksii-(C;4)-alkiiiil-,

metiileendioksii-, formuiil-, atsetiiil-, tsiiano-, hiidroksiikarboniiiil-,

aminokarboniiiil,  (Ci4)-alkoksiikarboniiiil-, feniiiil-,  fenoksii-,

benstiil-, bensiiiiloksii- ja tetrasoliiiilrithm;

4. hargnemata v3i hargnenud ahelaga -(C.¢)-alkiiiilrihm, mis on

asendamata vGi mono-, di- vdi triasendatud tiksteisest sSltumatult mdne

rithmaga grupist, kuhu kuuluvad:

4.1  ulalpool defineeritud ariiiiliihm, mis on asendamata vdi
asendatud vastavalt iilaltoodule;

42  ilalpool defineeritud 5- kuni 14-lililine heteroariiilrithm, mis
on asendamata voi asendatud vastavalt iilaltoodule;

43  ulalpool defineeritud 5- kuni 12-liililine heterotsiikkel, mis on

asendamata vGi asendatud vastavalt iilaltoodule;

44 -OR:
45 =0,

4.6  halogeen;
47 -CN;

438 -CF3;

49  -S(0)+R" kus x on tiisarv 0, 1 v&i 2;
410 -C(0)-O-R",

411 -C(0)-NR),;

412 -NR");

4.13  ~(Csg)-tsiikloalkiiiilriihm;

4.14 radikaal valemiga

R0
RO
= R10

ja
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4.15 radikaal valemiga
s Rw
; vOi
5. vesinik;
a) vesinik;

b) -(C1.¢)-alkuiilrithm, mis on hargnemata vdi hargnenud ahelaga

ja asendamata v8i mono-, di vOi triasendatud iiksteisest

sOltumatult mone rithmaga grupist, kuhu kuuluvad:

1.
2.

6.

uilalpool defineeritud artitilriihm;

ulalpool defineeritud 5- kuni 14-lililine
heteroariitilrithm;

tilalpool defineeritud 5- kuni 12-liililine heterotsiikkel;
halogeen;

-N-(Cy6)q-alkiiiilrithm, milles n on tédisarv 0, 1 v&i 2 ja
alkiilrihm on asendamata v&i mono-, di- vdi
triasendatud uksteisest sOltumatult halogeeni voi
rithmaga -COOH, ja

-COOH;

c) ulalpool defineeritud aniiilrithm;

d) tilalpool defineeritud 5- kuni 14-liililine heteroariiiilrithm;

e) ulalpool defineeritud 5- kuni 12-liililine heterotsiikkel, ja
(R'%), korral on kumbki R' s6ltumatult rithm loetelust a) kuni e),

1. tlalpool defineeritud ariiilriihm, mis on asendamata voi

asendatud vastavalt eeltoodule;

2. ulalpool defineeritud 5- kuni 14-laliline heteroartiilniihm, mis

on asendamata vii asendatud vastavalt eeltoodule;

3 tilalpool defineeritud 5- kuni 12-lililine heterotsiikkel, mis on

asendamata vG4i asendatud vastavalt eeltoodule; voi

4. -C(0)-R', kus

1.
2.

-O-R v&i
-NR®),, vai
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R’ ja R® moodustavad koos lammastiku- ja sizsinikuaatomiga, millega neist kumbki on

seotud, heterotsiikli valemiga ITa

\D’ITI\(Z
A B (IL=)
X
milles: D, Z jaR' on defineeritud valemis II,
A on lammastikuaatom vdi radikaal -CHa-;
B on hapnikuaatom, védvliaatom, limmastikuaatom voi
radikaal -CH;-;
X on hapnikuaatom, véivliaatom, lammastikuaatom véi

radikaal -CH,-;
Y puudub v3i on hapnikuaatom, véivliaatom, lammastikuaatom vai
radikaal -CH;-; v&i
X ja Y moodustavad koos feniiiil-, 1,2-diasiin-, 1,3-diasiin v&i 1,4-
diasiinrithma;
kusjuures N, A, X, Y, B ja siisinikuaatomist moodustunud tsiikkel ei sisalda iile iihe
hapnikuaatomi, X ei ole hapnik, vaivel v5i limmastik kui A on laimmastik, tsiikkel ei
sisalda tile iihe vidvliaatomi, sisaldab 1, 2, 3 v&i 4 lammastikuaatomit ning hapniku-
ja véivliaatom ej esine tiheaegselt;
kusjuures N, A, X, Y, B ja siisinikuaatomist moodustunud tsiikkel on asendamata vai
mono- kuni triasendatud iiksteisest sGltumatult -(C1.8)-alkutilriihmaga, v6i on
asendamata voi mono- vdi diasendatud iiksteisest soltumatult méne rihmaga grupist,
kuhu kuuluvad:
1.1 -OH;
12 +(Cy.g)-alkoksiirithm;
1.3 halogeen;

1.4 -NOz;
1.5 -NH;;
1.6 -CF3;

1.7  metiileendioksiirithm;
1.8  -C(0)-CHj;
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1.9 -CH(O),
1.10 -CN;
1.11 -C(0)-OH;
1.12  -C(O)-NHg;
1.13  (Ci4)-alkoksiikarboniiiilriihm;
1.14 feniilriihm,;
1.15 fenoksurithm,
1.16 bensiulriihm;
1.17  bensitloksiiriihm;
1.18 tetrasoliiilriihm vdi
1.19 -OH; véi
R® ja Z moodustavad koos siisinikuaatomitega, millega neist kumbki on seotud,

heterotsiikli valemiga Ilc

10
N R
\D/ | ﬁ/LkN/
R | (Ilc)
T\V,W
milles: D, R” jaR'® on defineeritud valemis IT;
T on hapnikuaatom, vadvliaatom, limmastikuaatom voi

radikaal -CH;-;

W on hapnikuaatom, vaavliaatom, limmastikuaatom voi
radikaal -CH;-;
V puudub v&i on hapnikuaatom, vaivliaatom, limmastikuaatom v&i

radikaal -CH;-; v&i

T ja V v3i V ja W moodustavad koos feniiiil-, 1,2-diasiin-, 1,3-diasiin vdi 1,4-

diastinrithma;
kusjuures N, T, V, W ja kahest siisinikuaatomist moodustunud tsiikkel ei sisalda iile
ithe hapnikuaatomi, ile ithe vaivliaatomi ja sisaldab 1, 2, 3 v&i 4 lammastikuaatomit,
hapniku- ja vaivliaatom ei esine iiheaegselt ning N, T, V, W ja kahest
siisinikuaatomist moodustunud tsiikkel on asendamata v6i mono- kuni triasendatud
uksteisest sSltumatult monega rithmadest, mis on defineeritud punktides 1.1 kuni 1.19;

ning vastavad muud asendajad R', R?, R? ja R* on igaiiks iiksteisest s5ltumatult:
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1. vesinik;
2. halogeen,;
3. iilalpool defineeritud artiilrihm, mis on asendamata vdi asendatud

vastavalt eeltoodule;

4, iilalpool defineeritud 5- kuni 14-lililine heteroariilrihm, mis on
asendamata vi asendatud vastavalt iilaltoodule;

5. tlalpool defineeritud 5- kuni 12-liililine heterotsiikkel, mis on
asendamata vi asendatud vastavalt tilaltoodule;

6. -(C1.6)-alkiriilriihm;

7. -CN;
8.  -OR';
9. NR'),;
10.  -S(0)-R', kus x on taisarv 0, 1 v&i 2; v6i
11. -CF3;
RPon 1. vesinik;
2. -OH; voi
3. =0; ning
R®on 1. iilalpool defineeritud ariiiilrithm, mis on asendamata v&i asendatud

vastavalt iilaltoodule;
2. ulalpool defineeritud 5- kuni 14-liililine heteroariiilriihm,
3. ulalpool defineeritud 5- kuni 12-lilliline heterotsiikkel.

2. Noudluspunktile 1 vastav ithend valemiga I, kus iiks asendajatest R', R?, R® ja R*
on radikaal valemiga II, milles:
D on -C(0)-;
R’ on vesinik v8i -(C;.4)-alkitiilrithm;
R¥on 1. hargnemata voi hargnenud ahelaga -(Cj4)-alkiiiilrihm, mis on mono-
v3i diasendatud tiksteisest sdltumatult mdne rihmaga grupist, kuhu kuuluvad:
1.1 5- kuni 14-lililine heteroariiilrithm v&8i 5- kuni 12-lililine
heterotsiikkel, mis on valitud grupist, kuhu kuuluvad piirrool, piiridiin,
plirasiin, furaan, tiofeen, imidasool, piirasool, oksasool, isoksasool,

tiasool, isotiasool, tetrasool, triasoloonid, 1,2,3,5-oksatiadiasool-2-
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oksiidid, oksadiasoloonid, isoksasoloonid, oksadiasolidiindioonid,
triasoolid, mis on asendatud F, -CN, -CF; v&i -C(0)-O-(Ci4)-
alkiiiilrithmaga, 3-hidroksiipiirrool-2,4-dioonid, 5-okso-1,2,4-
tiadiasoolid, purimidiin, indool, isoindool, indasool, ftaalasiin, kinoliin,
isokinoliin, kinoksaliin, kinasoliin, 3-feniiiil-2-propeen, karboliin ja
nende heterotsiiklite benso-, tsitkklopenta-, tsiikloheksa-,
tsiikloheptaliitunud derivaadid;

12 -O-RY,

13 -S(0)-R', kus x on taisarv 0, 1 v&i 2;

14  -NR");

1.5  radikaal valemiga

RI
10
RA R10
;ja
1.6  radikaal valemiga
—==RI0
; vOI
2. iseloomulik aminohapperadikaal, mis on wvalitud grupist, kuhu

kuuluvad histidiin, triiptofaan, seriin, treoniin, tsiisteiin, metioniin, aspargiin,
glutamiin, liisiin, arginiin, glutaamhape ja aspartaamhape;

. R

2. hargnemata v&i hargnenud ahelaga -(C;4)-alkiiiilriihm, mis on mono-,
di- vdi triasendatud tksteisest sOltumatult mdne riihmaga grupist, kuhu
kuuluvad:

3.1  noudluspunktile 1 vastav ariiilrithm, mis on asendamata v6i asendatud

vastavalt ndudluspunktile 1;

3.2  halogeen;

33 -CN; ja
34 -CF3',
4. ndudluspunktile 1 vastav ariiiilrithm, mis on asendamata v&i asendatud

vastavalt ndudluspunktile 1; voi
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5. vesinik;
R on a) vesinik;
b) hargnemata v3i hargnenud ahelaga -(Ci.¢)-alkiiiilrithm, mis on
asendamata vdi mono- kuni triasendatud iksteisest sGltumatult méne

rithmaga grupist, kuhu kuuluvad:

1. ariiiilrithm, mis on defineeritud ndudluspunktis 1;

2. 5- kuni 14-lililine heteroariiilriihm, mis on defineeritud
eelnevalt;

3. 5- kuni 12-liililine heterotsiikkel, mis on defineeritud eelnevalt;

4. halogeen;

5. -N-(Cy6)p-alkiiiilrithm, kus n on taisarv 0, 1 vdi 2 ja alkiiiilrithm
on asendamata v8i mono-, di- vdi triasendatud iiksteisest
soltumatult halogeeni v6i rithmaga -C(0)-OH; ja

6. -C(0)-OH;

c) ariitilrihm, mis on defineeritud ndudluspunktis 1;

d) 5- kuni 14-lililine heteroariiilriihm, mis on defineeritud

eelnevalt; vi

e) 5- kuni 12-lililine heterotsiikkel, mis on defineeritud eelnevalt

ja

(R'); korral on kumbki R'® s6ltumatult rithm loetelust a) kuni e);
Zon 1. 1,3,4-oksadiasoolriihm, mis on asendamata vdi mono- kuni

triasendatud -NHz, OH vdi -(C;4)-alkiiiilriithmaga, vi

2. -C(0)-R", milles
R" on 1. -O-R"vsi

2. -NR),, v5i

R’ ja R® moodustavad koos limmastiku- ja siisinikuaatomiga, millega neist kumbki on
seotud, heterotsiikli valemiga Ila, mis on valitud grupist, kuhu kuuluvad piirrool,
purroliin, piirrolidiin, piiridiin, piperidiin, piperiileen, puridasiin, pirimidiin, pirasiin,
piperasiin, piirasool, imidasool, piirasoliin, imidasoliin, piirasolidiin, imidasolidiin,
oksasool, tetrasool, 1,2,3,5-oksatiadiasool-2-oksiidid, triasoloonid, oksadiasoloonid,
isoksasoloonid, oksadiasolidiindioonid, triasoolid, mis on asendamata vdi asendatud

F, -CN, -CF; vbi -C(0)-0-(C,.4)-alkiiilriithmaga, 3-hidroksiipiirrool-2,4-dioonid, 5-
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okso-1,2,4-tiadiasoolid, isoksasoolid, 2-isoksasolidiin, isoksasolidiin-, morfoliin,
isotiasool, tiasool, isotiasolidiin, tiomorfoliin, indasool, tiadiasool, bensimidasool,
kinoliin, triasool, ftaalasiin, kinasoliin, kinoksaliin, puriin, pteridiin, indool,
isokinoliin, tetrahiidrokinoliin ja tetrahiidroisokinoliin; v5i

R® ja Z moodustavad koos stisinikuaatomitega, millega nad on seotud, tsiikli valemiga
Ilc, mis on valitud grupist, kuhu kuuluvad piirrool, piirroliin, piirrolidiin, piiridiin,
piperidiin, piirasoliin, ftaalasiin, piperiileen, piiridasiin, piirimidiin, pirasiin,
piperasiin, pirasool, imidasool, 1,3,4-oksadiasool, imidasoliin, pirasolidiin,
imidasolidiin, oksasool, isoksasool, 2-isoksasolidiin, isoksasolidiin, morfoliin,
isotiasool, tiasool, isotiasolidiin, tiomorfoliin, indasool, tiadiasool, bensimidasool,
kinoliin, triasool, tetrasool, 1,2,3,5-oksatiadiasool-2-oksiidid, oksadiasoloonid,
isoksasoloonid, triasoloonid, oksadiasolidiindioonid, triasoolid, mis on asendamata
voi asendatud F, -CN, -CF; vdi -C(0)-O-(C;.4)-alkiniitrihmaga, 3-hiidroksiipiirrool-
2,4-dioonid, 5-okso-1,2,4-tiadiasoolid, kinasoliin, kinoksaliin, puriin, indool, pteridiin,
tetrahiidrokinoliin, tetrahiidroisokinoliin ja isokinoliin; ning

muud asendajad R', R?, R? ja R* on igaiiks sdltumatult:

1. vesinik;
2. halogeen;
3. ndudluspunktis 1 defineeritud ariiiilriihm, mis on asendamata vdi

asendatud vastavalt ndudluspunktile 1;

4, eelnevalt defineeritud 5- kuni 14-lililine heteroaritiilrithm, mis on
asendamata v3i asendatud vastavalt ndudluspunktile 1;

5. eelnevalt defineeritud 5- kuni 12-lililine heterotsiikkel, mis on

asendamata vi asendatud vastavalt ndudluspunktile 1;
6. -(Ci16)-alkuilrithm;

7. -CN;
8. -CF 35
9. -O-R':

10. -NR'),; v&i
11.  -S(0)x-R", kus x on taisarv 0, 1 v&i 2;

R’ on vesinik; ning
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R°on 1. fenitiilriihm, mis on asendamata v8i mono- voi diasendatud iiksteisest

sdltumatult mone rithmaga grupist, kuhu kuuluvad:

1.1 -CN;

1.2 CF;;

13 halogeen;
1.4 —O-Rm;
1.5 -NQRY9,;

1.6 -NH-C(O)-R'Y;

1.7 -S(0)-R™, kus x on tiisarv 0, 1 v5i 2;

1.8  -C(O)-R'Yja

1.9  -(Ci4)-alkiiil-NHg;

2. eelnevalt defineeritud S5- kuni 14-lililine heteroariiiiliihm, mis on
asendamata vdi mono- di- voi triasendatud iiksteisest sGltumatult mdonega
rihmadest, mis on defineeritud punktides 1.1 kuni 1.9;

3. eelnevalt defineeritud 5- kuni 12-lilliline heterotsiikkel, mis on
asendamata v3i mono- di- vdi triasendatud iiksteisest sdltumatult monega

rithmadest, mis on defineeritud punktides 1.1 kuni 1.9.

3. Noudluspunktile 1 v3i 2 vastav iihend valemiga I, milles iiks asendajatest R!, R?, R®

ja R* on radikaal valemiga II, kus:

Don

-C(0)-;

R’ on vesinik;

Z on

-C(0)-OH v&i -C(0)-NHy;

R¥on 1. ~(C1.4)-alkirilrithm, mis on hargnemata v&i hargnenud ahelaga ja on

mono- vdi diasendatud iiksteisest sSltumatult méne rithmaga grupist, kuhu
kuuluvad:

1.1 -S(0)-R', kus R" on defineeritud allpool;

1.2 -N@R'"), kus R'® on defineeritud allpool; ja

1.3 piirroolrihm;
2. iseloomulik aminohapperadikaal, mis on wvalitud grupist, kuhu
kuuluvad: histidiin, triiptofaan, seriin, treoniin, tsiisteiin, metioniin, aspargiin,

glutamiin, liisiin, arginiin, glutaamhape ja aspartaamhape;
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R’on 1. vesinik;
2. -(Ci4)-alkiiilrithm, mis on hargnemata v&i hargnenud ahelaga ja on -
mono-, di- vdi triasendatud tiksteisest sSltumatult riihmadega -C(O)-OH, -OH
voi -C(0)-NHy;

3. fentiiilnihm, mis on asendamata vdi mono- kuni triasendatud tiksteisest
sOltumatult halogeeni v&i -(Ci4)-alkiiiilrihmaga;

R' on a) vesinik;

b) -(Ci6)-alkuiilnihm, mis on hargnemata voi hargnenud ahelaga ja on
asendamata voi sSltumatult mono- kuni triasendatud halogeeniga;

c) fenuiilrihm, mis on asendamata v0i sGltumatult mono- kuni
triasendatud halogeeni voi -(Ci4)-alkiiilniihmaga,

muud asendajad R', RZ, R? ja R* on koik vesinikud;

R’ on vesinik; ning

R®on feniiiil- v5i piridiinriihm.

4. Mis tahes ndudluspunktile 1 kuni 3 vastava tihendi valemiga I valmistamismeetod,
mille kohaselt

a) thendil valemiga IV

e,

8

N Z—Pg
av)
R

milles Pg on sobiv kaitserithm (néiteks metiitilester), amiid- v6i hidroksiilrithm ning
Z, R’ ja R® on defineeritud valemis I, lastakse reageerida atsiiiilkloriidiga v&i iihendi

valemiga III aktiveeritud estriga

(TID)

/
N

RS

milles D1 on -COOH v&i sulfoniiiilhalogeen ja R, R® ja R on defineeritud valemis I,
sobiva aluse vdi vajadusel dehiidraativa iithendi juuresolekul lahuses, ning péarast

kaitserithma eemaldamist muudetakse saadud iihend ithendiks valemiga I, vdi
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b) ithendi valemiga IVa
0O

E’Ifj)kOH (IVa)
R7

RS

>

milles R” ja R® on defineeritud valemis I ja E on N-aminokaitseriihm, karboniiiilriihm

seostatakse vaheahela L kaudu vaiguga PS, saades ithendi valemiga V

0
E/I\[IY“‘ L V)
R7
R 8

millel lastakse parast kaitserithma E selektiivset eemaldamist reageerida tihendiga

>

valemiga I, milles R’>, R® ja R® on defineeritud valemis I, sobiva aluse v3i sobivusel

dehiidraativa tihendi juuresolekul, saades iihendi valemiga VI

R9
) 0
RS | N L VD)
/N D/IIU\’)L
RS R3

mis muudetakse parast kandjalt eraldamist thendiks valemiga I, v&i

c) ihend valemiga I muudetakse vastavaks fiisioloogiliselt vastuvdetavaks soolaks.

5. Ravim, mis sisaldab efektiivses koguses vahemalt iiht mis tahes ndudluspunktile 1
kuni 3 vastavat Ghendit valemiga I koos farmatseutiliselt sobiva ja fiisioloogiliselt

vastuvOetava ekstsipiendiga, lisandiga ja/vGi muu toimeaine ja abiainega.

6. Vihemalt the mis tahes ndudluspunktile 1 kuni 3 vastava ithendi valemiga 1
kasutamine ravimite valmistamiseks selliste haiguste profiilaktikaks ja raviks, mille
korral NFkB aktiivsus on tdusnud.
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7. Noudluspunktile 6 vastav kasutamine selliste haiguste raviks nagu lokomotoorse
siisteemi kroonilised haigused nagu pdletikulised, immunoloogilised v&i metaboolsed
akuutsed ja kroonilised artriidid, artropaatiad, reumatoidartriit, vdi degeneratiivsed
liigesehaigused nagu osteoartroosid, spondiiloosid, kdhre purunemisest tingitud
liigesetraumad voi liigese pikaajaline immobilisatsioon meniski v6i pSlvekedra
vigastuse jarel vdi desmopaatia vdi sidekoehaigused nagu kollagenoosid ja
periodontaalsed haigused, mualgiad ja luu metabolismi héired, vGi haigused, mis on
pohjustatud kasvaja nekroositeguri o (TNFa) ileekspressioonist vdi TNFa
suurenenud kontsentratsioonist nagu kahheksia, hulgikoldekdvastumus, kolju-aju
traumad, Crohni t6bi ja sooletuumorid, voi ateroskleroos, stenoos, haavandid,
Alzheimeri tobi, lihaste kahjustused, vihiloomulised haigused (teraapia tugevdamine
tsiitotoksiliste ithenditega), miiokardi infarkt, podagra, veremiirgistus, septiline Sokk,
viirusinfektsioonid nagu gripp, hepatiit, HIV infektsioonid, AIDS vdi adenoviiruste
vdi herpesviiruste pohjustatud haigused, parasiitinfektsioonid nagu malaaria voi
leepra, seeninfektsioonid v3i péarmseeninfektsioonid, meningiit, kroonilised
poletikulised kopsuhaigused nagu krooniline bronhiit v6i astma, akuutne respiratoorne
distressisiindroom, akuutne siinoviit, tuberkuloos, psoriaas, diabeet, organi
vastuvotjale siirdatud organi vastase akuutse vi kroonilise hiilgamisreaktsiooni ravi,

kroonilised peremehe siirikuvastased haigused ja pdletikulised vaskulaarhaigused.

8. Ravimi valmistamismeetod, mille kohaselt vihemalt iiks mis tahes ndudluspunktile
1 kuni 3 wvastav ihend valemiga I viiakse sobivasse manustamisvormi koos
farmatseutiliselt sobiva ja fiisioloogiliselt talutava ekstsipiendi ja vajadusel koos teiste

sobivate toimeainete, lisandite vi abiainetega.
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