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Monoamiinin takaisinoton estija

Monoamiinin takaisinoton ja lukuisten neurologisten sairauksien vi-
linen yhteys nisdkkaissé on tullut todennetuksi, ja 3-aryylioksi-3-substituoitudut
1-aminopropaanit ovat osoittaneet huomattavaa vaihtelua kyvyissazn estaa
monoamiinien takaisinotto. Tietyilld 3-aryylioksi-3-substituoiduilla 1-aminopro-
paaniluokan jasenilla on havaittu olevan kaytté4 neurologisten sairauksien
hoidossa. Esimerkiksi fluoksetiini, N-metyyli-3-((4-trifluorimetyylifenyyli)oksi-
3-fenyyli-1-aminopropaanihydrokioridi on selektiivinen serotoniinin takaisinoton
estdja, joka on saanut markkinoilla hyvén vastaanoton depression hoidossa ja
se on hyvéksytty monien muiden sairauksien hoitoon. Atomoksetiini, (-)-N-me-
tyyli 3-{(2-metyylifenyyli)oksi)-3-fenyyli-1-aminopropaanihydrokloridi, on selek-
tiivinen noradrenaliinin takaisinoton estija, jota tutkitaan kliinisesti tarkkaa-
vuus/hyperaktiivisuushéiridn hoidossa. Duloksetiini, (+)-N-metyyli 3-(1-naftale-
nyylioksi)-3-(2-tienyyli)-1-aminopropaanihydroloridi, estas seka noradrenaliinin
etta serotoniinin takaisinoton ja on tata nykya depression hoidon kliinisessa
arvioinnissa. Nama yhdisteet ovat monien US-patenteissa # 4 018 895,

4 194 009, 4 314 081, 4 956 388 ja 5§ 023 269 esitettyjen 3-aryylioksi-3-substi-
tuoitujen 1-aminopropaanien joukossa. Hydroksyloidun 3-fenoksi-3-fenyyli-
1-aminopropaanin kayttokelpoisuutta ei kuitenkaan ole tati ennen tiedostettu.

Esilla oleva keksintd antaa kéyttoon yhdisteen, jolla on kaava I:

tai sen farmaseuttisesti hyvéksyttavan suolan.

Tama keksintd antaa kayttéon myds farmaseuttisen formulaation,
joka kasittda kaavan | mukaisen yhdisteen liittyneené farmaseuttisesti hyvak-
syttdvaan kantajaan, laimentimeen tai tayteaineeseen.

Esillé oleva keksintd antaa kayttdon menetelman noradrenaliinin ja
serotoniinin takaisinoton estédmiseksi nisédkkaiss4, joka menetelma késittaa
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kaavan | mukaisen yhdisteen farmaseuttisesti tehokkaan maéran antamisen
nisdkkaille, joka on tillaisen eston tarpeessa.

Edelleen tdman keksinnon suoritusmuoto on menetelma noradrena-
liinin ja serotoniinin takaisinoton estdmiseksi nisdkkaissa hoidettaessa erilaisia
sairauksia, jotka on liitetty vahentyneeseen serotoniinin ja noradrenaliinin neu-
rotransmissioon nisékkaissa. Naita sairauksia ovat: depressio, migreenikipu,
bulimia, premenstruaalioireyhtyma eli mythéaisen luteaalivaiheen oireyhtyma,
alkoholismi, tupakkariippuvuus, paniikkihairid, ahdistuneisuus, yleistynyt kipu,
posttraumaattinen kipuoireyhtyma, muistinmenetys, vanhuuden dementia, so-
siaalinen fobia, tarkkaavuus/hyperaktiivisuushairié, psoriaasi, uhmakkuushéi-
fid, johtumishairi6, rajatila-persoonallisuushéirié, pakko-cireinen hairiod, krooni-
nen uupumushéirié, ennenaikainen ejakulaatio, erektiovaikeudet, anoreksia
nervosa, unihairiét, autismi, mutismi, allerginen riniitti, vilustumisoireet, narko-
lepsia, inkontinenssi, trikotillomania, kolmoishermosarky, hammasséarky tai
Costenin oireyhtyman kipu. Kaikissa naissa menetelmissa kaytetdan kaavan |
mukaista yhdistetta.

Tama keksintd antaa myds kayttdén kaavan | mukaisten yhdistei-
den kayton ladkkeen vaimistamiseksi, jota ladketta kaytetaan estamaan norad-
renaliinin ja serotoniinin takaisinotto. Lisaksi tama keksint6é antaa kayttéén
kaavan | mukaista yhdistetta tai sen metabolista prekursoria siséltavan farma-
seuttisen formulaation, joka soveltuu noradrenaliinin ja serotoniinin takaisin-
oton estoon.

Esilla oleva keksinté antaa edelleen kayttéén menetelman kaavan |
mukaisen yhdisteen valmistamiseksi kasittden vaiheet:

a) yhdisteen, jolla on kaava (i)

H

CH,

O-Pg
_ ®
jossa Pg on happisuojaryhma, kytkemisen 1-kloori-3-fenyyli-3-hydroksipropaa-
nin kanssa, jotta saadaan yhdiste, jolla on kaava (ii):
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@ii)
jossa Pg on happisuojaryhma;
b) saattamalila kaavan (ii) mukainen yhdiste reagoimaan jodidi-ioni-
lahteen kanssa, jotta saadaan yhdiste, jolla on kaava (jii):

Pg-0. : :CH;.

©N\|
@ii)
jossa Pg on happisuojaryhma;

c) saattamalla kaavan (jii) mukainen yhdiste reagoimaan metyyli-
amiinin kanssa, jotta saadaan R-(-)-N-metyyli 3-((2-metyyli-4-hydroksifenyy-
li)oksi)-3-fenyyii-1-aminopropaant; ja

d) mahdollisesti kasittelemalla R-(-)-N-metyyli 3-((2-metyyli-4-hyd-
roksifenyyli)oksi)-3-fenyyli-1-aminopropaani farmaseuttisesti hyvaksyttavalia
hapoila.

mQ

Q)

Esilla oleva keksinté antaa myé&s kayttéon menetelman kaavan |
mukaisen yhdisteen valmistamiseksi késittaen vaiheet:
a) yhdisteen, jolla on kaava (i)

H
CH,

O-Pg
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4

jossa Pg on happisuojaryhmé, kytkemisen (S)-1-fenyyli-3-metyyliaminopropan-
1-olin kanssa, jotta saadaan yhdiste, jolla on kaava (iv):

@iv)
jossa Pg on happisuojaryhmi;

b) saattamalla kaavan (iv) mukainen yhdiste reagoimaan suojaryh-
mén poistavan aineen kanssa, jotta saadaan R-(-)-N-metyyli 3-((2-metyyli-4-
hydroksifenyyli)oksi)-3-fenyyli-1-aminopropaani:

ja

¢) mahdollisesti kasittelemalla R-(-)-N-metyyli 3-((2-metyyli-4-hyd-
roksifenyyli)oksi)-3-fenyyli-1-aminopropaani farmaseuttisesti hyvaksyttavalla
hapolia.

IIHIO

Kaavan (ji), (iii), ja (iv) mukaiset yhdisteet ovat kayttdkelpoisia vali-
tuotteita kaavan | mukaisten yhdisteiden valmistamiseksi ja edustavat edelleen
esilld olevan keksinnén suoritusmuotoja.

Kaavan | mukaista yhdistetta kutsutaan yleisesti R-(-)-N-metyyli
3-((2-metyyli-4-hydroksifenyyli)oksi)-3-fenyyli-1-aminopropaaniksi. Koska taméa
yhdiste on amiini, se on luonteeltaan emaksinen ja reagoi siten lukuisten epa-
orgaanisten ja orgaanisten happojen kanssa farmaseuttisesti hyvaksyttavien
happoadditiosuolojen muodostamiseksi. On edullista muuttaa vapaa amiini
farmaseuttisesti hyvaksyttavaksi happoadditiosuolaksi késittelyn ja annon hel-
pottamiseksi. Hapot, joita yleisesti kaytetdan suolojen muodostamiseen, ovat
epaorgaanisia happoja, kuten kloorivetyhappo, bromivetyhappo, jodivetyhap-
po, rikkihappo, fosforihappo ja vastaavat, ja orgaaniset hapot, kuten p-toluee-
nisulfonihappo, metaanisulfonihappo, oksaalihappo, p-bromifenyylisulfoni-
happo, hiilihappo, meripihkahappo, sitruunahappo, bentsoehappo, etikkahap-
po ja vastaavat. Esimerkkeja téllaisista farmaseuttisesti hyvaksyttavista suo-
loista ovat siten sulfaatti, pyrosulfaatti, bisulfaatti, sulfiitti, bisulfiitti, fosfaatti,
monovetyfosfaatti, divetyfosfaatti, metafosfaatti, pyrofosfaatti, kioridi, bromidi,
jodidi, asetaatti, propionaatti, dekanoaatti, kaprylaatti, akrylaatti, formiaatti, iso-
butyraatti, kaproaatti, heptanoaatti,propiolaatti, oksalaatti, malonaatti, sukki-



10

15

20

25

30

naatti, suberaatti, sebakaatti, fumaraatti, maleaatti butyyni-1,4-dioaatti, hek-
syyni-1,6-dioaatti, bentsoaatti, klooribentsoaatti, metyylibentsoaatti, dinitro-
bentsoaatti, hydroksibentsoaatti, metoksibentsoaatti, ftalaatti, sulfonaatti, ksy-
leenisulfonaatti, fenyyliasetaatti, fenyylipropionaatti, fenyyiibutyraatti, sitraatti,
laktaatti, a-hydroksibutyraatti, glykollaatti, tartraatti, metaanisulfonaatti, propaa-
nisulfonaatti, naftaleeni-1-sulfonaatti, naftaleeni-2-sulfonaatti, mandelaatti ja
vastaavat. Edullisia farmaseuttisesti hyvaksyttavia suoloja ovat ne, jotka muo-
dostetaan kloorivetyhapon ja oksaalihapon kanssa.

Kaavan | mukainen yhdiste on kiraalinen ja sita voidaan valmistaa
kiraalikromatografialla kaavan | mukaisen yhdisteen raseemisista tai enantio-
meerisesti rikastetuista muodoista, tai raseemisesta tai enantiometrisesti rikas-
tetusta vapaasta amiinista ja kiraalisesta haposta valmistettujen suolojen jako-
kiteytyksella. Vaihtoehtoisesti, vapaa amiini voidaan saattaa reagoimaan kiraa-
lisen apuaineen kanssa ja erottaa enantiomeerit kromatografialla, mita seuraa
kiraalisen apuaineen poisto vapaan amiinin tuottamiseksi. Enantiomeerien
erottelu voidaan edelleen suorittaa keksinndn mukaisten yhdisteiden synteesin
miss tahansa otollisessa vaiheessa. Keksinnén mukaiset yhdisteet valmiste-
taan edullisesti aloittaen kiraalisista lahtdaineista.

Esilld cleva keksintd antaa kayttdén menetelman serotoniinin ja
noradrenaliinin takaisinoton estoon. Nama& mekanismit ovat kayttokelpoisia
nis&kkailla ja edullinen nisakés on ihminen.

3-aryylioksi-3-substituoitujen 1-aminopropaani-yhdisteiden rakenne-
luokka on historiallisesti ollut kiinnostava synteesikohde ja lukuisia kayttokel-
poisia synteeseja on kuvattu kirjallisuudessa. Esimerkiksi atomoksetiinin
(R-(-)-N-metyyli 3-((2-metyylifenyyli)oksi)-3-fenyyli-1-aminopropaanin, aikai-
semmin tomoksetiinina tunnetun) ja fluoksetiinin synteesit kuvataan julkaisuis-
sa Tetrahedron Letters, 30 (39), 5207 (1989); Tetrahedron Letters, 35 (9),
1339 (1994); Tetrahedron, 50 {20), 6739 (1997); WO 99/18 947; WO
00/58 262; ja WO 00/61 540. R-(-)-N-metyyli 3-((2-metyyli-4-hydroksifenyy-
liyoksi)-3-fenyyli-1-aminopropaania voidaan katevasti valmistaa, kuten havain-
nollistetaan seuraavassa kaaviossa, jossa Pg on happisuojaryhma ja "X" on
joko kloori tai NHMe.
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Kaavan (i) mukaiset tarvittavat fenolit voidaan valmistaa kaupallises-
ti saatavilla olevasta metyylihydrokinonista standardisynteesimenetelmilia li-
s8dmaila sopiva happisuojaryhma. Sopivat fenolien happisuocjaryhmét ovat
alan ammattilaisen hyvin tuntemia ja niitéa kuvataan Greenen ja Wutsin teok-
sessa (Protective Groups in Organic Synthesis, 3. painos, John Wiley and
Sons, New York (1999)). Edullisia suojaryhmii esilla olevan keksinnén mene-
telméaa varten ovat alkanoyyliesterit ja silyylieetterit. Erityisen edullisia hap-
pisuojaryhmia ovat asetyyli, tert-butoksikarbonyyli ja tert-butyylidimetyylisilyyli.
Tert-butoksikarbonyylin kaytté on erityisen edullista.

Kaavan (v) mukaiset yhdisteet ovat alalla hyvin tunnettuja ja niita
voidaan valmistaa standardisynteesimenetelmilld. Corey ja Reichard (Tetrahe-
dron Letters, 30 (39), 5207 - 5210 (1998); Srebnik, et al (Journal of Organic
Chemistry, §3, 2916 - 2020 (1988)); ja Schneider ja Goergens (Tetrahedron
Asymmetry, 3 (4), 525 - 528 (1992)) ovat raportoineet 1-fenyyli-1-hydroksi-
3-klooripropaanin (v, X = Cl) synteeseja. 1-fenyyli-1-hydroksi-3-(metyyliami-
no)propaanin (v, X = NHMe) synteesej& ovat raportoineet Koenig ja Mitchell
(Tetrahedron Letters, 35 (9), 1339 - 1342, (1994)); Gao ja Sharpless (Journal
of Organic Chemistry, 53, 4081 - 4084 (1988)); ja EP 0 909 754 A1.

Soveltuva fenoli (i) kytketaan joko 1-fenyyli-1-hydroksi-3-klooripro-
paanin {v, X = Cl) kanssa tai 1-fenyyli-1-hydroksi-3-(metyyliamino)propaanin
(v. X = NHMe) kanssa dialkyyliatsodikarboksylaatin ja trifenyylifosfiinin lasna
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ollessa Mitsunobun standardikytkentiolosuhteissa aryylieetterin (ii) tai vastaa-
vasti aryylieetterin (iv) saamiseksi. Tyypillisesti yhdistetaan fenoliekvivalentin
(i) liuos ja alkoholiekvivalentin (v) liuos sopivassa liuottimessa noin 1,0 - 1,1
ekvivalenttiin trifenyylifosfiinia. Sopiviin livottimiin mukaan luetaan mika tahan-
sa liuotin, joka liuottaa riittdvan maaran reagoivia aineita, mahdollistaen reakti-
on tapahtumisen iiman, etta haluttu reaktio merkittavasti hairiintyy. Sopivia liu-
ottimia ovat dioksaani, dietyylieetteri ja tetrahydrofuraani. Edullinen liuotin on
tetrahydrofuraani. Tama liuos jadhdytetadan noin -5 - 5 °C:een, edullisesti noin
0 - § °C:een. Reaktioseosta pidetédan inertissa joko typpi- tai argonatmosfaa-
rissé. Reaktioseokseen lisétaan noin 1 - 1,5 ekvivalenttia, edullisesti noin 1,1
ekvivalenttia, dialkyyliatsodikarboksylaattia, edullisesti di-isopropyyliatsodi-
karboksylaattia. Tuloksena olevaa seosta sekoitetaan sitten noin 1 - 24 tuntia
ja sitten haluttu aryylieetteri eristetdan ja puhdistetaan standarditekniikoilla.

Liuosta, jossa on aryylieetteria (ii) sopivassa liuottimessa, edullisesti
asetonissa, kasitelldan jodidi-ioniléhteelld, jossa on ioneja noin yksimolaarises-
ta ekvivalentista suureen ylimaaraan ioneja. Mika tahansa jodidi-ionilahde, jo-
ka on yhteensopiva valitun liuottimen ja aryylieetterin (i) kanssa, on hyviksyt-
tava. Edullisia jodidi-ionilahteitd ovat natrium- ja kaliumjodidi. Natriumjodidi on
eduliinen jodidi-ionilahde. Tuloksena oleva aryylietteri (jii) eristetdan ja puhdis-
tetaan standarditekniikoilla.

Liuos, jossa on aryylieetterid (iii) sopivassa liuottimessa, tyypillisesti
tetrahydrofuraanissa, saatetaan reagoimaan metyyliamiinin kanssa, jota on
noin ekvivalentista suureen ylimaaraan. Metyyliamiini voidaan lisata kaasuna,
kondensoida reaktioseokseen nesteena tai lisats reaktioseokseen vesiliuokse-
na. Kun lisdys on suoritettu, reagoivia aineita sekoitetaan yhdess& noin 1 - 24
tuntiin. Haluttu amiini eristetdan ja puhdistetaan sitten standarditekniikoilla.
Alan ammattilainen ymmartaa, etta riippuen kaytettavasta, erityisesta happi-
suojaryhmasté (Pg), téstd vaiheesta saadaan joko kaavan (iv) mukainen yhdis-
te tai R-(-)-N-metyyli 3-((2-metyyli-4-hydroksifenyyli)oksi)-3-fenyyli-1-amino-
propaani. Esimerkiksi, kun Pg on asetyyli, suojaryhmé poistetaan aminointi-
vaiheen aikana.

Kun kaavan (iv) mukaisen yhdisteen erityinen suojaryhma (Pg) tay-
tyy poistaa erillisen vaiheen kautta, alan ammattilainen ymmartas, etta erityiset
olosuhteet fenoliryhméan regeneroinnille riippuvat suojaryhmaén luonteesta.
Standardimenetelmia happi-suojaryhmén poistamiseksi kuvataan teoksessa
Greene ja Wuts, supra. Kun Pg on esimerkiksi tert-butyylidimetyylisilyyli, suoja-
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ryhmaé poistetaan sopivasti kasittelemalld ldhtbainetta silyylieetteri (iv) fluoridi-
ionildhteella sopivassa liuottimessa. Vaihtoehtoisesti milloin Pg on tert-butoksi-
karbonyyli, suojaryhmé poistetaan sopivasti kasittelemalla hapolla, tyypillisesti
kloorivetyhapolla. Tuloksena saatu R-(-)-N-metyyli 3-((2-metyyli-4-hydroksi-
fenyylijoksi-3-fenyyli-1-aminopropaani voidaan sitten erist4a ja puhdistaa stan-
dardimenetelmilla.

Seuraavat valmisteet ja esimerkit havainnollistavat tarkemmin esilla
olevan keksinndn suoritusmuotoja ja R-(-)-N-metyyli 3-((2-metyyli-4-hydroksi-
fenyyli)oksi)-3-fenyyli-1-aminopropaanin valmistamista.

Valmiste |
4-asetoksi-2-metyylifenoli

Etikkahappoanhydridia (4,73 g, 4,37 ml, 46,3 mmol) lisattiin tipoit-
tain seokseen, jossa oli 4-hydroksi-2-metyylifenolia (5 g, 46,3 mmol) ja cesium-
karbonaattia (15,1 g, 46,3 mmol) asetonitriilissa. Kun oli sekoitettu yén yli, seos
suodatettiin ja suodos konsentroitiin alipaineessa. Jaannokseen kohdistettiin
silikageelikromatografia eluciden 5:1 pentaani:etyyliasetaatilla. Fraktiot, jotka
sisalsivét reaktiotuotetta, yhdistettiin ja konsentroitiin alipaineessa, mista saa-
tin 0,24 g (3 %) haluttua yhdistetta.

'H-NMR(CDCls) 5 1,54 (1H, bs), 2,18 (3H, s), 2,22 (3H, s), 6,59 (1H,
m), 6,65 (1H, m), 6,82 (1H, m).

Valmiste Il
(S)-3-kloori-1-fenyyli-1-propanoli

Liuokseen, jossa oli (S)-1-fenyyii-1,3-dipropaanidiolia (125 g,
0,822 mol) metyyli tert-butyylieetterissa (500 ml), lisattiin trietyyliamiinia (135 mi).
Reaktioseos jaahdytettiin 0 °C:een ja liuos, jossa oli 4-bromibentseenisulfonyy-
likloridia (230 g, 0,92 mol) metyyli tert-butyylieetterissa (300 ml) ja tetrahydro-
furaania (300 ml), lisattiin tipoittain 3 tunnin kuluessa. Lisayksen jalkeen reak-
tioseosta sekoitettiin 0 °C:ssa kolme tuntia ja smmitettiin sitten ympariston
lampétilaan. Kun oli sekoitettu ymparistén lampétilassa 18 tuntia, lisattiin bent-
syylitrietyyliammoniumkloridia (210 g, 0,92 mol) ja tuloksena saatua seosta
lammitettiin 55 °C:ssa kolme tuntia. Reaktioseos jaahdytettiin ympariston 1am-
pdtilaan ja laimennettiin sitten vedelld. Orgaanisen faasin erottelun jstkeen ve-
sifaasi uutettiin kaksi kertaa dietyylieetterilla. Yhdistetyt orgaaniset uutteet pes-
tiin 1,0 N kloorivetyhapolla, kylléisells vesipitoisella natriumbikarbonaatilla, ve-



10

16

20

26

30

della, kylldisella vesipitoisella natriumkloridilia, kuivattiin magnesiumsulfaatilla
ja konsentroitiin alipaineessa, mista saatiin murretun vatkoinen kiinte4 aine
(160 g). Téhéan kiintedan aineeseen kohdistettiin silikageelikromatografia eluoi-
den etyyliasetaatti/heksaaniila (1:9), mista saatiin 110 g (80 %) otsikon yhdis-
tetta.

'H-NMR(CDCI5) (400 MHz) &: 2,20 (m, 1H), 2,45 (m, 1H), 3,60 (m,
1H), 3,75 (m, 1H), 4,95 (m, 1H), 7,45 (m, 5H).

MS(FAB): m/z = 172,0 (10 %), 170 (23 %), 154 (10 %), 132 (25 %),
117 (5 %), 107 (100 %), 79 (54 %), 77 (45 %), 51 (19 %).

Valmiste i
4-((tert-butoksikarbonyyli)oksi)-2-metyylifenoli

Di-tert-butoksikarbonaatti (52,4 g, 0,24 mol), joka oli tetrahydrofu-
ranissa {100 mi), lisattiin tipoittain liuokseen, jossa oli metyylihydrokinonia
(99,2 g, 0,80 mol) ja dimetyyliaminopyridiinia (4,8 g, 4,0 mmol) dietyylieetteris-
sd (1,1 I) ympariston lampétilassa. Kun oli sekoitetiu 40 minuuttia, reaktioseok-
sen reaktio pysaytettiin 1 N kloorivetyhapolla (200 ml). Orgaaninen kerros ero-
tettiin, pestiin kyllaisella vesipitoisella natriumkloridilla (200 ml), kuivattiin natri-
umsulfaatilla ja konsentroitiin raa’aksi 6ljyksi, joka kiinteytyi seisotettaessa.
Raa’an kiinteadn aineen puhdistus Biotage Flash 75-kromatografialla 84/6 hek-
saani/etyyliasetaatilla (94/6) eluoiden tuotti murretun valkoisen kiintean aineen,
joka toistokiteytettiin dikloorimetaani/heksaanista (15/85), mista saatiin 28,5
(53 %) otsikon yhdistetta.

'H-NMR(CDCls) (300 MHz) &: 1,55 (s, 9H), 2,22 (s, 3H), 4,76 (s,
1H), 6,68 (d, J = 8,78 Hz, 1H), 6,85 {(dd, J = 8,78 Hz ja 2,92 Hz, 1H), 6,92 (d,

J =292 Hz, 1H).
MS(FAB): m/z = 225,3, 211,3, 169,3, 155,2, 142,2.

Esimerkki 1
(R-(-)-N-metyyli 3-((2-metyyli-4-hydroksifenyyli)oksi)-3-fenyyli-1-amino-
propaanioksalaatti
(R)-3-kioori-1-fenyyli-1-(2-metyyli-4-asetoksifenoksi)propaani.

Liuos, jossa oli (S)-(-}-3-kloori-1-fenyyli-1-propanolia (0,204 g,
1,20 mmol), 4-asetoksi-2-metyylifenolia (0,200 g, 1,2 mmol) ja triefenyyliafos-
fiinia (0,346 g, 1,32 mmol) 10 ml:ssa tetrahydrofuraania, ja4hdytettiin O -
5 °C:seen argonissa. Tata seosta kasiteltiin tipoittain di-isopropyyliatsodikar-
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boksylaatilla (0,26 mi, 1,32 mmol) tetrahydrofuraanissa (2 mi). Tuloksena saa-
tua seosta sekoitettiin 1 tunti 0 - 5 °C:ssa ja annettiin sitten lammeta huoneen-
[Ampoiseksi. Kun oli sekoitettu huoneenlammaossé ydn vli, reaktioseos konsen-
troitiin alipaineessa ja jaannos hierrettiin jauheeksi 10-prosenttisella etyyliase-
taatilla pentaanissa ja sekoitettiin kunnes suspendoitu kiinteé aine oli kiteista.
Suspensio suodatettiin ja talteen otettu kiteinen kiinted aine pestiin 10-prosent-
tisella etyyliasetaatilla pentaanissa. Yhdistetyt suodokset konsentroitiin alipai-
neessa ja jaannokseen kohdistettiin silikageelikromatografia eluoiden tolueenil-
la. Fraktiot, jotka sisdlsivat reaktiotuotetta, yhdistettiin ja konsentroitiin alipai-
neessa, mista saatiin 0,205 g (54 %) haluttua yhdistettd vaalean keltaisena
éljyna.

MS(FD): m/e = 318 (M")

(R)-3-jodi-1-fenyyli-1-(2-metyyli-4-asetoksifenoksi)propaani

Seosta, jossa oli (R)-3-kloori-1-fenyyli-1-(2-metyyli-4-asetoksifenok-
si)propaania (0,200 g, 063 mmol) ja 15 mi kaliumjodidilla kyllastettya asetonia,
sekoitettiin refluksoiden argonissa yén yli. Reaktioseos kaadettiin 50 ml:aan
dietyylieetteria ja tuloksena saatu suspensio suodatettiin. Suodos pestiin kyl-
laisella vesipitoisella natriumvetysulfiitilia ja sen jalkeen vedelld. Jaljelle jaanyt
orgaaninen faasi kuivattiin magnesiumsulfaatilla ja konsentroitiin alipaineessa,
misté saatiin 0,18 g (70 %) haluttua yhdistettd varittémana oljyna.

MS(FD): m/e = 410 (M")

Aminointi

Seosta, jossa oli (R)-3-jodi-1-fenyyli-1-(2-metyyli-4-asetoksifenok-
si)propaania (0,180 g, 0,44 mmol) ja 40-prosenttista vesipitoista metyyliamiinia
(5 ml, 71 mmol) 15 mi:ssa tetrahydrofuraania, sekoitettiin ymparistén lampoti-
lassa yon yii. Reaktioseos konsentroitiin alipaineessa ja jaénnos jaettiin veden
ja etyyliasetaatin kesken. Etyyliasetaattifaasi pestiin vedella, kuivattin magne-
siumsulfaatilla, ja konsentroitiin alipaineessa. Jadnnos liuotettiin etyyliasetaat-
tiin ja kasiteltiin oksaalihapolla (0,04 g, 0,44 mmol). Tuloksena saatu valkoinen
kiintea aine otettiin talteen suodattamalla, pestiin etyyliasetaatilla ja kuivattiin
alipaineessa, misté saatiin 0,107 g (67 %) otsikon yhdistetta.

MS(FD): m/e = 271 (M%)

EA: Laskettu C1gH23NOg:lle: Teoria: C, 63,15; H, 6,41; N, 3,88. Ha-
vaittu: C, 63,32; H, 6,59; N, 3,99.
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Esimerkki 2

R-{-)-N-metyyli 3-((2-metyyli-4-hydroksifenyyli)oksi)-3-fenyyli-1-amino-
propaanihydrokloridi
(R)-3-kloori-1-fenyyli-1-(2-metyyli-4-O-tert-butoksikarboksifenoksi)pro-
paani.

Uunissa kuivattuun 2 I:n 3-kaulakolviin ladattiin (S)-3-kloori-1-fenyy-
lipropanolia (562 g, 304 mmol), 4-((tert-butoksikarbonyyli)oksi)-2-metyylifenolia
(73,86 g, 329 mmol), trifenyylifosfiinia (87,36 g, 333 mmol) ja vedetdnta tetra-
hydrofuraania (600 ml). Reaktioseos jadhdytettiin 0 °C:seen ja liuos, jossa oli
di-isopropyyliatsadikarboksylaattia (76 ml, 365 mmol) kuivassa tetrahydrofu-
raanissa (100 ml), lisattiin 6 tunnin kuluessa. Reaktioseosta sekoitettiin viela
kaksi tuntia O °C:ssa ja annettiin sitten asteittain lammeta huoneenldmpdiseksi.
Reaktioseosta sekoitettiin edelleen huoneenlammadssa 24 tunniin ajan ja reak-
tioseos konsentroitiin alipaineessa. Jaannos kasiteltiin 2 I:lla 9:1 pentaani:etyy-
liasetaattia. Tuloksena saatu suspensio séilytettiin -20 °C:ssa 24 tunnin ajan ja
liukenematon materiaali poistettiin suodattamalla. Saostuma pestiin 9:1 pen-
taani:etyyliasetaatilla (200 ml). Yhdistetyt suodokset konsentroitiin alipainees-
sa. Raaka jaannos (150 g) puhdistettiin 150-flash Biotage esipakatulla kolon-
nilla eluoiden 3-prosenttisella etyyliasetaatilla heksaanissa, mista saatiin (R)-3-
kloori-1-fenyyli-1-(2-metyyli-4-((tert-butoksikarbonyyli)oksi)-fencksi)propaania
(100g) 85 %:n saannolla.

'H-NMR (CDCl3) &: (400 MHz) 1,50 (s, 9H), 2,20 (m, 1H), 2,27 (s,
3H), 2,46 (m, 1H), 3,60 (m, 1H), 3,76 (m, 1H), 5,31 (m, 1H), 6,56 (d, J = 8,8 Hz,
1H), 6,72 (m, 1H), 7,24 (m, 1H), 7,32 (s, 4H).

3C-NMR (CDCls) 8: (75 MHz) 15,27, 16,59, 27,69, 41,25, 41,48,
83,20, 113,15, 113,71, 118,42, 118,84, 122,21, 123,42, 125,39, 125,81,
127,93, 128,17, 128,80, 140,77, 144,29, 152,46, 153,44,

MS(FAB): m/z = 376,145,

EA: Laskettu C1H25ClOy:lle: C, 66,93; H, 6,69; Cl, 8,41. Havaittu: C,
66,94, H, 6,74, Cl, 9,67.

(R)-3-jodi-1-fenyyli-1-(2-metyyli-4-({tert-butoksikarbonyyli)oksi)fenok-
si)propaani

Kuiva 1 I:n R.B-kolvi ladattiin (R)-3-kloori-1-fenyyli-1-(2-metyyli-
4-((tert-butoksikarbonyyli)oksi)fenoksi)propaanilla (18,00 g, 47,80 mmol), nat-
riumjodidilla (90 g, 600 mmol) ja 2-butanonifla (550 ml). Reaktiokolvi suojattiin
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valolta. Reaktioseosta sekoitettiin refluksointilampétilassa typessa 16 tunnin
ajan. Seos jaahdytettiin huoneenlampdiseksi ja kaadettiin eetteriin (1 1). Liuke-
nemattomat epaorgaaniset suolat (valkoinen saostuma) poistettiin suodatta-
malla. Suodos konsentroitiin alipaineessa ja raakajagnnds liuotettiin dietyyli-
eetteriin (1 ). Eetterikerros pestiin kylmalla kyllaiselia natriumbisulfiittiliuoksella
(2 x 200 mi), vedella ja kyllgiselld vesipitoisella natriumkloridilla. Orgaaninen
kerros kuivattiin vedettémalla magnesiumsulfaatilla ja konsentroitiin alipainees-
sa. Jaanntkseen kohdistettiin flash-kromatografia, eluoitiin 20-prosenttisella
etyyliasetaatilla heksaanissa, mista saatiin 20,5 g (91 %) haluttua yhdistetta.

'H-NMR (CDCI; 400 MHz2) & 1,56 (s, 9H), 2,30 (s, 3H), 2,40 (1H, m),
2,50 (1H, m), 3,25 (m, 1H), 3,35 (m, 1H), 5,21 (m, 1H), 6,55 (d, J = 8,8, 1H),
6,75 (m, 1H), 6,95 (d, J = 2,4 Hz, 1H), 7,25 (m, 1H), 7,37 (m, 4H).

MS(FAB). m/z = 468,0 (100%), 342 (10%).

EA: Laskettu C,1H25lO4:lle: C, 53,86, H, 5,38. Havaittu: C, 53,36, H,
4,79,

Aminointi / suojauksen poisto / suolan muodostaminen

(R)-3-jodi-1-fenyyli-1-(2-metyyli-4-((tert-butoksikarbonyyli)oksi)fe-
noksi)propaani (20,0 g, 42,66 mmol) liuotettiin vedettomaan tetrahydrofuraa-
niin (100 ml). Liuosta ké&siteltin metyyliamiinilla (300 ml, 2 M liuos tetrahydrofu-
raanissa) typpiatmosféairissa ja reaktioseosta sekoitettiin ymparistén lampo-
tilassa 15 tuntia, mink& aikana reaktioseos konsentroitui kuivaksi. Jaannos ka-
siteltiin etyyliasetaatilla ja kylmalla vedella. Erottui kaksi kerrosta. Vesikerros
uutettiin etyyliasetaatilla. Yhdistetyt orgaaniset kerrokset pestiin huolellisesti
kylmalla kylldiselld natriumbisulfiittiliuoksella, kylmalla vedelld, kuivattiin mag-
nesiumsuifaatilla ja konsentroitiin alipaineessa. Jaannos liuotettiin etyyliase-
taattiin. Liuos uutettiin jadkylmalla 0,1 N kloorivetyhapolla. Vesiliuoksen lyofili-
sointi tuotti keltaisen kiintedn aineen, joka liuotettiin metanoliin ja joka kuljetet-
tiin lyhyen aktiivihiilikolonnin, Norit, 100 meshin jauhe (2 % aktiivihiiltd), i&pi.
Liuotin poistettiin ja tuloksena saatu hydrokloridisuola saostui hierrettaessa
jaubeeksi minimaalisen vesimééran kanssa. Hydrokloridisuola toistokiteytettiin
vedesta, mista saatiin haluttu tuote (7,22 g, 55 %).

'H-NMR (DMSO 300 MHz) 5 2,12 (m, 1H), 2,15 (s, 3H), 2,20 (m,
1H), 2,49 (s, 3H), 2,99 (m, 2H), 5,31 (m, 1H), 6,33 (dd, J = 8,7 Hz and 2,56 Hz,
1H), 6,51 (m, 1H), 7,29 (m, 1H), 7,34 (m, §H), 8,77 (s, 1H), 8,85 (br s, 1H).

MS(FAB): m/z =272 4.
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EA: Laskettu Cy;Hz/NO.-HCl:lle: C, 66,33, H, 7,20, N, 4,55, CI,
11,52. Havaittu: C, 66,23, H, 7,22, N, 5,37, Cl, 11,23.

Kaikkia yhdisteitd pidetaan oraalisesti kiytettavissa olevina ja niita
annetaan normaalisti oraalisesti ja oraalinen anto on siten edullinen. Oraalinen
anto ei kuitenkaan ole ainoa reitti eiki edes ainoa edullinen reitti. Transder-
maalinen anto esimerkiksi voi olla hyvin toivottavaa potilaille, jotka unohtelevat
tai ovat oikuttelevia oraalisen ladkkeen oton suhteen. Kaavan | mukaisia yhdis-
teita voidaan erityisissé olosuhteissa antaa myds perkutaanisen, intravenoosi-
sen, intramuskulaarisen, intranasaalisen tai intratekaalisen reitin kautta. Anto-
reittia voidaan vaihdella milld tahansa tavalla, rajoituksena laskkeen fysikaali-
set ominaisuudet, potilaan ja hoidon antajan mukavuus ja muut asiaan kuulu-
vat olosuhteet (Remington’s Pharmaceutical Sciences, 18. painos, Mack Pub-
lishing Co. (1990)).

Farmaseuttiset koostumukset vatmistetaan tavalla, joka on farma-
seuttisella alalla hyvin tunnettu. Kantaja tai tayteaine voi olla kiinte&é, puoli-
jahmeda tai nestemaista ainetta, joka voi toimia vaikuttavan aineosan vehikke-
lina tai véliaineena. Sopivat kantajat tai tdyteaineet ovat alalla hyvin tunnettuja.
Farmaseuttinen koostumus voidaan muokata oraalista, inhalaatio-, parenteraa-
lista tai paikallista kayttod varten ja se voidaan antaa potilaalle tablettien, kap-
seleiden, aerosolien, inhalaatioiden, perapuikkojen, liuosten, suspensiociden tai
vastaavien muodossa.

Esilla olevan keksinndn mukaisia yhdisteita voidaan antaa oraali-
sesti, esimerkiksi inertin laimentimen kanssa tai kapseleina tai tableteiksi puris-
tettuna. Oraalisen terapeuttisen annon tarkoitukseen yhdisteet voidaan yhdis-
taa tayteaineisiin ja kayttaa tablettien, resoriblettien, kapseleiden, eliksiirien,
suspensioiden, siirappien, vohveleiden, purukumien ja vastaavien muodossa.
Naiden valmisteiden tulisi sis4ltaa ainakin 4 % esilla olevan keksinnén mukais-
ta yhdistettd, vaikuttavaa ainetta, mutta maara voi vaihdella riippuen nimen-
omaisesta muodosta ja voi sopivasti olla valilla 4 - 70 % yksikén painosta.
Koostumuksissa olevan yhdisteen méara on sellainen, efta sopiva annostus
voidaan saavuttaa. Alan ammattilainen voi maarittaa esilla olevan keksinnon
mukaiset edulliset koostumukset ja vaimisteet.

Tabletit, pillerit, kapselit, resoribletit ja vastaavat voivat myés sisal-
taa yhta tai useampaa seuraavista apuaineista: sitojia, kuten mikrokiteista sel-
luloosaa, traganttikumia tai liivatetta; tayteaineita, kuten tarkkelysta tai laktoo-
sia, hajoftavia aineita, kuten algiinihappoa, Primogeli&, maissitérkkelysta ja
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vastaavia; liukuaineita, kuten magnesiumstearaattia tai Sterotexia; luikumis-
aineita, kuten kolloidaalista piidioksidia; ja makeutusaineita, kuten sakkaroosia
tai sakariinia, voidaan lisata tai makua antavia aineita, kuten piparminttua, me-
tyylisalisylaattia tai appelsiinin makua. Kun yksikkéannostusmuoto on kapseli,
se voi siséltaa ylla mainittujen materiaalityyppien liséksi nesteméisen kantajan,
kuten polyteenigiykolin tai rasvadljyn.

Muut yksikkdannostusmuodot voivat siséitda erilaisia muita aineita,
jotka modifioivat yksikkbannoksen fysikaalista muotoa, esimerkiksi paéllysteita.
Tabletit tai pillerit voidaan siten paéllystaa sokerilla, sellakalla tai muilla paal-
lysaineilla. Siirappi voi siséltaa esilld olevien yhdisteiden lisdksi, sokeria ma-
keutusaineena ja tiettyja sailontiaineita, vareja ja véri- ja makuaineita. Ainei-
den, joita kaytetasn naiden eri koostumusten valmistamisessa, tulisi olla far-
maseuttisesti puhtaita ja kdytettyind maarind myrkyttomia.

Formulaatio, joka on kayttékelpoinen annettaessa R-(-)-N-metyyli
3-((2-metyylifenyyli)oksi)-3-fenyyli-1-ainopropaanihydrokloridia (atomoksetii-
nia), R-(-)-N-metyyli 3-((2-metyyli-4-hydroksifenyyli)oksi)-3-fenyyli-1-aminopro-
paanin metabolista prekursoria, kasittda kuivan seoksen, jossa on R-{-)-N-me-
tyyli 3-((2-metyylifenyylijoksi)-3-fenyyli-1-aminopropaanihydrokloridia laimenti-
men ja liukuaineen kanssa. Tarkkelys, kuten esiturvotettu maissitérkkelys, on
sopiva laimennin ja silikonioljy, kuten dimetikoni, sopiva liukuaine kéytettévaksi
kovissa liivatekapseleissa. Valmistetaan sopivia formulaatioita, jotka siséltavat
hoin 0,4 — 26 % R-{-)-N-metyyli 3-((2-metyylifenyyli)oksi)-3-fenyyli-1-aminopro-
paanihydrokloridia, noin 73 — 99 % tarkkelysté ja noin 0,2 — 1,0 % sifikoni6ljya.
Seuraavat taulukot havainnollistavat erityisen edullisia formulaatioita:

Aineosa (%) 25m S5mg | 10mg | 18mg | 20mg | 25 m, 40mg | 60 mg

R-(-)}-N-metyyli 3-((2-metyyli-
fenyvyli)-oksi)-3-fenyyli-
1-aminopropaani-hydrokloridi 1.24 2,48 497 8,94 9,93 12,42 | 19,87 [ 22,12

Dimetikoni 08 0.5 0,5 05 0,5 0.5 0,5 0,5

Esiturvotettu tarkkelys 98,26 | 97,02 | 94,53 | 90,56 | 89,57 | 87,08 | 79,63 | 77,38
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Aineosa {mg/kapseli) 25mg | Smg | 10mg | 18mg | 20mg | 25mg | 40mg | 60 mg

R-(-}-N-metyyli 3-((2-metyy-
lifenyyli)-oksi)-3-fenyyli-1-
aminopropaani-hydrokioridi 2,86 5,71 11,43 | 20,57 | 2285 | 2857 | 45,71 68,56

Dimetikoni 1,186 1,156 1,15 1,16 115 1,15 1,15 1,55
Esiturvotettu tarkkelys 225,99 | 223,14 | 217,42 | 208,28 | 206,00 | 200,28 | 183,14 | 239,89
Kapselin taytiépaino (mg) 230 230 230 230 230 230 230 310
Kapselin koko 3 3 3 3 3 3 3 2

Parenteraaliseen terapeuttisen antotavan tarkoitukseen esilld ole-
van keksinndn mukaiset yhdisteet voidaan yhdistaa liuokseen tai suspensioon.
Namé valmisteet sisaltavat tyypiilisesti ainakin 0,1 % keksinnén mukaista yh-
distettd, mutta méaara voi vaihdella valilla 0,1 - 90 % valmisteen painosta. Kaa-
van | mukaisen yhdisteen méara tallaisissa koostumuksissa on sellainen, etta
sopiva annostus saavutetaan. Liuoksissa tai suspensioissa voi olla my&s yksi
tai useampia seuraavista apuaineista: steriileja laimentimia, kuten injektioon
tarkoitettua vetts, fysiologista suolaliuosta, rasvaéljyja, polyeteeniglykoleja,
glyseriinig, propyleeniglykolia tai muita synteettisis liuottimia; antibakteerisia
aineita, kuten bentsyylialkoholia tai metyyliparabeenia; hapettumisen estoai-
neita, kuten askorbiinihappoa tai natriumbisuffiittia; kelatoivia aineita, kuten
eteenidiamiinitetraetikkahappoa; puskureita, kuten asetaatteja, sitraatteja tai
fosfaatteja ja toonisuuden saatdaineita, kuten natriumkloridia tai dekstroosia.
Parenteraalinen valmiste voidaan sulkea ampulleihin, kertakayttéruiskuihin tai
lasista tai muovista valmistettuihin moniannospulloihin. Alan ammattilainen
pystyy madarittdmaan edulliset koostumukset ja valmisteet.

Esilla olevan keksinndn mukaisia yhdisteita voidaan antaa myss
paikallisesti, ja kun niin tehd&én, kantaja voi soveltuvasti késittaa liuoksen, voi-
teen tai geelipohjan. Pohja voi kasittad esimerkiksi yhden tai useamman seu-
raavista: vaseliini, lanoliini, polyeteeniglykolit, mehildisvahat, mineraaliéljy, lai-
mentimet, kuten vesi ja alkoholi, ja emulgoivat aineet ja stabiloivat aineet. Pai-
kallisesti kaytettavat formulaatiot voivat siséltds kaavan | mukaisen tai sen
farmaseuttisen suolan konsentraation, joka on noin 0,1 - 10 % painoftilavuu-
desta (paino yksikkotilavuutta kohti).

Alan ammattilainen ymmartaa, etta R-(-)-N-metyyli 3-((2-metyyli-4-
hydroksifenyyli)oksi)-3-fenyyli-1-aminopropaania voidaan saada konversiolla,
esimerkiksi entsymaattisella tai happokatalysoidulla, R-(-)-N-metyyli 3-((2-me-
tyyli-4-hydroksifenyyli)oksi)-3-fenyyli- -aminopropaanin metabolisista prekur-
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soreista. R-(-)-N-metyyli 3-((2-metyyli-4-hydroksifenyyli)oksi)-3-fenyyli-1-ami-
nopropaanin metabolinen prekursori on yhdiste, joka konvertoituu R-{-}-N-me-
tyyli 3-((2-metyyli-4-hydroksifenyyli)oksi)-3-fenyyli-1-aminopropaaniksi in vivo
sen jdlkeen kun nisakkaalle on annettu metabolista prekursoria. Sen vuoksi
aikaisemmissa kappaleissa kuvattujen menetelmien lisaksi R-(-}-N-metyyli
3-((2-metyyli-4-hydroksifenyyli)oksi)-3-fenyyli-1-aminopropaanin anto voidaan
myds saada aikaan antamalla R-(-)-N-metyyli 3-((2-metyyli-4-hydroksifenyy-
li)oksi)-3-fenyyli-1-aminopropaanin metabolista prekursoria. T#llaista metabo-
lista prekursoria voitaisiin antaa annostusmaarina, jotka tuottaisivat serotonii-
nin ja noradrenaliinin takaisinoton tehokkaan eston aiheuttamatta haitallista tai
ikdvia sivuvaikutuksia.

R-(-)-N-metyyli 3-{(2-metyyli-4-hydroksifenyyli)oksi)-3-fenyyli-1-ami-
nopropaanin metabolisia prekursoreita ovat karboksyylihappoesterit, sulfonaat-
tiesterit, aminohappoesterit, kaavan | hydroksiryhman eetterit. Edelleen on ha-
vaittu, ettd R-(-)-N-metyyli 3-((2-metyyli-4-hydroksifenyyli)oksi)-3-fenyyli-1-ami-
nopropaania voidaan saada R-(-)-N-metyyli 3-((2-metyylifenyyli)oksi)-3-fenyyli-
1-aminopropaanin, atomoksetiinin, entsymaattisella konversiolla in vivo. Sen
vuoksi R-(-)-N-metyyli 3-((2-metyyli-4-hydroksifenyyli)oksi)-3-fenyyli-1-amino-
propaanin edullinen systeeminen antomenetelma on R-(-)-N-metyyli 3-((2-me-
tyylifenyyli)oksi)-3-fenyyli-1-aminopropaanihydrokloridin, atomoksetiinin, oraa-
linen anto nisékkaille. Toisin sanoen R-(-)-N-metyyli 3-((2-metyyli-4-hydroksi-
fenyyli)oksi)-3-fenyyli-1-aminopropaanin systeeminen antotapa voidaan edulli-
sesti saada aikaan R-(-)-N-metyyli 3-((2-metyylifenyyli)oksi)-3-fenyyli-1-amino-
propaanihydrokloridin, atomoksetiinin, oraalisella annolla nisdkkaille R-(-)-N-
metyyli 3-((2-metyyli-4-hydroksifenyyli)oksi)-3-fenyyli-1-aminopropaanin meta-
bolisena prekursorina.

Monocamiinien mikrodialyysikokeet

Sprague- Dawley-rotille (Harlan tai Charles River), jotka painavat
270 - 300 g, impantoidaan kirurgisesti mikrodialyysilaitteet kloraali/pentobar-
bitaalianestesiassa (170 ja 36 mg/kg i.p. 30-prosenttisessa propyleenigiykolis-
sa, 14-prosenttisessa etanolissa), kuten Perry ja Fuller kuvaavat. (Perry and
Fuller, Effect of fluoxetine on serotonin and dopamine concentration in rat hy-
pothalamus after administration of fluoxetine plus L-5-hydroxytryptophan, Life_
Sci., 50, 1683 —~ 90 (1992)). David Kopfin stereotaktista instrumenttia kaytetdan
laitteen implantointiin toispuolisesti hypotalamukseen koordinaatein -1,5 mm
rostraalisesti, -1,3 mm lateraalisesti ja -9,0 mm ventraalisesti (Paxinos and
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Watson, 1986) 48 tunnin toipumisjakson jélkeen rotat asetetaan suureen muo-
viastiaan, johon on asennettu nestekiertosysteemi (CMA/120-jarjestelmé va-
paasti liikkkuville eldimille, Bioanalytical Systems, West Lafayette, IN). Suoda-
tettua keinotekoista aivo-selkéydinnestettd (150 mM NaCl, 3,0 mM KC, 1,7 mM
CaCl, ja 0,9 mM MgCl,) perfusoitiin laitteen 18pi nopeudella 1,0 ml/min. Ulostu-
leva dialysaattijohto sovitetaan kymmenporttiseen HPLC-venttiiliin, jossa on
20 ul:n silmukka. Jokaisen 30 minuutin naytteenottojakson lopussa silmukkaan
kertynyt dialysaatti injektoitiin analyysikolonniin (Spherisorb 3 p ODSZ2, 2 x
150 mm, Keystone Scientific).

Monoamiinien mittaamiseen kaytetty menetelma on Perryn ja
Fullerin (1992) kuvaaman kaltainen. Lyhyesti, 20 pl:n silmukkaan kertyneestéa
dialysaatista maaritettiin 5-HT ja NA. Tama 20 pl:n injektio menee kolonniin
NA:n ja 5-HT:n erottelevan liikkuvan faasin mukana: 75 mM kaliumasetaatti,
0,5 mM eteenidiamiinitetraetikkahappo, 1,4 mM natriumoktaanisulfonihappo ja
8 % metanoli, pH 4,9. Amiinikolonnin liikkkuva faasi sydtetdan ohjelmoitavaila
virtauspumpulla aloitusvirtausnopeutena 0,2 mi/minuutti nostaen nopeutta
0,3 mi/minuuttiin 5 minuutin kohdalla ja sitten laskien sen takaisin 0,2 ml/mi-
nuuttiin 26 minuutin kohdalla kokonaisajoajan ollessa 30 minuuttia. Virtauksen
ohjelmointia kaytetaan 5-HT:n eluoimiseksi 25 minuutin aikajakson kuluessa.
Amiinikolonnin s&hkdkemiallinen detektori (EG & G, malli 400) sdadetaén
400 mV:n potentiaaliin ja 0,2 nA/V:n herkkyydeile. Perustasot mitataan ainakin
90 minuuttia ennen laakkeen antamista. Ladkkeet valmistetaan suodatettuun,
deionisoituun veteen (tilavuus 0,25 - 0,3 ml) annettaviksi haluttuina annoksina.

R-(-)-N-metyyli 3-((2-metyyli-4-hydroksifenyyli)oksi)-3-fenyyli-1-
aminopropaani testattiin oleellisesti ylia kuvatun kaltaisesti ja sen havaittiin es-
tavan seka serotoniinin (K; = 43 nM) etté noradrenaliinin (K; = 3,0 nM) takaisin-
ottoa.

R-(-)-N-metyyli 3-((2-metyyli-4-fenyyli)oksi)-3-fenyyli-1-aminopropaanin
metabolia R-(-)-N-metyyli 3-((2-metyyli-4-hydroksifenyyli)oksi)-3-fenyyli-1-
aminopropaaniksi ihmisisséa

Avoin tutkimus toteutettiin seitsemalla terveella miehella. Ennen tut-
kimuksen alkua CYP2D6-genotyyppi maéritettiin EM:ksi (voimakas metaboloi-
ja) tai PM:ksi (heikko metaboloija). CYP2D6 on entsyymi, jolla esiintyy geneet-
tista polymorfismia, miké johtaa ainakin kahteen koehenkilépopulaatioon joko
aktiivisine tai heikkoine metabolisine kykyineen. Enemmistd ihmisista kuuluu
"voimakkaisiin metaboloijiin” (EM) ja heilld on "normaali” CYP2D6-aktiivisuus.
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Mutaatioista eli CYP2D6-geenin deleetiosta johtuen pieni vahemmisté ihmisia
(5 - 10 % valkoihoisista; 1 % aasialaisista) tunnetaan CYP2D6-substraattien
"heikkoina metaboloijina” (PM).

Useita 20 mg:n R-(-)-N-metyyli 3-((2-metyylifenyyli)oksi-3-fenyyli-
1-aminopropaaniannoksia annettiin kahdesti vuorokaudessa 5 péivan ajan,
mitd seurasi 20 mg:n kerta-annos radioaktiivisesti leimattua tomoksetiinia (to-
dellinen annos 19,66 mg) kuudennen paivan aamuna. Radioaktiivisesti leimat-
tu [3-'%CJ-R-(-)-N-metyyli 3-((2-metyylifenyyli)oksi-3-fenyyli-1-aminopropaani
toimitettiin 20 mg:n kapseleina R-(-)-N-metyyli 3-((2-metyylifenyyli)oksi-3-fe-
nyyli-1-aminopropaanihydrokioridia, joka sisalsi riittavan masran [3-"*C)-R-(-)-
N-metyyli 3-((2-metyylifenyyli)oksi-3-fenyyli-1-aminopropaanihydrokloridia tuot-
taakseen noin 3,7 Mbq (100 pCi:n) annoksen.

Noin 12 tuntia aamuannoksen jalkeen paivina 1 - 5 annettiin toinen
20 mg:n kapseli veden, 240 ml, kanssa. Tama ilta-annos annettiin ainakin 30
minuuttia kevyen ylimaaraisen iltapalan jélkeen. Paivan 6 aamulla annettiin 20
mg:n kapseli R-(-)-N-metyyli 3-((2-metyylifenyyli)oksi-3-fenyyli-1-aminopro-
paanihydrokloridia, joka sisélsi 100 pCi [3-"4C]-R-(-)-N-metyyli 3-((2-metyyli-
fenyylijoksi-3-fenyyli-1-aminopropaanihydrokloridia, oraalisesti veden, 240 ml,
kanssa 30 minuuttia standardoidun aamiaisen jalkeen.

Kokoverinaytteet otettiin EM-koehenkilgilta 12 tuntia ennen ja valit-
tomasti ennen [3-'“C}-R-(-)-N-metyyli 3-((2-metyylifenyyli)oksi-3-fenyyli-1-ami-
nopropaanihydrokloridin antoa (kontrollindyte ennen annosta) ja noin 1, 2, 3, 4,
6, 8, 12, 18, 24, 36, 48 ja 72 tuntia annoksen antamisen jalkeen. Kokoverindyt-
teet otettiin PM-koehenkildiltd 12 tuntia ennen ja valittdbmasti ennen [3-"C}R-
(-)-N-metyyli 3~((2-metyylifenyyli)oksi-3-fenyyli-1-aminopropaanihydrokloridin
antoa (kontrollindyte ennen annosta) ja noin 1, 2, 3, 4, 6, 8, 12, 18, 24, 36, 48,
72, 96, 120, 144, 168, 192 ja 216 tuntia annoksen antamisen jalkeen. Kokove-
rindytteet (noin 12 ml) otettiin jokaisena ajankohtana lasiputkiin, jotka sisélsivat
hepariinia antikoagulanttina. Kokoverinaytteitéd pidettiin jaissa sentrifugointiin
asti. Plasman valmistamiseksi veri sentrifugoitiin noin 3 000 rpm:ss& noin 15
minuutin ajan noin 4 °C:ssa tunnin kuluessa ndytteenotosta. Poistettiin plas-
ma-alikvootit radioekvivalenttikonsentraation méaarittamista varten. Jaljelle jaa-
nyt plasma varastoitiin noin -70 °C:ssa ennen konjugoituneen ja konjugoitu-
mattoman N-metyyli 3-((2-metyylifenyyli)oksi)-3-fenyyli-1-aminopropaanin,
R-(-)-N-metyyli 3-((2-metyyli-4-hydroksifenyyli)oksi-3-fenyyli-1-aminopropaa-
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nin, 3((-metyylifenyyli)oksi)-3-fenyyli-1-aminopropaanin konsentraation tai me-
tabolisen profiloinnin analyysia.

Heparinisoidut humaaniplasmanéayiteet analysoitiin N-metyyli 3-((2-
metyylifenyyli)oksi)-3-fenyyli-1-aminopropaanin, R-(-)-N-metyyli 3-{(2-metyyli-
4-hydroksifenyyli)oksi-3-fenyyli-1-aminopropaanin suhteen ja kayttamalla vali-
doitua APCILC/MS/MS-menetelmaa (kemiallinen ionisaatio ilmanpaineessa
nestekromatografia/massaspektrometria/massaspektrometria) konsentraatio-
alueella 1,00 - 800,00 ng/ml N-metyyli 3-((2-metyylifenyyli)oksi)-3-fenyyli-
1-aminopropaanille ja R-(-)-N-metyyli 3-((2-metyyli-4-hydroksifenyyli)oksi-
3-fenyyli-1-aminopropaanille ja 2,50 — 2000,00 ng/ml 3({2-metyylifenyyli)oksi)-
3-fenyyli-1-aminopropaanille. Alemmalle alueelle validioitua APCILC/MS/MS-
menetelmaa kaytettiin lisdanalyysin suorittamiseen alueilla 1,00 - 100,00 ng/ml
R-(-)-N-metyyli 3-((2-metyylifenyyli)oksi-3-fenyyli-1-aminopropaanilie ja
R-(-)-N-metyyli 3-((2-metyyli-4-hydroksifenyyli)oksi-3-fenyyli-1-aminopropaanil-
le ja 0,25 — 25,00 ng/ml R-{-)-3-((2-metyylifenyyli)-3-fenyyli-1-aminopropaanille.

R-(-)-N-metyyli 3-((2-metyylifenyyli)oksi)-3-fenyyli-1-aminopropaani-
hydrokloridin pasasiallinen metaboliitti, jota seka CYP2D6-EM- ja -PM-koehen-
kilét tuottavat on R-(-)-N-metyyli 3-((2-metyyli-4-hydroksifenyyli)oksi-3-fenyyli-
1-aminopropaani. EM-koehenkilét metaboloivat 86,5 % R-(-)}-N-metyyli
3-((2-metyylifenyyli)oksi)-3-fenyyli-1-aminopropaanihydrokloridista R-(-)-N-
metyyli 3-((2-metyyli-4-hydroksifenyyli)oksi)-3-fenyyli-1-aminopropaaniksi. PM-
koehenkilét metaboloivat 40 % R-(-)-N-metyyli 3 ((2-metyylifenyyli)oksi)-3-fe-
nyyli-1-aminopropaanihydrokloridista R-(-)-N-metyyli 3-((2-metyyli-4-hydroksi-
fenyyliyoksi)-3-fenyyli-1-aminopropaaniksi.
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Patenttivaatimukset

1. Yhdiste, jolla on kaava I:

HO CH,

n!l]o

N/ CHS
!
H

5 tai sen farmaseuttisesti hyvaksyttéva suola.
2. Yhdiste R-(-)-N-metyyli 3-((2-metyyli-4-hydroksifenyyli)oksi)-3-fe-
nyyli-1-aminopropaanihydrokloridi.
3. Farmaseuttinen koostumus, joka kasittda yhdisteen, jolla on kaa-
val:

HO

~CH;

L i1}
E 10 :::)
I—=

10
tai sen farmaseuttisesti hyvaksyttévan suolan, littyneen4 farmaseuttisesti hy-

véksyttdvaan kantajaan, laimentimeen tai tayteaineeseen.
4. Patenttivaatimuksen 3 mukainen farmaseuttinen formulaatio, jos-
sa kaavan | mukainen yhdiste on R-(-)-N-metyyli 3-((2-metyyli-4-hydroksifenyy-
15 li)oksi)-3-fenyyli-1-aminopropaanihydrokloridi.
5. Menetelmé noradrenaliinin ja serotoniinin takaisinoton estami-
seksi nisdkk&issé kasittden yhdisteen, jolla on kaava |:
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HO

iy

/CH:!

tai sen farmaseuttisesti hyvaksyttavan suolan farmaseuttisesti tehokkaan maa-

réan antamisen nisdkkaalle, joka on tillaisen eston tarpeessa.
6. Patenttivaatimuksen 5 mukainen menetelma, jolioin kaavan | mu-

5 kainen yhdiste annetaan systeemisesti.
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