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(54) Maduurftalasiini derivaatide kasutamine proinflammatoorsete tsiitokiinide inhibiitoritena

(57) Leiutis on seotud maduuraftalasiini derivaatide kui proin-
flammatoorsete tsiitokiinide inhibiitorite, kasutamisega. Valemile
(4) vastavad maduuraftalasiini derivaadid on vdimelised inhi-
beerima tsiitokiinide interleukiin-2, interleukiin-4 ja interleukiin-5
toimet ning nad sobivad ravimite valmistamiseks.

(57) The invention relates to the use of maduraphthalazine deriva-
tives as inhibitors of pro-inflammatory cytokins. The madu-
raphthalazine derivatives of formula (4) are capable of inhibiting
the effect of the cytokines interleukin-2, interleukin-4 and
interleukin-5 and are suitable for producing medicaments.
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MADUURAFTALASIINI DERIVAATIDE KASUTAMINE
PROINFLAMMATOORSETE TSfITOKHNIDE
INHIBIITORITENA

Tehnikavaldkond

Leiutis on seotud per se tuntud, kui ka uudsete maduurahappe
derivaatide kui proinflammatoorsete tsiitokiinide inhibiitorite
kasutamisega nende tsiutokiinide poolt. vahendatud haiguste raviks

moeldud ravimite valmistamisel.
Tehnikatase

Immuunsiisteem kujutab endast erinevate rakkude ja nendevaheliste
mediaatorite komplitseeritud vOrgustikku. Mediaatorid on
intratsellulaarsed  signaalmolekulid, mis reguleerivad asjaosaliste
rakkude kasvu, diferentseerumist ja talitust. (K.F. Arai et al., Annu. Rev.
Biochem., 59, 783, 1990). Uheks tihtsaks mediaatorite riihmaks on
tsitokiinid, mille hulka kuuluvad kolooniaid stimuleerivad tegurid ja
interleukiinid. Tsiitokiinid on polipeptiidid, mille mitmekiilgseid
molekulaarseid karakteristikuid, toimemehhanisme, fisioloogilisi
funktsioone, samuti nende rolli arvulzclat‘es‘haigustes uuritakse niitidisajal
intensiivselt. NoOonda on teada, et iiks rithm tsiitokiine on wvastutav
patogeenide suhtes immunoloogiliste kaitsereaktsioonide juhtimises.

Kehaviliste osakeste voi ainete tuvastamisel, aga  samutl

kaitsereaktsioonide kaskaadi kdivitamises on B-limfotsiadid ja T-

limfotsiiidid  médrava  tdhtsusega (H. Holtmann, K. Resch,
Naturwissensch., 82, 178, 1995). Nende rakkude korral reguleerivad

proliferatsiooni, diferentseerumist ja rakuaktiivsust, samuti ka teiste
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tstitokiinide  vabastamiskiirust eelkdige interleukiin-2 (IL-2) ja

interleukiin-4 (IL-4) (W.J. Pichler, Schweiz. Med. Wochenschr., 127,
341, 1997).. Maélemad tsiitokiinid aitava kaasa ka interleukiin-5 (IL-5)
suurenenud eraldumisele. Nii v8ib IL-2 stimuleerida IL-5 siinteesimist T-
limfotstititides (G.P. Anderson, A.J. Coyle, TIPS, 15, 324, 1994). fL-4
juhib T-rakkude diferentseerumist, tdstmaks Th2-rakkude, mis toodavad
eelistatult IL-4 ja IL-5, tekkimi_st (A. Mori et al., Intern. Immun., 8,
1889, 1996). Nende kolme tsiitokiini toime vallandab 18ppude 15puks

patogeenide, mis véivad tekitada pdletikku, vastase vastureaktsiooni.

Selle siisteemi hédiretaga seostatakse arvukaid haigusi. Nii vdivad
liigreaktsioonid ohutute vddrainete suhtes pdohjustada allergiliselt
indutseeritud haigusi, nagu niditeks astmat, riniiti, konjunktiviiti voi
dermatiiti. Transplanteerimisejidrgsed immunoloogilised

kaitsereaktsioonid vdivad tuua kaasa soovimatuid hiilgamisreaktsioone.

Ained, mis vdimaldavad inhibeerida interleukiin-2, interleukiin-4 ja
interleukiin-5, peaksid seetSttu olema suure terapeutilise tdhendusega

nende haiguste ravis, mis on vahendatud nende tsiitokiinidega.

On niidatud, et glikokortikosteroidid, nagu n#iteks beklometasoon vdi
budesoniid, mis toimivad tugevalt poletikuvastaselt ja
immunosupresiivselt, inhibeerivad IL-.2, IL-4 ja IL-5 (P.J. Barnes, Eur.
Respir. J., 9, lisa 22, 154, 1996 ja J. Schmidt et al., Europ. J. Pharm.,
260, 247, 1994). Kérvalnidhtused, nagu silma siserhu suurenemine,
kdrgenenud infektsioonivastuvdtlikkus, hormonaalse kontrollsiisteemi
kahjustused (osteoporoos, kasvu pidurdumine lastel), vd&ivad piifata
glikokortikosteroidide kasutamist. Lopuks leiti, et ka tsiiklosporiin A
(CsA) avaldab kolmele tsiitokiinile inhibeerivat toimet. (B. Ryffel,

Pharmacol. Rev., 41, 407, 1989). Ka sel juhul tehti kindlaks erinevate
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kdrvalnéhtuste (nditeks nefrotoksilisus) juuresolek (D. Faulds, K.L. Goa,

P. Benfield, Drugs, 45, 953, 1993).

Kéesoleva leiutise eesmirgiks on esitada tsiitokiinide interleukiin-2,
interleukiin-4  ja interleukiin-5 kdrgtoimelised inhibiitorid neist
tsitokiinidest vahendatud haiguste raviks moeldud ravimite

valmistamiseks.

Maduurahape, tdpsemalt maduurahiidroksiillaktoon on Actinomadura
rubra’st kaaritamise teel saadud looduslik produkt (DD 285 614; W.F.
Fleck, D.G. Strauss, J. Meyer, Z. Allg. Mikrobiol., 18, 368-398, 1978).
Selle dhendi struktuuri (valem 1) selgitas vilja Paulus koos
kaastoolistega (E.F. Paulus, K. Dornberger, W. Werner, D. Fenske, Acta
Cryst., C50, 2064-2067, 1994):

Nende dhendite, kaasa arvatud nende alkiilhomoloogide, korral
kirjeldati nende antibakteriaalseid, eelistatult grampositiivsete bakterite
vastaseid, toimeid (W.F. Fleck et al., Z. Allg. Mikrobiol., 18, 389,
1978). '

Lisaks sellele on juba kirjeldatud méningate valemile 2
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10 kus, niiteks —R on —-H, -CHs,, —(CH2)2CH3, -(CH;):OH, ~-feniiiil

samuti valemile 3

kus, niiteks
R'=R?=R3=R*=-CH;,
R!'=R?*=R?*=R*=-COCH;,

25 R'=R?=-HjaR®=R*=-CH;,
R'=R?=-COCHs ja R} = R* = -CH;,
R'=R?*=R*=-HjaR?®=-COOCH;

vastavate maduuraftalasiini derivaatide siinteesimist ning nende

antimikroobset potentsiaali on uuritud (E. Roemer et al., 4th Int. Conf.
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on Chemical Synthesis of Antibiotics and Related Microbial Products,

Nashville, USA. 1994).
Leiutise kirjeldus

Ullatavalt leiti, et isegi nii varemtuntud, kui ka arvukatel uudsetel
maduuraftalasiinidel on omadus inhibeerida tsiitokiinide interleukiin-2,
interleukiin-4 ja interleukiin-5 toimet. SeetSttu on need ihendid suure
tihendusega nimetatud tsiitokiinidest vahendatud haiguste raviks
mdeldud ravimite valmistamisel. Niiteks on toestatud, et
leiutisejargsetel  ihenditel on omadus inhibeerida  astmaatilisele
hilisfaasi- reaktsioonile iseloomulikku eosinofiilsete granulotsiitide

migreerumist kutte.

Niisiis on leiutis seotud valemile 4 vastavate iihenditega

kus
R! on vesinik, samuti

hargnemata vdi hargnenud ahelaga Ci. 12-alkudl, mis on valikuliselt
iihe- vdi mitmekordselt —OH, -SH, -NH, -NHC,  ¢-alkuili, -N(C;. 6-
alkiiiil),, -NHCs. 14-ariiiili, -N(Cs...14-aritiil)s,
-N(C:.¢-alkitil)(C._¢-ariil), -NHCOR', -NO3, -CN, -F, -Cl, -Br, -1, -O-
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C, e-alkiiili, -0-Ce._j4-ariiili, -O(CO)R’, -S-Ci. e-alkiili, -S-Ce. 14
ariiiili, -SOR®, -SO,R?, -080,C, . ¢-alkiili, -0S0,Cs...14-ariiili,
-(CS)R’, -(CO)R’, mono-, bi- voi tritsikliliste kﬁllastun.ud vOi1 tthe- va1
mitmekordselt kiillastumata 3...14 ringiliikmega karbotsiikli, mono-, bi-
voi tritsiikliliste killastunud v&i ithe- vdi mitmekordselt kiillastumata
5...15 ringililkkmega ning eelistatult N, O ja S hulgast valitud 1...6
heteroaatomit sisaldava heterotsiikliga asendatud, kusjuures
Ce 14-artiilrihmad ja sissehaaratud karbotsiiklilised ja heterotsiklilised
asendajad on omakorda valikuliselt Ghe- v&i mitmekordselt R'-ga
asendatud,;

iithe- v&i mitmekordselt kiillastumata, hargnemata vo&i hargnenud
ahelaga C: 1z-alkenuiil, mis on valikuliselt ithe- v6i mitmekordselt
—OH, -SH, -NH,, -NHC; g-alkiiuli, -N(C. s-alkuiil)s, -NHCs. . 14-ariiiili,
-N(Ce...14-ariiiil)s, -N(C;.. ¢-alkuiiil)(Cs..14-ariiiil), -NHCOR”, -NO,
-CN, -F, -Cl, -Br, -1, -0-C,. . ¢-alkuuli, -O-Cs_ 14-ariiuli, -O(CO)R’; -S-
C, ¢-alkiili, -S-Ce._1s-aritiili, -SOR®, -SO,R?, -0S0,C; s-alkiili,
-080,Cs...14-ariiiili, -(CS)R’, -(CO)R’, mono-, bi- v&i tritsikliliste
killlastunud vdi ihe- vdi mitmekordselt kallastumata 3...14 ringilitkmega
karbotsiikli, mono-, bi- v&i tritsikliliste kuallastunud v&i ihe- voi
mitmekordselt kiillastumata 5...15 ringililkmega ning eelistatult N, O ja
S hulgast valitud 1...6 heteroaatomit sisaldava heterotsiikliga asendatud,
kusjuures
Cs. 14-artiilrihmad ja sissehaaratud karbotsiklilised ja heterotsiiklilised
asendajad on omakorda valikuliselt ihe- v06i mitmekordselt R'%-ga

asendatud;

mono, bi- v&i tritsiklilised vdi ihe- vdi mitmekordselt kullastumata
3...14 ringililkkmega karbotsiklid, mis on valikuliselt uhe- Vo1
mitmekordselt —OH, -SH, -NH,, -NHC;_s-alkiiili, -N(C,._s-alkitl),,
-NHCs.. 14-ariili, -N(Cs...14-aruil)s, -N(C;. s-alkiiiil)(Ce._14-aritil),
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-NHCOR’, -NOz, -CN, -F, -Cl, -Br, -I, -O-C; ¢-alkiili, -O-Cg 4
ariiili, -O(CO)R’, -S-C; _e-alkiiiili, -S-Cs_4-ariiili, -SOR®, -SO,R®
-080,C;. s-alkiiiili, -O0S0,Cs...14-ariiiili, -(CS)R”, -(CO)R’, kusjuures
Cs...14-artutilrihmad on omakorda valikuliselt iithe- vdi mitmekordselt R'°-

ga asendatud;

mono-, bi- v&i tritsiiklilised killastunud v&i iihe- v6i mitmekordselt
kullastumata 5...15 ringiliikmega ja N, O ja S hulgast valitud 1.6
heteroaatomit sisaldavad heterotsiiklid, mis on valikuliselt the- v&i
mitmekordselt —-OH, -SH, -NH,;, -NHC; ¢-alkiiili, -N(C,.. s-alkiiil),,
-NHCs. . 14-ariiiili, -N(Ce...14-artiiil)z, -N(C,. s-alkiiil)(Ce. 14-ariil),
-NHCOR’, -NO,, -CN, -F, -Cl, -Br, -I, -0-C,. ¢-alkiili, -O-Cg j4-
ariiili, -O(CO)R’, -8-C,.¢-alkiiili, -S-Ce_4-ariiili, -SOR®, -SO,RE,
-080,C,._¢-alkiiili, -080,Cs...14-ariiili, -(CS)R7, -(CO)RE-
ga asendatud, kusjuures
Cs...14-arttilrithmad on omakorda valikuliselt ithe- vdi mitmekordselt R'°-

ga asendatud,;

karbo- vo&i heterotsiiklilised kiillastunud v&i ihe- v3i mitmekordselt
kallastumata 3...10 ringililkmega spirotsiiklid, kusjuures hetero-
tsiklilised siisteemid sisaldavad eelistatult N, O ja S hulgast valitud 1...6
heteroaatomit, mis' on vélikuliselt tthe- v38i mitmekordselt ~OH, -SH,
-NH,, -NHC, ¢-alkiiili, -N(Cxl__s-alkl;iﬁl)z, -NHCs.. 14-ariiili, -N(Cg. 4
ariiiil);, -N(C,. e-alkiiil)(Ce.. 14-ariiil), -NHCOR’, -NO,, -CN, -F, -CI,
-Br, -I, -0-Cy.¢-alkiiili, -O-Cs. 14-ariiiili, -O(CO)R’, -S-C, ¢-alkiiiili,
-S-Cs..14-ariiili, -SOR®, -SO,RE, -080,C, _¢-alkuili,
-0S0,Cs...14-ariiiili, -(CS)R7, -(CO)R®-ga asendatud, kusjuures

Cs...14-artiiilrihmad on omakorda valikuliselt iihe- véi mitmekordselt R'°-

ga asendatud;
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R?*, R’) R* R’ R® vsivad olla thesugused v3i erinevad ja tahendada

vesinikku, samuti

hargnemata vG&i hargnenud ahelaga C,; _¢-alkiiili, mis on valikuliselt
ithe- vdi mitmekordselt —OH, -SH, -NH,, -NHC,. ¢-alkiali, -N(C;. ¢-
alkiiiil),, -NHCs...14-ariiiili, -N(Cs. 14-ariiil)y, -N(C; -
alkial)(Ce..14-ariiiil), -NHCOR’, -NO,, -CN, -(CO)R®, -(CS)R’, -F, -Cl,
-Br, -I, -0-C, _s-alkiili, -O-Cg. 14-ariili, -O(CO)R”, -S-C, _¢-alkuiili,
-S-Cs...14-aruiili, —SORS, -S‘OzRg—ga asendatud,

CO-C, . ¢-alkiil, mis on valikuliselt ithe- vdi mitmekordselt —OH, -SH,
-NH2, -NHC;. ¢-alkiiili, -N(Ci_e-alkitiil),, -NHCs. 4-ariiili, -N(Cs ya-
ariiiil);, -N(Ci _s-alkiiiil)(Ce...14-ariiiil), -NHCOR’, -NO,, -CN, -(CO)R®,
-(CS)R’, -F,  -Cl, -Br, -1, -0-C,_¢-alkiiili, -O-Cs__4-ariiuli, -O(CO)R’,
-8-C\...6-alkiiiili, -S-Cs..14-ariiiili, -SOR®, -SO,R®-ga asendatud,

COO-C,. ¢-alkuiil, mis on valikuliselt ihe- v8i mitmekordselt —OH,
-SH, -NH;, -NHC;.  -alkiiiili, -N(C,. ¢-alkiiil)s, -NHCs. 4-ariiili,
-N(Cs...14-ariiiil)2, -N(C. ¢-alkiiil)(Cs. 14-ariiil), -NHCOR’, -NO,, -CN,
-(CO)R®, -(CS)R’, -F,  -Cl, -Br, -I, -0-C,. ¢-alkiiiili, -O-Cs.._14-ariiili,
-O(CO)R’,  -S-C,_¢-alkiiiili, -S-Cg. j4-araiili, -SORS, -SO,R-ga

asendatud;

R7 on C_e-alkiial, -0-C;._g-alkiil, -O-Cg. j4-aritil, -NH,, -NHC; ¢-
alkuil, -N(Cl___s-alkﬁuljg, -NHCs. . .14-artiil, -N(Cs.. 14-ariiiil)s, -N(C;ms-
alkuiil)(Cs.. 14-ariitil), -S-Cl,,,s-alkﬁﬁl,.—S-Cs,,.14-arﬁﬂl vOi mono-, bi- vdi
tritsiikliline killastunud v&i the- vdi mitmekordselt kiullastumata 3...14
ringiliikmega karbotsiitkkel vdi mono-, bi- vdi tritsikliline killastunud
voi uhe- v&i mitmekordselt killastumata 5...15 ringililkkmega ja

eelistatult N, O ja S hulgast valitud 1...6 heteroaatomiga heterotsiikkel;

R® on -H, -Cy ¢-alkiiil, -NH,, -NHC; g-alkiial, -N(C,. ¢-alkiil),,
-NHCS__,M-arﬁﬂl, -N(Cs,,,m-arﬁﬁ])z, —N(Cl._,s-alkﬁﬂl)(Csm14-arﬁi'11),



10

15

20

25

30

EE 200100537 A
o
-NHCOR’, -OH, -0-C. g-alkiiil, -0-Cs._4-ariiil), -S-C;_¢-alkail, -S-
Cé...14-artitil v8i mono-, bi- v&i tritsiikliline kiillastunud vdi ihe- v&i
mitmekordselt killastumata 3...14 ringiliikmega karbofsﬁkkel v01 mono-,
bi- vdi tritsiikliline kiillastunud v&i ihe- vdi mitmekordselt killastumata
5...15 ringiliikmega ja eelistatult N, O ja S hulgast valitud 1...6

heteroaatomiga heterotsiikkel;

R’ on —H, -C;. ¢-alkiiil vdi mono-, bi- v&i tritsiikliline kiillastunud v&i -
tthe- voi mitmekordselt killastumata 3...14 ringilitkmega karbotsiikkel
v mono-, bi- vdi tritsiikliline kiillastunud vdi ithe- vdi mitmekordselt
kullastumata 5...15 ringiliikmega ja eelistatult N, O ja S hulgast valitud

1...6 heteroaatomiga heterotsiikkel;

R' on -OH, -SH, -NH,, -NHC,_s-alkiiiil, -N(C;. s-alkiiiil)s, -NHCs_14-
ariiil, -N(Cs...14-ariiiil);, -N(C;._¢-alkiiiil)(Cs._4-ariiiil), -NHCOR’, -NO,,
-CN, -(CO)R?, -(CS)R’, -F, -Cl, -Br, -I, -0-C;. ¢-alkiiiil, -0-Cg_14-
ariiil, -O(CO)R’, -8-Cy__¢-alkiiil, -S-C...14-ariiil, -SOR®, -SO,R%; ning

A, B vdivad olla —CH;-, -CH(OH) v&i
A + B vdaib olla ~-CH=CH-.

Leiutisekohased iihendid on uudsed, v.a teostusniited 1-5, kus

R? R} R* R’=-H,

R = -CHj,
A, B on -CH,-
ja

R' on -H, -CHj3, -(CH,;),CHs, -(CH,),0H, -feniiiil,
nagu ka jirgmised valemile 4 vastavad iihendid, kus
R' = -fenuiil, R® = -CHj, A, B = -CH,- ja

a) R? =R?>=R*=R’=-CH;,
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b) RZ=R3 =R*=R’= -COCHs; (teostusndide 12),

c)R?=R’=-HjaR*=R’=-CH;,

d) R> =R’ = -COCH; ja R* = R’ = -CH;,
e) R?=R*=R’=-CH; ja R’ = -H,
f) R* =R* =R’ = -CH; ja R® = -COCH;,
g) R? =R’ =R’ =-HjaR*=-COCHs,
h) R? =R?® =R’
i) R> =R?> =R’ =-H ja R* = -CH,COOH.

Il

-H ja R* = -COOCH; (teostusniide 7),

Leiutis on seotud veel valemile 4 vastavate ihendite farmakoloogiliselt

sobivate sooladega.

Farmakoloogiliselt sobivaid soolasid saadakse tuntud viisil aluste
anorgaaniliste vdi orgaaniliste hapetega neutraliseerimise v&i hapete
ahorgaaniliste vOi  orgaaniliste alustega neutraliseerimise teel.
Anorgaaniliste hapetena tulevad kdne alla, niiteks soolhape, vaivelhape,
fosforhape v3i vesinikbromiidhape, orgaaniliste hapetena, niiteks
karboksiitilhape, sulfo- v6i sulfoonhape, nagu niiteks dddikhape,
viinhape, piimhape, propioonhape, glikoolhape, maloonhape, malehape,
fumaarhape, parkhape, merevaikhape, alghape, bensoehape, 2-
fenoksiibensoehape, 2-atseetoksiibensoehape, kaneelhape, mandelhape,
sidrunhape, Sunhape, salitsiiilhape, 3-aminosalitsiiilhape, askorbiinhape,
pamohape, nikotiinhape, isonikotiinhape, oksaalhape, aminohapped,
metaansulfoonhape, etaansulfoonhape, 2-hiidrokstetaansulfoonhape,
etaan-1,2-disulfoonhape, benseelsulfoonhape, 4-
metiiilbenseensulfoonhape vo6i naftaleen-2-sulfoonhape. Anorgaaniliste
alustena  tulevad kone alla, nditeks  naatriumhiidroksiidilahus,
kaaliumhiidroksiidilahus, ammoniaak, orgaaniliste alustena, niiteks

amiinid,  kuid  eelistatult  tertsiaarsed  amiinid, nagu niiteks
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trimetiitilamiin, trietiiilamiin, piridiin, N,N-dimettilaniliin, kinoliin,

isokinoliin, a-pikoliin, B-pikoliin, y-pikoliin, kinaldiin v&i plrimidiin.

Sellele lisaks v&ib valemile 4 vastavate iihendite farmakoloogiliselt
sobivaid soolasid saada tertsiaarseid aminorihmi sisaldavate derivaatide
tuntud viisil kvaterneerimisagensidega vastavateks kvaternaarseteks
ammooniumsooladeks teisendamisega. Kvaterneerimisagensidena tuievad
kdne alla, niiteks alkiiilhalogeniidid, nagu niiteks metﬁﬁljddiid,
etitilbromiid ja n-propuilkloriid, aga samuti ka aruilalkailhalogeniidid,

nagu néditeks bensiiilkloriid voi 2-feniiiletitilbromiid.

Leiutis on veel seotud asimmeetrilist siisinikuaatomit sisaldévate
valemile 4 vastavate ihendite D-vormi, L-vormi ja D,L-segudega, aga
samuti ka mitme sisinikuaatomi korral diastereomeersete vormiciega.
Neid valemile 4 vastavaid ihendeid, milles on asimmeetrilised
sisinikuaatomid ja mis on reeglina ratsemaadid, v&ib tuntud \Ziisil,
nditeks mingi optiliselt aktiivse happega lahutada optiliselt aktiivseteks
isomeerideks. Samuti on vdimalik algusest peale rakendada mingit
optiliselt aktiivset lahteainet, kus I8pp-produktina saadakse vastav

optiliselt aktiivne vdi diastereomeerne ithend.

Leiutise objektiks on leiutisekohaste thendite  v8i  nende
farmakoloogiliselt sobivate soolade, kui tsiitokiinide IL-2, IL-4 ja IL-5
inhibiitorite, kasutamine neist tsiitokiinidest vahendatud haiguste raviks
mdoeldud ravimite valmistamisel.

Nendeks haigusteks on, niiteks bronhiaalastma, allergiline riniit,

allergiline konjunktiviit, atoopiline dermatiit, ekseem, allergiline aﬂgiit,
eosinofiilidest vahendatud pdletikud, nagu niiteks eosinofiilne fastsiit,

eosinofiilne pneumoonia ja PIE-siindroom, autoimmuunhaigused, nagu
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nditeks reumatoidartriit, reumatoidspondiiliit, lupus erythematosus,

hulgikoldekdvastus, psoriaas, glomerulonefriit ja uveiit, insuliinist

sOltuv melliitdiabeet ja sepsis.

Leiutisejargseid ihendeid v&i nende farmakoloogiliselt sobivaid sooli
kasutatakse veel rakkude, kudede v&i organite transplantatsioonile
jargneva  hilgamisrekaktsiooni  tdkestamiseks mdeldud  ravimite

valmistamiseks.

Ravimi valmistamiseks kasutatakse koos tavaliste abiainete, kandurite ja
lisanditega leiutisejirgsete iihendite vdi nende soolade efektiivset doosi.
Toimeaine doos on manustamisteest, patsiendi vanusest, kehakaalust,
ravitava haiguse loomusest ja tdsidusest jms sarnastest teguritest
sdltuvalt varieeruv. Pievase doosi v&ib manustada uhekofdse
uksikdoosina vdi see vdib olla jaotatud kaheks vdi enamaks pievaseks

doosiks ning selle suurus on reeglina 0,001-100 mg.

Sobivateks manustamisvormideks on oraalsed, parenteraalsed,
intravenoossed, transdermaalsed, toopilised, inhalatiivsed ja

intranasaalsed formulatsioonid.

Rakendamiseks sobivad tavalised galeenilised formulatsioonid, nagu
nditeks tabletid, drazeed, kapslid, dispergeeritavad pulbrid, graanulid,

vesilahused, vesi- vdi dlisuspensioonid, siirupid, mahlad vai tilgad.

Tahked ravimvormid véivad sisaldada inertseid ingrediente ja kandureid,
nagu nditeks kaltsiumkarbonaat, kaltsiumfosfaat, naatriumfosfaat,
laktoos, tarklis, mannitool, alginaat, Zelatiin, guarkummi, magneesium-
voi alumiiniumstearaat, metiiiiltselluloos, talk, iilipeenestatud

ranihapped, silikoondli, kdrgmolekulaarsed  rasvhapped (niiteks
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stearhape), Zelatiin, agar-agar v&i taime- v3i loomarasvad ja -olid,
tahked kérgmolek_ulaarsed polimeerid (nditeks polietiileenglikool);
oraalseks maustamiseks sobivad formulatsioonid v6ivéd sisaldada veel

maitse- ja/v31 magusaineid.

Vedelad ravimvormid vdivad olla steriliseeritud ja/vsi vajaduse korral
sisaldada  abiaineid, nagu  nditeks siilitusainid, stabilisaatorid,
niisutusagense, penetratsiooniagense,  emulgaatoreid, laotusaineid,
solubilisaatoreid, sooli, suhkrut v&i suhkrualkohole osmootilise r&hu
reguleerimiseks v&i puhverdamiseks ja/vdi viskoossusregulaatoreid.
Sellisteks lisanditeks on, nditeks tartaat- ja tsitraatpuhvrid, etanool,
kompleksitekitajaid (nditeks etilleendiamiintetradddikhape ja selle
mittetoksilised soolad). Viskoossuse regulaatoritena tulevad kdne alla
kdrgmolekulaarsed poliimeerid, nagu niditeks vedel polietileenoksiid,
mikrokristallilised tselluloosid, karboksimetuiltselluloosid,
polivintilpiirrolidoon, dekstraan vdi Zelatiin. Tahketeks kanduriteks on,
nditeks tdrklis, laktoos, mannitool, metiiiltselluloos, talk, ulipeénestatud
ranihapped, kdrgmolekulaarsed rasvhapped (nditeks stearhape), Zelatiin,
agar-agar, kaltsiumfosfaat, magneesiumstearaat, looma- ja taimerasvad,

tahked kdrgmolekulaarsed poliimeerid, nagu niiteks poliietiileengliikool.

Parenteraalse vdi toopilise manustamise Jlised suspensioonid vdivad
sisaldada taime-, siinteetilisi vdi poliisiinteetilisi 5lisid, nagu naiteks 1
kuni 6 sisinikuaatomiga tihe- kuni kolmealuseliste alkoholidega, nagu
néditeks metanooli, etanooli, propanooli, butanooli, pentanooli vdi nende
isomeeridega, glikooli voi gliitserooliga esterdatud rasvhappeahelas 8
kuni 22 siusinikuaatomiga vedelate rasvhapete, niiteks palmitiin-,
lauriin-, tridetsiiil-, margariin-, stear-, arahiis-, miristiin-, beheen-,
pentadetsiiiil-, linoleen-, elaidiin-, brasidiin-, eruuk- vﬁi‘oleiinhappe,

estrerd. Sellisteks rasvhappeestriteks on, niiteks kaubanduslikult
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saadaolevad migliool, isopropuilmiiristaat, isopropiiiilpalmitaat,

isopropiiiilstearaat, PEG  6-kaprhape, kiillastunud rasvalkoholide
kapriitl/kaprhappe estrid, pélﬁoksﬁetﬁleengl‘ﬁtserooltrioleaat,
etiiiiloleaat, vahased rasvhappeestrid, nagu niiteks kunstlik pardi
pidranipundidrmerasv, kookosrasvhape-isopropiiiilester, oleiiiiloleaat,
detsiiiloleaat, etuullaktaat, dibutiiiilftalaat, diisopropiiiladipaat, poliool-
rasvhappeestrid. Samuti sobivad erineva viskoossusega silikoondlid v&i
rasvalkoholid, nagu niiteks isotridetsiiiilalkohol, 2-oktuildodekanool,
tsetiiiilsteariiilalkohol "v6i oleiwiilalkohol, rasvhapped, nagu niiteks
oleiinhape. Samuti vdib kasutada taimedlisid, nagu niiteks riitsinusdli,
mandlidli, oliivdli, seesamdli, puuvillaseemnedli, maapihklidli vai

sojadli.

Sobivateks lahustiteks, geelitekitajateks ja solubilisaatoriteks on vesi v&i
veega segunevad lahustid. Selleks sobivad, niiteks etanool v&i
isopropiiiilalkohol, bensﬁﬁlalkohol, 2-oktﬁﬁldodekaﬁool,
polietiileenglitkool, samuti ftalaat, adipaat, propiileengliikool, gliitseriin,
di- voi tripropiileenglikool, vahad, metiiiltsellosolv, tsellosolv, esfrid,
morfoliinid, dioksaan, dimetiiilsulfoksiid, dimetiiilformamiid,

tetrahiidrofuraan, tsiitkloheksanoon jne.

Kiletekitajatena véib kasutada tsellulooseetreid, mis lahustuvad vai
punduvad nii vees kui orgaanilistes lahustites, nagu niiteks
hudroksiipropiitilmetiiiiltselluloos, metiiiiltselluloos, etiiiltselluloos v&i

lahustuvad tédrklised.

Samuti on vd&imalikud geeli- ja kiletekitajate omavahelised seguvormid.
Siin vdib eelkdige kasutada ioonseid makromolekule, nagu niiteks
naatriumkarboksimetuaiiltselluloosi, polﬁakrﬁﬁlhapet,

polimetakriiiilhapet ja nende sooli, naatriumamilopektiinsemigliikolaati,
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alghapet vOi propileenglikoolalginaati naatriumsoolana,

kummiaraabikut, ksantaankummi, guarkummi v&i karrageeni.

Teiste formuleerimisabivahenditena v3ib kasutada jargmisi aineid:

gliitseriin, erineva viskoossusega parafiin, trietanoolamiin, kollageen,

allantoiin, novantisoolhape. Samuti v38ib osutuda vajalikuks lisada
pindaktiivseid aineid, emulgaatoreid v&i niisutusaineid, nagu niiteks Na-
lauriiilsulfaat, rasvalkoholeetrisulfaadid, di-Na N-laurail-$-
iminodipropionaat, polioksiietiiilitud  riitsinusdli v&i  sorbitaan-
monooleaat, sorbitaanmonostearaat, poliisorbaadid (nditeks Tween),
tsetiiilakohol, letsitiin, glitseroolmonostearaat, poloksiietiilleenstearaat,
alkiilfenoolpoliigliikooleetrid, tsetttltrimetitlammooniumkloriid  v&i
mono/dialkitlpoliglikooleeter-ortofosforhappe monoetanoolamiin-
soolad. Vajaduse korral v&ib soovitud formulatsioonide valmistamiseks
kasutada stabilisaatoreid, nagu niiteks montmorilloniiti vdi kolloidseid
rinihappeid stabiliseerimaks emulsioone v&i1 tdkestamaks aktiivsete
ainete, nagu niiteks antioksiidantide, ndiiteks tokoferoolide voi
buttalhudroksiianisooli, vi sailitusainete, nagu  nditeks  p-

hiidroksiibensoehappeestrite, lagunemist.

Preparaatide valmistamine, pakendamine ja sulgemine toimub tavalistes

mikroobivastastes ja mikroobivabades tingimustes.

Teostusniited

Leiutisejargsete tthendite seast tuuakse nédidetena jirgmised tihendid:
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Uhend R' R’ R’ ~R? R’ R® A B
1 H H H H H CHs | CH, | CH,
2 CH, H H “H H |CH,| CH, | CH,
3 (CH,)CH; H H H H CH, | CH, | CH,
4 (CH,),0H H H H H CHs | CH, | CH,
5 CeHs H H H H CH, | CH, | CH,
6 (CH,),0COCH; H H H H CH, | CH, | CH,
7 CeHs H H COOCH, H CH, | CH, | CH,
8 (CH,),NH, H H H H |CH,| CH, | CH,
9 2-piridial- H H H H H | CH, | CH,
10 CeHs H T H H " | Ci, | CH,
11 | CH,CH(OC,Hjs), H H H H CH; | CH, | CH,
12 CeH; COCH, | COCH, COCH, COCH; | CH; | CH, | CH,
13 CeHs H H H H CH, -CH=CH-
14 CqH; H H H H CH; | CHOH | CHOH
15 2-imidasoliul- H H H H CH, | CH, | CH,
16 2-puridiiil- H H H H CH; | CH, | CH,
17 CeH; H H CH,CH=CH, H CH; | CH, | CH,

Leiutisejargseid tihendeid voib valmistada  per  se tuntud

sinteesimeetodite jargi, néditeks nende jirgmiste variantide jirgi:
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2-feniiiil-10,12,15,16-tetrahiidroksii-8-metoksii-11-metiiiil-9,14-

diokso-6,7,9,14-tetrahiidronaftatseeno[1,2-g]-ftalasiin-1-00n (5)

Maduurahiidroksiilaktooni 5%-lisele segule jdises #aadikhappes lisatakse

2 mooliekvivalenti fentiilhidrasiini ja seda keedetakse tagasijooksul 30

minutit.  Seejdrel jdetakse reaktsioonisegu umbes 12  tunniks
toatemperatuuri juures seisma. Viljakristalliseerunud punane tahkis
filtreeritakse imemise teel vilja, see pestakse jiise dadikhappega ja
kuivatatakse. Toorprodukt ekstraheeritakse Soxlettis tetrahiidrofuraaniga
(THF). Jahutamisel kristalliseerub produkt vilja ning see eraldafakse
imemise teel ja kuivatatakse. Saagis moodustab umbes 83% teoreetilisest
vadrtusest.

Sulamispunkt: 350-353 °C (laguneb), MS (C32H22N,05, M = 562): m/z =
563,0 [M+H]"

Analoogselt valmistati jirgmised teostusniited:

10,12,15,16-tetrahiidroksii-8-metoksii-1 1-metiiil-9,14-diokso-6,7,9,14-
tetrahiidronaftatseeno[1,2-g]-ftalasiin-1-oon (1)

Sulamispunkt: >360 °C, MS (C36H,sN20s, M = 486): m/z = 487,2 [M+H]"

2-metiiiil-10,12,15,16-tetrahiidroksiifS-metoksii-11-metiiiil-9,14-
diokso-6,7,9,14-tetrahiidronaftatseeno[1,2-g]-ftalasiin-1-o0n (2)
Sulamispunkt: >350 °C, MS (C27H20N205, M = 500): m/z = 501,1 [M+H]"

2-propiiiil-10,12,15,16-tetrahiidroksii-8-metoksii-11-metiiiil-9,14-
diokso-6,7,9,14-tetrahiidronaftatseeno[1,2-g]-ftalasiin-1-oon (3)
Sulamispunkt: 350-351 °C, MS (CzsH24N,0g, M = 528): m/z = 529,1
[M+H] | ‘
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2-(2-hiidroksiietiiiil)-10,12,15,16-tetrahiidroksii-8-metoksii-11-

metiiiil-9,14-diokso-6,7,9,14-tetrahiidroksiinaftatseeno[1,2-g]-
ftalasiin-1-oon (4) '

Sulamispunkt: >300 °C, MS (C23sH22N209, M = 530): m/z = 531,1 [M+H]"

2-(2-atseetoksiietiiiil)-10,12,15,16-tetrahiidroksii-8-metoksii-11-

metiiiil-9,14-diokso-6,7,9,14-tetrahiidronaftatseeno[1,2-g]-ftalasiin-1-
oon (6)
Sulamispunkt: >350 °C, MS (C30H24N2010, M = 572): m/z = 5731
[M+H]"

2-(2-aminoetiiiil)-10,12,15,16-tetrahiidroksii-8-metoksii-11-metiiiil-
9,14-diokso-6,7,9,14-tetrahiidronaftatseeno[1,2-g]-ftalasiin-1-oon (8)
Sulamispunkt: >350 °C (laguneb), MS (C2sH2sN30g, M = 529): m/z =
530,1 [M+H]"

2-(2,2-dietoksiietiiiil)-10,12,15,16-tetrahiidroksii-8-metoksii-11-
metiiiil-9,14-diokso-6,7,9,14-tetrahiidronaftatseeno[1,2-g]-ftalasiin-1-
oon (11)

Sulamispunkt: 285 °C, MS (C3,H31N;0,0, M = 603): m/z = 604,1 [M+H]"

2-(2-imidasoliiiil)-10,12,15,16-tetrahiidroksii-8-metoksii-11-metiiiil-

9,14-diokso0-6,7,9,14-tetrahiidronaftatseeno[1,2-g]-ftalasiin-1-oon (15)

I

Sulamispunkt: >350 °C (laguneb), MS (C20H20N4Os, M = 552): m/z
553,1 [M+H]"

2-(2-piiridiiiil)-10,12,15,16-tetrahiidroksii-8-metoksii-11-metiiiil-9,14-
diokso-6,7,9,14-tetrahiidronaftatseeno[1,2-g]-ftalasiin-1-oon (16)
Sulamispunkt: >350 °C, MS (C3:H2;N30g, M = 563): m/z = 564,1 [M+H]"
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Kasutades ldhteainena demetiiiilmaduurahiudroksilaktooni, saadi niitega

(5) analoogsel viisil veel jirgmised teostusnidited:

2-(2-piiridiiiil)-8,10,12,15,16-pentahiidroksii-11-metiiiil-9,14-diokso-
6,7,9,14-tetrahiidronaftatseeno[1,2-g]-ftalasiin-1-oon (9)
Sulamispunkt: >350 °C, MS (C30H19N30g, M = 549): m/z = 550,1 [M+H]"

2-feniiiil-8,10,12,15,16-pentahiidroksii-11-metiiiil-9,14-diokso-
6,7,9,14-tetrahiidronaftatseeno[1,2-g]-ftalasiin-1-oon (11)
Sulamispunkt: >350 °C, MS (C3;H30N;0¢, M = 548): m/z = 549,1 [M-+H]"

Demetiiiilmaduurahiidroksiilaktooni valmistamine

400 mg (0,8 mmooli) maduurahiidroksiilaktooni lahusele 50 ml jaises
dddikhappes lisatakse 40 ml 35%-list HBr lahust jdises aadikhappes ning
saadud segu kuumutatakse kuni keemiseni 1 tund. Pirast
toatemperatuurini  jahutamist aurutatakse reaktsioonisegu kuni
kuivumiseni. Toorprodukt ekstraheeritakse THF-ga. Saadakse 280 mg
demetiiiilmaduurahtdroksiilaktooni.  Selle  saagis moodustab 75%
teoreetilisest vadrtusest.

Sulamispunkt: >350 °C, (laguneb), MS (C3sH,6050, M = 476): m/z =
477,3 [M+H]".

2-feniiiil-10,15,16-trihiidroksii-8-metoksii-12-metoksiikarboniiiiloksii-
11-metiiiil-9,14-diokso-6,7,9,14-tetrahiidronaftatseeno[1,2-g]-
ftalasiin-1-oon (7)

281,2 mg (0,5 mmooli) 2-feniiil-10,12,15,16-tetrahiidroksii-8-metoksii-
11-metuil-9,14-diokso-6,7,9,14-tetrahiidronaftatseeno[1,2-g]-ftalasiin-1-
ooni (5) lahus 2 ml naatriumhiidroksiidi 2 M lahuses lahjendatakse 5 ml

veega. Selle lahuse temperatuur viiakse 5 °C juurde ning seda segades
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lisatakse 2 ml metatalkloroformaati.  Seejarel segatakse segu
toatemperatuurt juures 30 minutit ning siis see neutraliseeritakse
dadikhappega. Sadestunud produkt filtreeritakse imémise teel vilja,
saadakse 260 mg produkti. Selle saagis moodustab 84% teoreetilisest
véddrtusest.

Sulamispunkt: >350 °c, MS (C34H24N2030, M = 620): m/z = 621,0
[M+H]".

2-feniiiil-10,12,15,16-tetraatseetoksii-8-metoksii-11-metiiiil-9,14-
diokso-6,7,9,14-tetrahiidronaftatseeno[1,2-g]-ftalasiin-1-oon (12)

167 mg (0,3 mmooli) 2-fenttl-10,12,15,16-tetrahiidroksii-8-metoksii-11-
metiiiil-9,14-diokso-6,7,9,14-tetrahiidronaftatseeno[1,2-g]-ftalasiin-1-
ooni (5) lahusele 5 ml CH;Cl,-s lisatakse atseetanhiidriid ja pitridiin,
kumbagi 0,5 ml. Pirast 1 mg DMAP lisamist segatakse segu 1 tund
toatemperatuuri juures. Virskendamiseks hapestatakse reaktsioonisegu
lahjendatud soolhappega ning vesifaas ekstraheeritakse CH,Cl,-ga.
Uhendatud orgaanilised faasid kuivatatakse MgSO4 kohal ning
aurutatakse kuivumiseni. Saadakse 180 mg produkti. Selle saagis
moodustab 83% teoreetilisest vdartusest.

Sulamispunkt: 273 °C, MS (C4H3oN;012, M = 730,7): m/z = 731,5
[M+H]".

2-feniiiil-12-alliiiil-10,15,16-trihiidroksii-8-metoksii-11-metiiiil-9,14-
diokso-6,7,9,14-tetrahiidronaftatseeno[1,2-g]-ftalasiin-1-oon (17)

1 g (1,78 mmooli) 2-feniul-10,12,15,16-tetrahiidroksii-8-metoksii-11-
metiiil-9,14-diokso-6,7,9,14-tetrahiidronaftatseeno[1,2-g]-ftalasiin-1-
ooni (5) lahusele 10 ml CH,Cl;-s lisatakse iiksteise jirel mOneminutiliste
ajavahemike moodudes ja segu kogu aeg segades 10 ml vett, 10 mg
tetrabutiiilammooniumbromiidi, 120 mg (3 mmooli) peenestatud

naatriumhiidroksiidi ja 0,26 ml (2,8 mmooli) allinilbromiidi. Pirast 24-
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tunnilist toatemperatuuri juures seismist lahjendatakse segu 40 ml veega
ning siis see hapestatakse HCl 10%-lise vesilahusega. Lahutatakse
orgaaniline faas ja vesifaasi ekstraheeritakse kaks kordé 30 ml CH,Cl,-

ga. Uhendatud orgaanilised faasid kuivatatakse MgSO4 kohal ning ilma

eelneva kontsentreerimiseta filtreeritakse ldbi 20 g silikageel-60 filtri.

Saadud produkti elueeritakse CH,Cl,-ga seni, kuni-see muutub virvituks
ning siis see aurutatakse kuivumiseni. Saadakse 370 mg produkti. Selle
saagis moodustab 35% teoreetilisest vdirtusest.

Sulamispunkt: 163 °C, MS (C3sH2sN;0g, M = 602): m/z = 603,0 [M+H]".

2-feniiiil-10,12,15,16-tetrahiidroksii-8-metoksii-11-metiiiil-9,14-
diokso-9,14-dihiidronaftatseeno[1,2-g]-ftalasiin-1-oon (13)

1,1 g (1,5 mmooli) 2-fem'ji11—10,12,15,1v6—tetraatseetokksﬁ-S-metoksﬂ—11-
metutl-9,14-diokso-6,7,9,14-tetrahtidronaftatseeno[1,2-g]-ftalasiin-1-
ooni (12) ja 0,53 g (3 mmooli) N-bromosuktsinimiidi segule 120 ml
tetraklorometaanis ja 30 ml 1,1,2,2-tetrakloroetaanis lisatakse
spaatliotsatdis  dibensotulperoksiidi ning segu segatakse kerge

tagasijooksu ajal kuni muundumine on l6ppenud. Pirast reaktsioonisegu

~ jahutamist pestakse seda Na;S,03; lahuse ja veega. Na,SO4 kohal

kuivatatud lahus aurustatakse kuivumiseni. Jdidk lahustatakse 20 ml
tetrahiidrofuraanis ning sellele lisatakse jddga jahutamise ajal 2,1 ml
sym-kollidiini. Reaktsioonisegu segatakse 00 lébi ning siis kallatakse see
jadkiilma lahjendatud sidrunhappe lahusesse. Produkt ekstraheeritakse
diklorometaaniga, uhendatud orgaanilised faasid kuivatatakse Na,;SO,

kohal ja siis aurutatakse.

112 mg (0,15 mmooli) saadud vaheprodukti, 2-feniiil-10,12,15,16-
tetraatseetoksii-8-metoksii-11-metiiil-9,14-diokso-9,14-
dihtidronaftatseeno[1,2-g]-ftalasiin-1-ooni lahusele 2,3 ml N,N-

dimetutlformamiidis lisatakse, segu samaaegselt jidga jahutades, 2,3 ml
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kaaliumhiidroksiidi 1 M lahust ning saadud segu  segatakse

toatemperatuuri juures 2 tundi. Sidrunhappe vesilahusega hapestamisel
sadestub produkt punase tahkisena (78 mg). Selle saagi»s moodustab 93%

teoreetilisest vidirtusest.

MS (C23H20N208, M = 560)3 m/z = 561 [M+H]+.

2—feniiiil-6,7,10,12,15,16-heksahiidroksii-S-metoksii—l1-metiiiil-9,14-
diokso-6,7,9,14-tetrahiidronaftatseeno[1,2-g]-ftalasiin-1-oon (14)

516 mg (0,71 mmooli) 2-feniiiil-10,12,15,16-tetraatseetoksii-8-metoksii-
11-metiial-9,14-diokso-9,14-dihiidronaftatseeno[1,2-g]-ftalasiin-1-ooni
lahusele 7 ml dioksaanis lisatakse 222 mg (0,88 mmooli) osmium(VIII)
tetroksiidi ja 142 ul (1,77 mmooli) puridiini. Seejirel segatakse segu
toatemperatuuri juures 6 péieva. Lagundamaks osmiumhappeestreid,
lahjendatakse segu etanooliga ning pirast NaHSO; vesilahuse lisamist
segatakse seda intensiivselt 1 tund. Produkt ekstraheeritakse CH,Cl;-ga,
thendatud orgaanilised faasid pestakse veega ja kuivatatakse Na,SO,
kohal. Toorprodukt absorbeeritakse silikageeli ja see elueeritakse
tolueen/metanooliga vahekorras 5:1. Saadakse 371 mg tumekollast

tahkist.

100 mg (0,13 mmooli) saadud vaheprodukti, 2-fenuiil-10,12,15,16-
tetraatseetoksii-6,7-dihiidroksii-8-metoksii-11-metiiiil-9,14-diokso-9,14-
dihtidronaftatseeno[1,2-g]-ftalasiin-1-ooni lahusele 2 ml N,N-
dimetiulformamiidis lisatakse, samaaegselt segu jiaiga jahutades, 2 ml
kaaliumhiidroksiidi 1 M lahust ning siis segatakse seda segu

toatemperatuuri juures 2 tundi. Sidrunhappe vesilahusega hapestamisel

‘sadestub produkt punase tahkisena (60 mg). Selle saagis moodustab 77%

teoreetilisest viidrtusest.

MS (C32H22N2010, M = 594): m/z = 595 [M+H]".
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Miidramaks leiutisejirgsete iihendite toimet nimetatud tsitokiinidele,

uuriti IL-2, IL-4 ja IL-5 T-rakkudest vabanemise inhibeerimist in vitro.

Jurkat-rakkudest IL-2 vabanemise inhibeerimine

Meetod:

Jurkat-rakud (kloon E6-1, tegu F-12871, pirineb ATCC-It, Rockville,
MD) kulvatakse mikrotiiterplaatidele tihedusega umbes 100000 rakku 50
pl siviku kohta ning neid eelinkubeeritakse inkubaatoris (5% CO,/37
°C/100% &Shuniiskust). Keskkonnana rakendatakse RPMI-1640 koos
HEPES/10% FKS/2 mM glutamiini/100 U/ml penitsilliini/100 mg/ml
streptomiitsiini ja 50 pM merkaptoetanooliga. 3 tunni péirast lisatakse
erinevates kontsentratsioonides uuritavad ained (100 pl stiviku kohta).
Maéadramaks spontaan- ja maksimaalvddrtust lisatakse igasse siivikusse
iksnes keskkond/0,2% DMSO. 30 minutit pérast ainete lisamist ja
inkubeerimist alustatakse stimuleerimist stiiviku kohta 25 pl ionomiitsiini
(1opp-kontsentratsioon 1 uM, Sigma I-0634) ja forboolmiiristaatatsetaadi
(PMA, Id6pp-kontsentratsioon 25 ng/ml, Sigma P-8139) lisamisega.
Spontaanvéddrtus saab ionomiitsiin/PMA asemel 50 pul keskkonda.
Seejarel toimub 606 libi keste inkubeerimine. Supernatante mdddetakse
lahustamata kujul IL-2-ELISA-s (Pharmingen, haarde-mab: 18951 D,

avastamise-mab: 20672 D). ICso vddrtust hinnati logit-log kdvera pihjal.

Uhend ICso (umooli/l)

1 0,08

5 0,20
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D10.G4.1-rakkudest (D10) IL-4 vabanemise inhibeerimine

Meetod:

3 pédeva pdrast ilessulamist ja keskkonnas (RPMI-1640 koos HEPES/10%
FKS/2 mM glutamiini/100 U/ml penitsilliini/100 mg/ml streptomiitsiini
.ja 50 uM merkaptoetanooliga) Rat Stim™-ga (Collaborative Biomedical
Products, Bedford MA) kultiveerimist D10-rakud tsentrifuugiti, pesti Rat

R) puuduvas keskkonnas, kiilvati kontsentratsioonis alates 40000

Stim'
kuni 60000 rakku siiviku kohta mikrotiiterplaadile ning inkubeeriti 3,5
tundi 37 °C/5% CO,/100% Ghuniiskuse juures. Seejirel lisatakse
uuritavad ained erinevates kontsentratsioonides koguse 50 pl siviku
kohta. Maksimaal- ja spontaanvdidrtuse middrang saab kummalgi juhul 50
pl keskkonda/0,4% DMSO. Pérast jiatkuvat 30-minutilist inkubeerimist
stimuleeritakse rakke 50 pl anti-CD3-antikehaga (145-2C11, Cedarlane
Laboratories Limites, Hornby/Ontario) siiviku kohta (I6pp-lahjendus

1:100). Spontaanvdidrtuse médrang saab 50 pl keskkonda. Parast 66 labi

kestvat inkubeerimist mdddetakse  supernatandid IL-4-ELISA-s

(Pharmingen: haarde-mab: 18031D; avastamise-mab: 18042D). ICso

vadrtust hinnati logit-log graafikult.

Uhend ICso (umooli/l)
1 0,86
2 1,46
3- 2,91
8 | 2.58
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D10.G4.1-rakkudest (D10) IL-5 vabanemise inhibeerimine

Meetod:
3 péeva pirast llessulamist ja keskkonnas (RPMI-1640 koos HEPES/10%

FKS/2 mM glutamiini/100 U/ml penitsilliini/100 mg/ml streptomiitsiini

ja 50 uM merkaptoetanooliga) Rat Stim®-ga (Collaborative Biomedical

Products, Bedford MA) kultiveerimist D10-rakud tsentrifuugiti, pesti Rat
Stim™® puuduvas keskkonnas, kiilvati kontsentratsioonis alates 40000
kuni 60000 rakku siiviku kohta mikrotiiterplaadile ning inkubeeriti 3,5
tundi 37 °C/5% C0,/100% &huniiskuse juures. Seejirel lisatakse
uuritavad ained erinevates kontsentratsiqonides koguse 50 pul siviku
kohta. Maksimaal- ja spontaanviirtuse méddrang saab kummalgi juhul 50
ul keskkonda/0,4% DMSO. Pirast jﬁtlguvat 30-minutilist inkubeerimist
stimuleeritakse rakke 50 pl anti-CD3-antikehaga (145-2C11, Cedarlane
Laboratories Limites, Hornby/Ontario) siiviku kohta (lapp-lahjeﬁdus
1:100). Spontaanvadrtuse midrang saab 50 pl keskkonda. Pirast 66 labi
kestvat inkubeerimist ~ mdddetakse  supernatandid IL-5-ELISA-s
(Pharmingen: haarde-mab: 18051D; avastamise-mab: 18062D). ICsg

véddrtust hinnati logit-log graafikult.

Uhend ICso (pmooli/l)
1 0.45
2 0,88
5 0,43
8 0,78
16 0.52
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Tsutokiinide IL-2, IL-4 ja IL-5 leitud inhibeerimise tdhendust vdib

toestada in  vivo, niiteks uurides leiutisejirgsete iihendite mdju

astmaatilisele hilisfaasireaktsioonile.

Hilisfaasi eosinofiili inhibeerimine aktiivselt sensibiliseeritud

merisigadel 24 tundi pérast inhalatiivset ovalbumiiniviljakutset

Meetod:

Ainetega  eosinofiilide  pulmonaarse infiltratsiooni  inhibeerimist
uuritakse in vivo testis ovalbumiini vastu aktiivselt sensibilisee}ritud
Dunkin-Hartley merisigadel. Sensibiliseerimisele jirgnevad oma{rahel
14-pdevase ajavahemikuga lahutatud 10 pg ovalbumiinisuspensiooﬁi ja
adjuvandina toimiva 0,5 ml fisioloogilises soolalahuses lahustatud 1 mg
alumiiniumhidroksiidi kaks subkutaanset susti. Seitse pieva pirast teist
sistimist toodeldakse ovalbumiini aerosooliga kiitlusele maédratud
kontrollrihma loomi, tdkestamaks nende anafiilaktilist surma, eelncvalt
mepiiramiinmaleaadiga (10 mg/kg i.p.). 30 minuti pérast paigutatakse
loomad 30 sekundiks plastikkasti ovalbumiini aerosooli keskkonda (0,5
mg/ml), mis tekitatakse survedhuga (19,6 kPa) kiitatava udusti ‘abil.
Kontroll-loomi kéideldakse fiisioloogilise soolalahuse aerosooliga. 24
tundi pérast ovalbumiiniga kditlust (véljakutse) tuimestatakse loomad
etittiluretaani tledoosiga (1,5 g/kehakaalu kg kohta, i.p.) ning viiakse
libi nende bronhoalveolaarne lavatsioon 2 x 5 ml fusioloogilise
soolalahusega. Lavatsioonivedelik kogutakse ja seda tsentrifuugitakse 10
minutit  kiirusega 300 poo6ret minutis ning saadud rakukuul
resuspendeeritakse 1 ml fiisioloogilises soolalahuses. Eosinofiilid
védrvitakse eosinofiilide Becton-Dickinsoni testkomplekti (N.5877) abil
ning neid loendatakse Neubaueri kambris. Igas testis on juures 2
kontroll-rithma (aerosoolitud fiisioloogilise soolalahuse ja

ovalbumiinilahusega).
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Testained manustatakse 2 tundi enne allergeeniviljakutset
suspensioonina 10%-lises poluetileengliikool 300 jé. 0,5%-lises 5-

hidroksiietiitiltselluloosis intraperitoneaalselt v&i oraalselt. Kontroll-

rihmi to6odeldakse testaine manustamisviisiga sarnaselt vehiikuliga.

Loomade arv igas kontroll- ja uurimisrithmas on 3-10. Tulemused

esitatakse jargnevas tabelis.

Tabel
Uhend Doos Manusta- Eosinofiilid Inhibeeri-
(mg/kg) mine 10%/looma kohta mine
X *s (%)
A B C |
1 10 i.p. - 2h 1,9+0,75 |-0,51+0,20 | 0,38+0,12 112,4
5 10 i.p. =2h 1,9+0,75 | 0,85+0,12 | 0,38+0,12 853,0

A — eosinofiilid ovalbumiinivéljakutse ja vehiikuliga kontroll-rithmas;

B - eosinofiilid ovalbumiinivéljakutsega ainega kdideldud rithmas;

C - eosinofiilid 0,9%-lise NaCl-viljakutse ja vehiikuliga kontroll-
rithmas;

x — keskvédirtus;

s — standardhilve.

Seega sobivad leiutisejirgsed ithendid eriti haiguste, mis on seotud

eosinofiilide toimega, raviks mdeldud ravimite valmistamiseks.
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Patendinﬁudlus

1. Uhendid vastavalt valemile 4

kus
R! on vesinik, samuti

hargnemata vdi hargnenud ahelaga Ci. .i2-alkiiil, mis on valikuliselt
ithe- v&i mitmekordselt —OH, -SH, -NH,, -NHC, _s-alkiiili, -N(C,..¢-
alkiiil),, -NHCs. 14-ariiiili, -N(Ce...14-ariiiil),,
-N(C;. ¢-alkuiil)(Cy.. s-ariil), -NHCOR’, -NO,, -CN, -F, -Cl, -Br, -1, -O-
C,. e-alkiili, -O-Ce..1s-ariiili, -O(CO)R’, -S8-Cy._¢-alkiiili, -S-Cs..1a-
ariiiili, -SOR®, -SO,R?, -0S0,C .. ¢-alkiiiili, -0S0,Cs..14-ariiili,
-(CS)R”, -(CO)R®, mono-, bi- v&i tritsikliliste kiillastunud v&i iihe- v3i
mitmekordselt killastumata 3... 14 rilngiliikmega karbotsiikli, mono-, bi-
voi tritsiikliliste killastunud v3i tithe- vdi mitmekordselt killastumata
5...15 riniliikmega ning eelistatult N, O ja S hulgast valitud 1...6
heteroaatomit sisaldava heterotsiikliga asendatud, kusjuures

Cs. 14-ariiiilrihmad ja sissehaaratud karbotsiiklilised ja heterotsiiklilised

‘asendajad on omakorda valikuliselt iithe- v38i mitmekordselt R'%-ga

asendatud;
iihe- vo&i mitmekordselt kiillastumata, hargnemata v0i hargnenud

ahelaga Ci. 12-alkentitil, mis on valikuliselt ihe- vdi mitmekordselt
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-0OH, -SH, -NH,, -NHClms-alkﬂﬁli, -N(Clms-alkﬂﬁl)z, -NHCs. 14-aruiili,

-N(Cs...14-ariiiil),, _N(C;.. g-alkiiil)(Ce. 1 4-ariiiil), -NHCOR’, -NO,
-CN, -F, -Cl, -Br, -1, -0-C;_¢-alkiiili, -o-c6,__14-aruu1i, -O(CO)R’, -S-
C.. s-alkiili, -S-Ce_is-ariiiili, -SOR®, -SO,R®, -080:C,. -alkiiili,
-0S0,Cs 14-aritiili, -(CS)R’, -(CO)R’, mono-, bi- vdi tritsikliliste
killastunud vdi tihe- vdi mitmekordselt kiillastumata 3...14 ringilitkkmega
karbotsiikli, mono-, bi- v&i tritsikliliste killastunud v01 uhe- voi
mitmekordselt kullastumata 5...15 ringiliikmega ning eelistatult N, O ja
S hulgast valitud 1...6 heteroaatomit sisaldava heterotsiikliga asendatud,
kusjuures

Cs. 14-ariiiilrihmad ja sissehaaratud karbotsiiklilised ja heterotsiiklilised
asendajad on omakorda valikuliselt iithe- v3i mitmekordselt R'%-ga

asendatud;

mono, bi- voéi tritsiiklilised v&i ihe- voi mitmekordselt kiillastumata
3...14 ringahelaga karbotsiiklid, mis on valikuliselt iuhe- voi
mitmekordselt —OH, -SH, -NH;, -NHC,_ s-alkiiili, -N(C._¢-alkil),,
-NHCs. 14-ariiali, -N(Cs...14-ariiiil),, -N(C; .. ¢-alkuiiil)(Cs.. 14-artiiil),
-NHCOR’, -NO,;, -CN, -F, -Cl, -Br

-I’ _O-CL_,G-alkﬁﬁli, -0-Cs...14-

ariiili, -O(CO)R7, -S-Cy._e-alkiiili, -S-Ce_ 1s4-aritiili, -SOR®, -SO.R%,
_0S0,C;_¢-alkiiili, -0S0,Cs. 14-ariiili, -(CS)R’, -(CO)R’,
kusjuures Cs. 14-ariiilrihmad on omakorda valikuliselt uhe- vdi

mitmekordselt R'°-ga asendatud,;

mono-, bi- vdi tritsiiklilised kiillastunud v&i ithe- vdi mitmekordselt
killlastumata 5...15 ringiliikmega ja N, O ja S hulgast valitud 1...6
heteroaatomiga heterotsiiklid, mis on valikuliselt ihe- v3i mitmekordselt
~OH, -SH, -NH,, -NHC,; s-alkiiili, -N(Cj...¢-alkuiil),, -NHCs. 14-artuli,
-N(Cs...14-ariiiil), -N(C;. s-alkiuiil)(Ce...14-ariiiil), -NHCOR’, -NO,, -CN,
-F, -Cl, -Br, -I, -0-C;_¢-alkiiili, -O-Ce...14-ariiili, -O(CO)R’, -S-Cy_6-
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alkadli,  -S-Ce..i4-ariiili, -SOR®,  -SO,R®,  -0S0,C, ¢-alkiiili,

-0802Cs...14-artili, -(CS)R’, -(CO)R®-ga asendatud, kusjuures
Cs...14-artiilrihmad on omakorda valikuliselt iihe- vSi mitmekordselt

R'°-ga asendatud:;

karbo- v&i heterotsiiklilised kiillastunud v&i iihe- v6i mitmekordselt
kullastumata 3...10 ringilitkmega spirotsuklid, kusjuures
heterotsiiklilised siisteemid sisaldavad eelistatult N, O ja' S hulgast
valitud 1...6 heteroaatomit, mis on valikuliselt iihe- vdi mitmekordselt
-OH, -SH, -NH,, -NHC, ¢-alkiiili, -N(C;._¢-alkiiiil)z, -NHCs  j4-
ariiili, -N(Ce...14-ariiil), -N(C;..6-alkiial)(Cs.. 14-ariiiil), -NHCOR’, -NO,,
-CN, -F, -Cl,  -Br, -1, -O-C,_¢-alkuili, -O-Cs__4-ariiiili, -O(CO)R7, -S-

Ci.e-alkiili,  -S-Ce..14-ariiiili, -SOR®, -SO,R?, -080,C; -
alkuili, -0S0,Cs.. 14-aritiili, -(CS)R”, -(CO)R®-ga asendatud,
kusjuures

Ce...14-arutilrihmad on omakorda valikuliselt iithe- vdi mitmekordselt

R'%-ga asendatud,

Rz, R3, R* RS, R® véivad olla tihesugused v&i erinevad ja téhendgda
vesinikku, samuti

hargnemata v&i hargnenud ahelaga C;_g-alkiiili, mis on valikuliéelt
the- vdi mitmekordselt —OH, -SH, -NH,, -NHC, ¢-alkiiili, -N(Cy. . 6-
alkiiil),, -NHCs...14-artiiili, -N(Cs.. 14-ariiiil)s, -N(Cl_j_,a-
alkiiiil)(Cs. 14-aritiil), -NHCOR’, -NO,, -CN, -(CO)R®, -(CS)R’, -F, -Cl,
-Br, -I, -0-C; ¢-alkiiili, -O-Ce. 14-arili, -O(CO)R’, -S-C,. ¢-alkiiili,
-S-Ce...14-aruiiili, -SOR®, -SO,R®-ga asendatud,

CO-C,. . ¢-alkiitil, mis on valikuliselt iihe- vdi mitmekordselt —OH, -SH,
-NHz, -NHC, ¢-alkiiili, -N(C,.¢-alkiiiil);, -NHCs_ j4-ariiiili, -N(Ce. 14-
ariiil)s, -N(Ci. ¢-alkiiiil)(Ce.14-ariiil), -NHCOR’, -NO,, -CN, -(CO)R?,
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-(CS)R’, -F,  -Cl, -Br, -1, -0-C;_¢-alkiiiili, -O-Cs_ 14-ariiiili, -O(CO)R’,
-S-C;. g-alkiiiili, -S-Cg._j4-ariiiili, -SOR®, -SO,R®-ga asendatud,

COO-C,. ¢-alkuiil, mis on valikuliselt he- voi miﬁnekordselt -OH,
-SH, -NH,, -NHC,. ¢-alkiiiili, -N(C,. s-alkiiil);, -NHCs. 14-ariili,
-N(Cé..14-ariiiil);, -N(C;_e-alkiiil)(Cs. js-ariiiil), -NHCOR’, -NO,, -CN,
-(CO)R®, -(CS)R’, -F,  -Cl, -Br, -I, -0-C,_¢-alkiiiili, -O-Cs._14-ariili,
-O(CO)R’,  -S-C,._¢-alkiiili, -S-Cs¢._14-ariitili, -SOR®, -SO;R®*-ga

asendatud;

R’ on C;_g-alkiiil, -O-C; _g-alkiiil, -O-Ce. 14-aritiil, -NHa, -NHC; -
alkil, -N(C;.. ¢-alkiiiil),, -NHCg¢  14-ariul, -N(Ce. 14-ariiiil);, -N(C;_6-
alkuil)(Ce.. 14-aruul), -S-C; _e-alkuul, -S-Cs_ 14-ariiiil v6i mono-, bi- vdi
tritsiikliline kiallastunud v&1 tihe- vd1 mitmekordselt killastumata 3...14
ringilitkmega karbotsikkel vdi mono-, bi- vdi tritsikliline killastunud
v8i t1he- vdi mitmekordselt killastumata 5...15 ringilitkmega ja
eelistatult N, O ja S hulgast wvalitud 1...6 heteroaatomit sisaldav

heterotsiikkel;

R® on -H, -C,_ e-alkuill, -NH,, -NHC, ¢-alkial, -N(Ci._e-alkiiil),,
-NHCs...14-artitil, -N(Cs...14-aruiil),, -N(C,. s-alkuil)(Cs.. 14-ariiiil),
-NHCOR’, -OH, -0-C;_g¢-alkiial, -O-Ce.  14-ariil), -S-C;.e-alkiril, -S-
Cs. 14-ariiil voéi mono-, bi- voi tritsukliline kiallastunud voi Ghe- voi
mitmekordselt kiillastumata 3...14 ringilitkmega karbotsiikkel vdi mono-,
bi- voi tritsiikliline kiillastunud voi the- vdi mitmekordselt kiillastumata
5...15 ringililkkmega ja eelistatult N, O ja S hulgast valitud 1...6

heteroaatomit sisaldav heterotsikkel;

R’ on —H, -C,_s-alkiiiil v6i mono-, bi- vai tritsiikliline kiillastunud vai
ithe- v6i mitmekordselt kiillastumata 3...14 ringiliikmega karbotsiikkel

v0i mono-, bi- voi tritsiikliline killastunud v&i the- vdi mitmekordselt
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killastumata 5...15 ringiliikmega ja eelistatult N, O ja S hulgast valitud

1...6 heteroaatomit sisaldav heterotsiikkel;

R'® on -OH, -SH, -NH;, -NHC, -alkiiiil, -N(C;. ¢-alkiiiil)s, -NHCg_14-
ariiil, -N(Ce...14-ariiiil);, -N(C1.¢-alkiiiil)(Cs. 14-ariiiil), -NHCOR’, -NO;,
-CN, -(CO)R®, -(CS)R’, -F, -Cl, -Br, -1, -0-C,._¢-alkiiiil, -O-Cq__,4-
ariiiil, -O(CO)R’, -S-C,..¢-alkiiiil, -S-Ce___4-ariiiil, -SOR®, -SO,R®; ning

A, B vdivad olla -CH;-, -CH(OH) voi
A + B vdib olla ~-CH=CH-, v.a iildvalemile 4 vastavate iihendite seast
valjaarvatud tuntud thendid, kus

R% R?} R R’ =-H,

R® = -CH;,
A, B on —CH;-
X=0]ja

R' on -H, -CHjs, -(CH;),CHs, -(CHz),0H, CH,CHO, -feniiil,
nagu ka jargmised valemile 4 vastavad iihendid, kus
R' = -feniiil, R® = -CH3, A, B = -CH,-, X =0 ja

a) R?=R*=R*=R’=-CHj,

b) R? =R’ =R* =R’ = -COCHs,

¢) R?=R?=-HjaR*=R’=-CH;,

d) R* = R’ = -COCH; ja R* = R® = -CHj,

e) R =R*=R’=-CH; ja R’ = -H,

f) R”? = R* =R’ = -CH; ja R® = -COCHs,

g) R*=R’=R’=-HjaR*=-COCH;,

h) R? =R’ =R’ =-HjaR*=-COOCH;,

i) R* = R* =R’ = -H ja R* = -CH,COOH.

2. Fusioloogiliselt sobivad soolad, nii per se tuntud kui ndudluspunktile

1 vastava valemile 4 vastavate iihendite soolad, mida iseloomustab
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aluste neutraliseerimine anorgaaniliste v3i orgaaniliste hapetega v&i

hapete neutraliseerimine anorgaaniliste v0i orgaaniliste alustega v&i
tertsiaarsete amiinide kvaterneerimine kvaternaarseteks

ammooniumsooladeks.

3. Valemile 4 vastavate ihendite ja nende soolade kasutamine
terapeutiliste toimeainetena tsiitokiinidest IL-2, IL-4 ja IL-5 vahendatud

haiguste raviks moeldud ravimite valmistamisel.

4. Valemile 4 vastavate thendite ja nende soolade eriti eelistatud
ndudluspunktile 3 vastav kasutamine terapeutiliste toimeainetena
haiguste, mis on seotud eosinofiilide mdjuga, raviks mdeldud ravimite

valmistamisel.

5. Ravim, mis sisaldab thte v81 mitut nSudluspunktile 3 vastavat iithendit
koos tavaliste .fiisioloogiliselt sobivate kandurite ja/vdi lahustite. voi

abiainetega.

6. Meetod ndudluspunktile 5 vastava ravimi valmistamiseks, mis erineb
selle poolest, et itks vdi mitu ndudluspunktile 3 vastavat tthendit koos
tavaliste farmatseutiliste kandurite ja/vdi lahustitega voi muude
abiainetega on toodeldud farmatseutilisteks preparaatideks vd1 esitatud

teraputiliselt rakendatavas vormis.

7. Noudluspunktile 3 vastavate uldvalemile 4 vastavate iithendite ja/voi
ndudluspunktidele 5 ja 6 vastavate farmatseutiliste preparaatide
kasutamine iksikuna v6i omavahel kombineeritult vdi kombinatsioonis

kandurite ja/vdi lahustite vdi muude abiainetega.



	Bibliography
	Abstract
	Description
	Claims

