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Keksinnon kohteena on rasvaemulsio, joka sisdltad seuraavan kaavan (I) mukais-

ta prostaglandiinia Iy, sekd menetelmd sen valmistamiseksi

z/\/\ ('.'OQR1

... (I)

R3
(CH2)n /t\R‘
&

jossa X tarkoittaa happiatomia taji metiiniryhm@d, Y on hiiliatomi, Z tarkoit-
taa metyleeni- tai metiiniryhméda; kun X on happiatomi, Y-Z-sidosmuoto on hii-
li-hiili-kaksoissidos; ja kun X on metiiniryhmd, X-Y¥-sidosmuoto on hiili-hii-
li-kaksoissidos ja Z on metyleeniryhmd; R} tarkoittaa vetyatomia tai alkyyli-
ryhmdd, Ry tarkoittaa vetyatomia tai fluoriatomia, R3 tarkoittaa vetyatomia,
metyyliryhmda, etyyliryhmdad tai vinyyliryhmdd, R4 tarkoittaa substituoitua tai
substituoimatonta 1...10 hiiliatomia sis3ltdvad alkyyliryhmdd, substituojitua
tai substituoimatonta 2...10 hiiliatomia sisdltdvdd alkenyyliryhmdd, substi-
tuoitua tai substituoimatonta 2...10 hiiliatomia sisdltdvdd alkynyyliryhmaa
tai substituoitua tai substituoimatonta 3...8 hiiliatomia sisaltévaa syklo-
alkyyliryhmda; ja n on nolla (0) tai kokonaisluku, jonka arvo on 1.

Nawd rasvaemulsioit ovat stabiileja, pitkdaikaisvajkutteisia ja ne ovat kayt-
to0kelpoisia syddnverisuonisairauksien hoidossa.



8583

Uppfinningen avser en fettemulsion, som innehdller en prostaglandin I enligt
foljande formel (I), samt forfarande for dess framstdllning

27"\ coor!
x—”

A

) R3
wo (CHy) /t\ R
&u

.ea (1)

dir X betecknar en syreatom eller metingrupp, Y ar en kolatom, Z betecknar en
metylen- eller metingrupp; nédr X ar en syreatom, &r Y-Z-bindningsformen en
kol-kol-dubbelbindning; och nédr X &r en metingrupp, &r X-Y-bindningsformen en
kol-kol-dubbelbindning, och 2 &r en metylengrupp; Rj betecknar en viteatom
eller alkylgrupp, Rz betecknar en viteatom eller fluoratom, Rj3 betecknar en
viteatom, metylgrupp, etylgrupp eller vinylgrupp, R4 betecknar en substituerad
eller osubstituerad alkylgrupp med 1l...10 kolatomer, en substituerad eller
osubstituerad alkenylgrupp med 2...10 kolatomer, en substituerad eller osubs-
tituerad alkynylgrupp med 2...10 kolatomer, eller en substituerad eller
¢substituerad cykloalkylgrupp med 3...8 kolatomer; och n dr noll (0) eller ett
heit tal vars vdrde ar 1.

Fettemulsionerna &r stabila, har lingtidsverkan och de ar anvandbara vid
sk5tseln av hjlrtblodkiarlssjukdomar.
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Menetelmid prostaglandiini Ia:a sisdltédvien rasvaemulsioiden
valmistamiseksi

Foérfarande fér framstdllning av fettemulsioner, som innehaller
prostaglandin Iz

Keksintd® kohdistuu prostaglandiineja Ia2 sisdltdvien rasvaemul-
sioiden valmistamiseen. Erityisemmin keksintd kohdistuu uusiin
rasvaemulsiohin, jotka sis&ltavat aktiivisena aineosana prosta-
glandiineja Iz, 3jotka vaikuttavat veritukosten liukenemista
edistivasti ja ovat lisdksi kayttdkelpoisia syddnverisuoni-

jArjestelmdn hdiridtilojen hoidossa.

Prostaglandiineilla on laaja fysiologisten vaikutusten alue ja
niilla on ollut laajaa kayttda léakinnadssd johtuen niiden
erilaisista ja kdyttdkelpoisista biologisista vaikutuksista,
joista mainittakoon &&dreisverenkierron parantaminen, verisuo-
nien laajentaminen, haavaumia estdvd vaikutus, verenpainetta
alentava vaikutus, synnytyksen aloittaminen, veritukosten liu-
kenemista edistdavda vaikutus 3ja astmaa ehkdisevd vaikutus.
Viime vuosina nditid yhdisteitd on tutkittu tarkoituksena mah-
dollisesti 18ytda wuusia vaikutuksia kuten sydpdad ehkdiseva
vaikutus, luiden aineenvaihdunnnan parantaminen, virusten
vastainen vaikutus, maksaa suojaava vaikutus, virtsaneritys.
BErityisesti luonnossa esiintyvd prostasykliini on paikallinen
hormoni, joka p#édasiallisesti muodostuu in vivo valtimoiden
verisuonien seindmissd. Johtuen sen tehokkaista fysiologisista
vaikutuksista, kuten verihiutaleiden kasautumista estdva vai-
kutus Jja verisuonia laajentava vaikutus, t&md paikallinen
hormoni muodostaa tdrke#n tekijén, joka s&&étdad solujen toimin-
taa in vivo, ja siksi on pyritty kdyttdméddn luonnollisesti
esiintyvda prostasykliinid sellaisenaan farmaseuttisena tuot-
teena (P. J. Lewis, J. O. Grady et al., Clinical prostacyclin,
Raven Press, N.Y. (1981)).

Toisaalta kun niditd kayttdkelpoisia prostaglandiineja kayte-
tiin farmaseuttisina tuotteina esiintyy kuitenkin erilaisia
ongelmia johtuen prostaglandiineissa luonnostaan esiintyvasta
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in vivo epéstabiilisuudesta, niiden laajan alueen kdsittivan
fysiologisten vaikutusten aiheuttamista sivuvaikutuksista ja
niiden kemiallisesta epéstabiilisuudesta johtuvista formuloin-
tivaikeuksista.

Siten on suoritettu intensiivisii kokeita sek# kotimaassa etti
ulkomailla tarkoituksena saada kemiallisesti stabiileja syn-
teettisid prostasykliinijohdannaisia, jotka olisivat verran-
nollisia luonnollisesti esiintyvdin prostasykliiniin biologis-
ten vaikutusten suhteen.

On mydés pyritty stabiloimaan kemiallisesti epastabiilia pros-
tasykliinid annosmuodoissa sekd parantamaan sen ladketehok-
kuutta. On esimerkiksi ehdotettu menetelmdd prostasykliinin
stabiloinnin suorittamiseksi klatraattiyhdisteend k&ayttden
syklodekstriini& (Joseph Scesitri et al., 3japanilainen kuulu-
tusjulkaisu Showa 54-56685), menetelm#d prostasykliinin stabi-
loimiseksi pinta-aktiivisilla aineilla (Moo Yang Chou et al.,
japanilainen kuulutusjulkaisu Showa 55-15470), farmaseuttisen
valmisteen tuottamista muodostamalla ensin prostasykliinin
uusi esterijohdannainen, joilla on suurempi liukoisuus ras-
vaan, emulgoimalla t&md esterijohdannainen rasvaan ja ylld-
pitamdlld sen aktiivisuus verrannollisena alkuperdisen pros-
tasykliinin aktiivisuuteen (Fukaya et al., japanilainen kuulu-
tusjulkaisu Showa 60-13779), jne.

PGE:1 ja PGA: sisdltdvid rasvaemulsioita on dskettidin ehdotettu
kadytettdviksi stabiloituina prostaglandiinin rasvavalmisteina,
joilla on verisuonia laajentava, verihiutaleiden kasautumista
estdva ja verenpainetta alentava vaikutus (Mizushima et al.,
japanilainen kuulutusjulkaisu Showa 58-222014 ja japanilainen
kuulutusjulkaisu Showa 59-141518; ja Mizushima et al., Ann.
Rheum. Diseases, 41, 263 (1982); Pharm. Pharmacol., 35, 398
(1983)). T&allaisia tekniikoita sovelletaan kasvaintenvastais-
ten aineiden valmistuksessa. On esitetty myds ehdotus, joka
koskee parannusta sydvdnvastaisten lddkkeiden selektiivisessi
saattamisessa kohde-elimeen (Okamoto et al., Jjapanilainen
kuulutusjulkaisu Showa 59-122423).
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Keksijdt huomasivat yllédesitetyt tosiseikat 3ja suorittivat
intensiivistd tutkimusta er&dilla kemiallisesti stabiileilla
synteettisilld prostaglandiineilla Iz tarkoituksena pidentdi
niiden vaikutusta ja parantaa niiden ladkinn&llistd tehokkuut-
ta. T&amdn seurauksena valmistettiin mainitut stabiileja pros-
taglandiineja I2 sisdltavdt rasvaemulsiot ja huomattiin, etta
nédmd valmisteet olivat tayttaneet namd tarkoitukset. Keksijat
nédin ollen paatyivat esilla olevaan keksintéén, Jjonka
tunnusmerkit ilmenevdt oheisista patenttivaatimuksista.

Ndin ollen keksinndén kohteena on menetelmd prostaglandiini
Ia:a sisaltdvan, laakinnallisesti tehokkaan rasvaemulsion
valmistamiseksi, Jjossa menetelmdssad emulgoidaan seos, 3joka
kdsittaa 5...50 % (w/v) kasvidljya, 1...50 osaa fosfolipidia
100 osaa kasviéljyd kohti, 1,0 mg/ml ... 0,2 pg/ml vdhint&dén
yhta prostaglandiini Ia:a ja loput vetta.

Keksinnén mukaiset rasvaemulsiot sisadltadvat seuraavan kaavan

(I) edustamia prostaglandiineja Ia

2 ~"coort

AN\ R2 ... (D)

HO bx{

jossa X tarkoittaa happiatomia tai metiiniryhmaa, Y on hiili-
atomi, 2 tarkoittaa metyleeni- tai metiiniryhmd&; kun X on
happiatomi, Y-Z-sidosmuoto on hiili-hiili-kaksoissidos; ja kun
X on metiiniryhma, X-Y-sidosmuoto on hiili-hiili-kaksoissidos
ja 2 on metyleeniryhm#é; Ri. tarkoittaa vetyatomia tai alkyyli-
ryhmaa, Ra2 tarkoittaa vetyatomia tai fluoriatomia, Rs tarkoit-
taa vetyatomia, metyyliryhmdd, etyyliryhmd&d tai vinyyliryhméa.
R. tarkoittaa substituoitua tai substituoimatonta 1...10 hii-
liatomia sis&dltdvda alkyyliryhméa, substituoitua tai substi-
tuoimatonta 2...10 hiiliatomia sisdltavaa alkenyyliryhmaa,
substituoitua tai substituoimatonta 2...10 hiiliatomia sisal-
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tavda alkynyyliryhmdad tai substituoitua tai substituoimatonta
3...8 hiiliatomia sis&ltivaid sykloalkyyliryhmds; ja n on nolla
(0) tai kokonaisluku, jonka arvo on 1.

Keksinndn mukaiset rasvaemulsiot ovat uusia rasvaemulsioita,
jotka sisdltéviat kemiallisesti stabiileja prostaglandiineja
I.. Tallaisilla rasvaemulsioilla on pitempivaikutteinen teho,
parantunut prostaglandiinien Ia stabiilisuus, alentunut sivu-
vaikutusten esiintyminen ja niilld on samanaikaigesti tehok-
kaat farmakologiset vaikutukset ja niita voidaan kayttaa val-
misteina, 3jotka on tarkoitettu suonensisidisti annostamista
varten.

’

Useimmat prostaglandiinit Ia edelld mainitussa kaavassa (I)
ovat niitd yhdisteitd, joiden tunnetaan olevan stabiloituja
prostaglandiineja Ia (japanilainen kuulutusjulkaisu Showa
58-150583, jonka hakemusnumero on Showa 57-32981).

Edelld mainitussa kaavassa (I) X tarkoittaa happiatomia tai
metiiniryhmdaa, Y on hiiliatomi, 2 tarkoittaa metyleeni- tai
metiiniryhmdaa; kun X on happiatomi, Y¥-Z-sidosmuoto on hiili-
hiili-kaksoissidos, ja kun X on metiiniryhmé, X-¥Y-sidosmuoto
on hiili-hiili-kaksoissidos Jja 2 on metyleeniryhmé. Naistd

mAdAritelmista liahtien tAgssd keksinndssd oleva aktiivinen

aineosa ilmoitetaan seuraavan kaavan (Ia) mukaisena
isokarbasykliinina
coor?
... (Ia
R, (Ia)
noi R4
H
OH

(jossa Ri, Rs, Ra Jja n tarkoittavat samaa kuin edelld; Ra:
tarkoittaa vetyatomia), tai seuraavan kaavan (Ib) mukaisena
7-fluoriprostasykliininaé:
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«+.(Ib)

(CHz)n /%\‘R4

OH

(jossa Ry, R3, Rq ja n tarkoittavat samaa kuin edelld; R32
tarkoittaa fluoriatomia).

Edelli esitetyssd kaavassa (I) R} on vetyatomi tai alkyyli-
ryhmd. Alkyyliryhmd@nid voi olla 1...10 hiiliatomia sisaltava
alkyyliryhmd, kuten metyyli-, etyyli-, propyyli-, butyyli-,
pentyyli-, heksyyli-, oktyyli- ja dekyyliryhmd. R; on edulli-
sesti vetyatomi tai metyyliryhmd.

R4 tarkoittaa substituoitua tai substituoimatonta 1...10
hiiliatomia sisdltdvdid alkyyliryhmdd, substituoitua tai subs-
tituoimatonta 2...10 hiiliatomia sisdltdvaa alkenyyliryhmaa,
substituoitua tai substituoimatonta 2...10 hiiliatomia sisdl-
tdvidid alkynyyliryhmd& tai substituoitua tai substituoimatonta
3...10 hiiliatomia sisdltdvdid sykloalkyyliryhmd&d. Substituoi-
maton 1...10 hiiliatomia sisdltdvd alkyyliryhmd@ voi olla esi-
merkiksi metyyli-, propyyli-, butyyli-, pentyyli-, heksyyli-,
oktyyli- tai dekyyliryhm&, jne. Substituoimaton 2...10 hiili-
atomia sisdltidvd alkenyyliryhmd voi olla esimerkiksi vinyyli-,
2-propenyyli-, 3-butenyyli-, 2-pentenyyli-, 2-metyyli-3-pente-
nyyli-, 2-heksenyyli-, S5-metyyli-4-heksenyyli-, 2,6-dimetyyli-
5-heptenyyliryhmi, 3jne. Substituoimaton 2...10 hiiliatomia
sisdltdvd alkynyyliryhmd voi olla esimerkiksi 2-butynyyli-,
3-butynyyli-, l-metyyli-2-pentynyyli-, l-metyyli-3-penty-
nyyli-, 2-heksynyyli-, 4-heksynyyliryhma, jne. Substituoimaton
3...8 hiiliatomia sisdltdva sykloalkyyliryhmd voi olla esimer-
kiksi syklopropyyli-, syklopentyyli~, sykloheksyyliryhm&, jne.
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Niiden alkyyli-, alkenyyli-, alkynyyli- ja sykloalkyyliryhmien
substituentteina voivat olla esimerkiksi halogeeniatomit kuten
fluori ja kloori, alemmat alkoksiryhmdt kuten metoksi-, etok-
si-, propoksi- ja butoksiryhmdt, halogeenialkyyliryhmd@ kuten
trifluorimetyyli, substituoitu tai substituoimaton fenoksi-
ryhmd, joka on mahdollisesti substituoitu halogeeniatomilla
tai alemmalla alkoksiryhmdllad, jne.

Kaavan (I) mukaiset prostaglandiinit I voidaan valmistaa
esimerkiksi menetelmilli, jotka on selitetty japanilaisessa
kuulutusjulkaisussa Showa 58-150583 ja japanilaisessa kuulu-
tusjulkaisussa Showa 57-32981.

Edelld esitetyn kaavan (I) edustamat stabiilit prostaglandii-

nit I ovat erityisesti lueteltu alla seuraavasti:

(1) isokarbasykliini

(2) 16,17,18,19,20-pentanor-15-syklopentyyli-isokarbasykliini

(3) 16,17,18,19,20-pentanor-15-sykloheksyyli~isokarbasykliini

(4) 17,20-dimetyyli-isokarbasykliini

(5) 15-deoksi-1l6-hydroksi-isokarbasykliini

(6) 15-deoksi-l6-hydroksi-16,20-dimetyyli-isokarbasykliini

(7) 7-fluoriprostasykliini

(8) 7-fluori-16,17,18,19,20-pentanor-15-syklopentyyliprosta-
sykliini

(9) 7-fluori-16,17,18,19,20-pentanor-15-sykloheksyyliprosta-
sykliini

(10) 7-fluori-17,20-dimetyyliprostasykliini

(11) 7-fluori-16,l6-dimetyyliprostasykliini

(12) 7,16-difluoriprostasykliini

(13) 15-deoksi-16-hydroksi-7-fluoriprostasykliini

(14) 15-deoksi-l6-hydroksi-7,16-difluoriprostasykliini

(15) Edellisten kohtien (1)...(14) metyyliesterit.

Keksinndn mukaiset rasvaemulsiot kdsittavat padasiallisina
komponentteina kaavan (I) mukaisia prostaglandiineja I,
5...50 % w/v (paino/tilavuus) kasvisdljyd, l...50 osaa, edul-



7 88583

lisesti 5...10 osaa fosfolipidia 100 osaa kohti kasvisoljya,

sekd sopivan maaran vettd.

Kasvis®ljy voi olla soijapapudljyd, puuvillansiemendljya,
sesamdljyd, saflori6ljyd ja maissiéljyd, mutta se on edulli-

sesti soijapapudljya.

Soijapapudljyn paras valinta on erittdain puhdas raffinoitu
soijapapudljy. Se on edullisesti erittdin hyvin puhdistettua,
raffinoitua soijapapudljyd, joka on saatu edelleen puhdista-
malla tavallista raffinoitua soijapapudljya esimerkiksi hoyry-
tislaamalla.

Fosfolipidind on puhdistettu fosfolipidi, kuten munankeltuisen
lesitiinid ja soijapapulesitiinia. Voidaan kayttdd fosfolipi-
dii, joka on valmistettu fraktionoimalla kayttden orgaanista
liuotinta tavanomaisella tavalla, toisin sanoen lisdamalla
hitaasti, sekoittaen asetonia raakaan munankeltuaisfosfolipi-
diin, joka on liuotettu n-heksaanin ja asetonin kylmaan seok-
seen, kerdamidllid liukenematon aines suodattamalla, toistamalla
liuotuskdsittely, jota seuraa saostaminen ja lopuksi poista-
malla 1liuotin tislaamalla. Tuote k&dsittdaa pddasiallisina
komponentteinaan fosfatidyylikoliinia ja fosfatidyylietanoli-
amiinia. Muut fosfolipidit voivat olla fosfatidyyli-inosito-
lia, fosfatidyyliseriinid, sfingomyeliinia, jne.

Keksinndn mukaan rasvaemulsioon voidaan tarvittaessa 1lisata
edelleen emulgoimisen apuainetta, stabilointiainetta, suuren
molekyylipainon omaavia aineita, isotonoivia aineita jne.

Emulgoitumisen apuaineina voivat esimerkiksi olla jopa 0,3 %
w/v (paino/tilavuus) 6...22, edullisesti 12...20 hiiliatomia
sis3ltidvid rasvahappoja tai niiden farmaseuttisesti hyvéksyt-
tidvia suoloja, jne. Mitd tahansa 6...22 hiiliatomia sisdltavaa
rasvahappoa voidaan kayttdd mikdli niitd voidaan lisdta farma-
seuttiseen tuotteeseen. Tdllaiset rasvahapot ovat joko suora-
ketjuisia tai haaroittuneita. Edullisia ovat steariini-,
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oleiini-, linoli-, palmitiini-, linoleeni- ja myristiinihapot.
Namd suolat voivat olla suoloja alkalimetallien kuten natriu-
min ja kaliumin kanssa, maa-alkalimetallien kuten kalsiumin

kanssa, jne.

Stabilisoivana aineena voi esimerkiksi olla alle 0,5 & w/v,
edullisesti alle 0,1 % w/v kolesterolia, alle 5 % w/v, edulli-
sesti alle 1 % w/v fosfatidihappoa, jne.

Suuren molekyylipainon omaavina yhdisteind voi olla esimerkik-
si 0,1...5 paino-osaa, edullisesti 0,5...1 paino-osaa albumii-
nia, dekstraania, vinyylipolymeerid, ei-ionisia pinta-aktii-
visia aineita, gelatiinia, hydroksietyylitdrkkelysta, Jjne.

prostaglandiinien I, yhtd paino-osaa kohti.

Albumiinina wvoi edullisesti olla ihmisestd perdisin oleva
albumiini, vinyylipolymeerind voi olla polyvinyylipyrrolidoni,
jne. Ei-ionisina pinta-aktiivisina aineina voivat olla esimer-
kiksi polyalkyleeniglykolit, polyoksialkyleenikopolymeerit,
kovetetun risiinidljyn polyoksialkyleenijohdannaiset, risii-
nidljyn polyoksialkyleenijohdannaiset, Jjne.

Prostaglandiinien I, pitoisuutta rasvaemulsioissa voidaan
sopivasti suurentaa tai vahentdd riippuen emulsioiden ja
annostapojen muodosta. Yleensd erittdin pieni mddrd, esimer-

kiksi 1,0 mg...0,2 ng/ml rasvaemulsiossa on riittdva maara.

Keksinnon mukaiset rasvaemulsiot valmistetaan esimerkiksi
seuraavalla tavalla:

Ennalta midardtyt mdardt kasvisoljyd, fosfolipidia ja prosta-
glandiineja I; ja muita lis3aineita sekoitetaan keskenddn ja
seosta lammitetddn liuoksen muodostamiseksi. Liuos homogeni-
soidaan esimerkiksi kayttamdlld suurella suihkutuspaineella
toimivan tyyppistd homogenisaattoria, ultraddnihomogenisaat-
toria, jne. Homogenaatti homogenoidaan uudelleen sen jdlkeen
kun on lisdtty tarpeellinen mdadrd vettd keksinnon mukaisten
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rasvaemulsioiden valmistamiseksi. Valmistusolosuhteissa 1lisi-
aineet kuten stabilointiaine ja isotonisointiaine voidaan
lisata sen jdlkeen kun rasvaemulsio on muodostettu.

Rasvaemulsioita voidaan antaa ruuansulatuskanavan ulkopuoli-
sesti kuten esimerkiksi ruiskeena, edullisimmin suonensisai-
sesti. Prostaglandiineja I, annetaan esimerkiksi suonensisdi-
sesti Jjatkuvana nesteruiskeena kerran pdivdssa annostason
ollessa 0,01...0,1 pung/kg tai 0,01...0,1 ng/kg/min. Keksinndn
mukaisilla rasvaemulsioilla on erittdin tehokas vaikutus. Ne
toimivat kauan pitkdaikaisen vapautumisen johdosta ja kohdis-
tuvat selektiivisesti vammoihin; siten pienten annosten anta-
minen mahdollistaa tehokkaan hoidon.

Koska aineita voidaan antaa suonensisidisesti, voidaan odottaa,
ettda vaikutus alkaa nopeasti, ladkkeen tehokkuus on tasainen,
ja koska annokset ovat pienid, on sivuvaikutusten ilmeneminen

pienempi.

Valmisteen osaset ovat lisdksi darimmdisen pienid ja niiden
keskimddrdinen koko on alle 1,0 awu. Varmuus (stabiilisuus)
varastoinnissa on hyvaé.

Viitaten seuraaviin esimerkkeihin selitetdin parhaat menetel-

mat keksinndn soveltamiseksi.
Esimerkki 1

Isokarbasykliinia (yhdiste 1) sisdltdvdn rasvaemulsion valmis-
taminen

10 grammaan raffinoitua soijapapudljyd lisdttiin 1,2 g munan-
keltuaislesitiinid ja 1000 pug isokarbasykliinid. Seosta kuu-
mennettiin 60...80 ©C:ssa liuokseksi. Liuokseen 1lisdttiin 50
ml tislattua vettd ja tamédn jdlkeen 2,5 g glyserolia. Ruisket-
ta varten lisattiin tislattua vettd siten ettd liuoksen maira
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nousi 100 ml:aan. Liuos homogenoitiin karkeasti homo-sekoitti-

messa.

Kdyttden Manton-Gaulin homogenaattoria raaka emulsio emulgoi-
tiin sitten edelleen johtamalla se 10 kertaa laitteen 1lapi
ensimmdisen vaiheen paineen ollessa 120 kg/cm2 ja kokonaispai-
neen ollessa 500 kg/cmz. Nadin saatiin homogenoitu, hienojakoi-
sesti dispergoitunut 10 % soijapapudljyd@ sisaltdava rasvaemul-
sio, joka sisdlsi isokarbasykliinid (yhdistetta I) lopullisen
konsentraation ollessa 10 ug/ml.

Esimerkki 2

Rasvaemulsioiden valmistaminen kun emulsiot sisdlsivit
16,17,18,19,20-pentanor-15-pentyyli-isokarbasykliinia (yhdis-
tetta I1I), 7-fluori-16,17,18,19,20-pentanor-15-syklopentyyli-
prostasykliinin metyyliesterid (yhdistettd III) ja vastaavasti
isokarbasykliinin metyyliesteria (yhdistettd IV)

Kayttden yhdisteitd II, III ja IV 10 % soijapapudljya sisdlta-
vidt rasvaemulsiot valmistettiin samalla tavalla kuin esimer-
kissd 1, jolloin kukin emulsioista sisdlsi ylld@mainittua yh-
distettd niin paljon, ettd lopullinen konsentraatio oli 5

ng/ml, S ug/ml ja vastaavasti 10 ug/ml.
Esimerkit 5...16

Lidkinnallisen vaikutuksen arviointi kdyttden ihmisen veri-
hiutaleita

Keksinndn mukaisen rasvaemulsion kykyd muodostaa syklista
AMP:td ajan kuluessa mdaritettin k&dyttden ihmisen verihiuta-
leita ja nditd arvoja verrattiin emulgoimattoman yhdisteen
vastaavaan kykyyn. 50 ml ihmisen verta kerattiin k&yttden 1
osaa 3,8 prosenttista natriumsitraattia 9 osaa verta Kkohti.
Verindyte sentrifugoitiin nopeudella 1300 kierr/min 10 minuut-
tia. Ylempi kerros otettiin talteen PRP:nd (verihiutalerikkaa-
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na plasmana) ja sentrifugoitiin nopeudella 3000 kierr/min 20
minuuttia. Nd3in saatu saostuma (verihiutaleet) suspendoitiin 2
ml:aan Tris-puskuroitua suola-glukoosi-EDTA-liuosta (TSG-EDTA)
(pH 7,4).

Rasvaemulsioon, Jjoka oli aikaisemmin siirretty 350 Al
TSG-EDTA:ta ja 50 ul verihiutalesuspensiota sisdltdvaan muo-
viputkeen ja inkuboitu 37 ©C:ssa, lisattiin 50 aul suolaliuok-
seen liuotettua 5 mM isobutyylimetyyliksantiinia, ja 2 minuut-
tia tdmdn jdlkeen reaktiot keskeytettiin 0,5 ml:lla 10 pro-
senttista trikloorietikkahappoa (TCA). Solut rikottiin sulat-
tamalla lyofilisoitu nédyte solunsisdisen syklisen AMP:n
(C-AMP) vapauttamiseksi. TCA poistettiin vedelld kylldstetylla
eetterilld, minkd jdlkeen C-AMP-pitoisuus mdadritettiin radio-
immunologiatekniikan (radioimmunoassay technique) avulla.

Tulokset on esitetty Taulukossa 1. Kuten ndistd tuloksista
selviasti ilmenee, todettiin, ettd rasvaemulsion C-AMP:n tuo-

tantokyky pysyi tyydyttdvdnad pitemmdn ajan.

Taulukko 1. Rasvaemulsion kyky tuottaa ja ylldpitdd syklista

AMP:ta
Esimerkit Yhdisteet Aika C-AMP tuotanto Suhteellinen
(min) (pikomooli) arvo (%)
Esim. 5 Rasvaemulsio (I) 0 80 100
" 6 Rasvaemulsio (I) 30 100 125
" 7 Rasvaemulsio (I) 60 100 125
Vertailu
1 Yhdiste (1) 0 320 100
" 2 Yhdiste (I) 30 200 63

" 3 Yhdiste (I) 60 100 31
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Esim. 8 Rasvaemulsio (II) 10 130 100
" 9 Rasvaemulsio (II) 30 190 146
" 10 Rasvaemulsio (II) 60 100 76
Vertailu
4 Yhdiste (I1) 10 430 100
" 5 Yhdiste (II) 30 320 74
" 6 Yhdiste (11) 60 120 27
Esim. 11 Rasvaemulsio (III) 30 55 100
" 12 Rasvaemulsio (III) 60 30 55
" 13 Rasvaemulsio (III) 120 30 55
Vertailu
7 Yhdiste (I11) 30 100 100
" 8 Yhdiste (III) 60 90 90
" 9 Yhdiste (I11I) 120 40 40
Esim. 14 Rasvaemulsio (IV) 30 40 100
" 15 Rasvaemulsio (IV) 30 45 111
" 16 Rasvaemulsio (IV) 120 28 70
Esimerkki 17

Verihiutaleiden kasautumista estavdn vaikutuksen arviointi

50 ul Esimerkeissad 1 ja 2 saatuja rasvaemulsioita siirrettiin
kutakin 950

seerumin albumiinia

Ml:aan suolaliuosta tai
(BSA)

minuuttia. Tamdn jalkeen PRP:n ADP verihiutaleiden kasautumis-

2 prosenttista hédrén
ja inkuboitiin 37 ©9C:ssa 1, 3 ja 10

ta estava vaikutus mddritettiin kdyttden suodatetta, joka oli
ldpdissyt 0,025 jum suodattimen. Tietty mddra ennen suodatta-
mista laimennettua liuosta lisadttiin PRP:hen ja inkuboitiin 37
OC:ssa minuutin ajan. Taman jdlkeen aiheutettiin ADP-kasautu-
minen annosta vastaavan kayran tuottamiseksi. Tastd kdyrasta
laskettiin verihiutaleiden kasautumista estdva vaikutus. Tu-

lokset on esitetty Taulukossa 2.
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Taulukko 2. Verihiutaleiden kasautumista estava vaikutus

Olosuhteet Verihiutaleiden kasautumista
estdva vaikutus (%)
Liuottimet Inkubointi- Rasva- Yhdiste Rasva- Yhdiste
aika (min) emulsio (IV) emulsio (1)
(IV) (I)
2 % BSA 1 13,7 65,4 87,5 100,1
23,1 NT 83,5 NT
10 27,1 56,2 90,6 107,7
Suolaliuos 10 - - 14,1 41,1

Kuten Taulukosta 2 ilmenee Kkeksinndn mukaisissa rasvaemul-
sioissa oleva aktiivinen aineosa, prostaglandiini I, vapautuu
vidhitellen ja siten annosmuodot aikaansaavat pitkdaikaisen

annostuksen.

Tuleva teollinen kadyttd

Keksinnon mukaisilla, prostaglandiineja I, sisdltavilla rasva-
emulsioilla on tehokkaat vaikutukset, ne aikaansaavat pitka-
aikaisesti vapautuvan annostuksen, ja ne ovat selektiivisia
vammoja kohti. T&std johtuen ne voivat aikaansaada tehokkaan
hoidon pienind annoksina ja ne ovat erittdin kayttodkelpoisia
erilaisten sydanverisuonitautien, kuten veritukossairauksien
hoidossa.
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmd prostaglandiini 1Ia:a sisdltdvdn, 1&&kinnalli-
sesti tehokkaan rasvaemulsion valmistamiseksi, t unnet -
t u siitsd, ettd emulgoidaan seos, Jjoka kéasittda 5...50 %
(w/v) kasvidljya, 1...50 osaa fosfolipidid 100 osaa kasvidljya
kohti, 1,0 mg/ml ... 0,2 pg/ml vihintdan yhtd seuraavan kaavan
(Ia) mukaista prostaglandiini Ia:a ja loput vetta

...(Ia)
Ry
r (CHZ)n/§\R4
HO %

missi OH
R* on vetyatomi tai alkyyliryhmd;
R22 on vetyatomi;

R® on vetyatomi, metyyliryhm#, etyyliryhmd tai vinyyliryhm&;

R+ on substituoitu tai substituoimaton 1...10 hiiliatomia
sisaltava alkyyliryhma, substituoitu tai substituocimaton
2...10 hiiliatomia sisdltdvd alkenyyliryhmd, substituoitu tai

substituoimaton 2...10 hiiliatomia sisdltdvd alkynyyliryhma,
tai substituoitu tai substituoimaton 3...8 hiiliatomia sisdl-
tadva sykloalkyyliryhmd, ja

non 0 tai 1,

missd mainitut alkyyli-, alkenyyli-, alkynyyli- ja sykloalkyy-
liryhmien substituentit on valittu ryhmé#std, joka koostuu halo-
geenista, alemmasta alkoksista, halogeenialkyylista, substi-
tuoimattomasta fenoksista, halogeenisubstituoidusta fenoksista
ja alemmalla alkoksilla substituoidusta fenoksista.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd prostaglandiinia
I.:a sisiltidvidn rasvaemulsion valmistamiseksi, tunne¢t -
t u siitad, ettd mainittu substituentti on fluori, kloori,
metoksi, etoksi, propoksi, butoksi tai trifluorimetyyli.
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3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd@ prostaglandiinia
Ia:a sisaltavidn rasvaemulsion valmistamiseksi, t unne t -
t u siitd, ettd R4 on substituoitu tai substituoimaton 1...10
hiiliatomia sisdltdvd alkyyliryhm&d, tai substituoitu ja subs-
tituoimaton 3...8 hiiliatomia sis&dltédvd sykloalkyyliryhma.

4, Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd prostaglandiinia
Iz:a sisdltavan rasvaemulsion valmistamiseksi, t unnet -
t u siita, etta R4 on substituoimaton 1...10 hiiliatomia
sisdltava alkyyliryhmd ¢tai substituoimaton 3...8 hiiliatomia
sisdltava sykloalkyyliryhma.

5. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd prostaglandiinia
I2:a sisdltdavan rasvaemulsion valmistamiseksi, tunnet -
t u siita, ettd R* on alkyyliryhma.

6. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd prostaglandiinia
I2.:a sisaltidvan rasvaemulsion valmistamiseksi, t unnet -
t u siita, ettad R?! on alkyyliryhm&, R2* on vetyatomi, R>*® on
vetyatomi, R4 on 1...10 hiiliatomia sisadltdva substituoimaton
alkyyliryhma tai 3...8 hiiliatomia sisaltdva substituoimaton
sykloalkyyliryhma,

7. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd prostaglandiinia
Ia:a sisadltdavdn rasvaemulsion valmistamiseksi, t unnet -
t u siitd, ettd R* on metyyliryhmd, R2: on vetyatomi, R3 on
vetyatomi, R4 on pentyyliryhmd ja n on O.

8. Menetelmd prostaglandiinia I2:a sisdltdvdn, l&aadkinnalli-
sesti tehokkaan rasvaemulsion valmistamiseksi, t unnet -
t u siitd, ettd emulgoidaan seos, joka k&sittdad 5...50% (w/v)
kasvidljya, 1...50 osaa fosfolipidid 100 osaa kasvidljyéd
kohti, 1,0 mg/ml ... 0,2 pg/ml vahintdaan yhta seuraavan kaavan
(Ib) mukaista prostaglandiini Ia:a ja loput vetta
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... (Ib)

missa

R?* on vetyatomi tai alkyyliryhmd;

R22 on fluoriatomi;

R® on vetyatomi, metyyliryhmd, etyyliryhmd tai vinyyliryhmi;

R4 on substituoitu tai substituoimaton 1...10 hiiliatomia
sisaltava alkyyliryhma, substituoitu tai substitucimaton
2...10 hiiliatomia sis&dltava alkenyyliryhm&, substituoitu tai
substituoimaton 2...10 hiiliatomia sisdltdvéd alkynyyliryhmi,
tai substituoitu tai substituoimaton 3...8 hiiliatomia sisdl-
tdavd sykloalkyyliryhmd, ja

n on 0 tai 1,

missa mainitut alkyyli-, alkenyyli-~, alkynyyli- ja sykloalkyy-
liryhmien substituentit on valittu ryhm&std, Jjoka koostuu
halogeenista, alemmasta alkoksista, halogeenialkyylistd, subs-
tituoimattomasta fenoksista, halogeenisubstituoidusta fenok-
sista ja alemmalla alkoksilla substituoidusta fenoksista.

9. Patenttivaatimuksen 8 mukainen menetelmd@ prostaglandiini
I-:a sisiltAvan rasvaemulsion valmistamiseksi, tunnet -
t u siitid, ettda mainittu substituentti on fluori, kloori,
metoksi, etoksi, propoksi, butoksi tai trifluorimetyyli.
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Patentkrav

1. Forfarande f6r framstdllning av en medicinskt effektiv
fettemulsion som innehdller prostaglandin I2, k &@dnne -
t ec knat av att man emulgerar en blandning som innefattar
5...50 % (w/v) véaxtolja, 1...50 delar fosfolipid per 100
delar viaxtolja, 1,0 mg/ml ... 0,2 pg/ml av minst en prosta-
glandin Ia med f6ljande formel (Ia) samt resten vatten

..o (Ia)
Ry
HO i

dar OH

R* &r en vdteatom eller en alkylgrupp;

R21 ar en vateatom;

R? dr en vadteatom, en metylgrupp, etylgrupp eller vinylgrupp;
R4 &r en substituerad eller osubstituerad alkylgrupp med
1...10 kolatomer, en substituerad eller osubstituerad alkenyl-
grupp med 2...10 kolatomer, en substituerad eller osubstitue-
rad alkynylgrupp med 2...10 kolatomer, eller en substituerad
eller osubstituerad cykloalkylgrupp med 3...8 kolatomer,

och n &r 0 eller 1,

dar substituenterna fO6r nadmnda alkyl-, alkenyl-, alkynyl- och
cykloalkylgrupper 4&r valda ur en grupp som bestdr av halogen,
lagre alkoxi, halogenalkyl, osubstituerad fenoxi, halogen-
substituerad fenoxi och med lédgre alkoxi substituerad fenoxi.

2. Forfarande enligt patentkravet 1 f6r framstdllning av en
fettemulsion som innehdller prostaglandin Iz, k & nne -
tecknat av att namnda substituent &r fluor, klor,
metoxi, etoxi, propoxi, butoxi eller trifluormetyl.
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3. FSrfarande enligt patentkravet 1 fér framstdllning av en
fettemulsion som innehdller prostaglandin Iz, k d@dnne -
t ecknat av att R* &r en substituerad eller osubstituerad
alkylgrupp med 1...10 kolatomer eller en substituerad eller
osubstituerad cykloalkylgrupp med 3...8 kolatomer.

4. Foérfarande enligt patentkravet 1 fdr framstallning av en
fettemulsion som innehaller prostaglandin I2, k & nne -
t ec knat av att R+ ir en osubstituerad alkylgrupp med
1...10 kolatomer eller en osubstituerad cykloalkylgrupp med
3...8 kolatomer.

5. Foérfarande enligt patentkravet 1 f6r framstédllning av en
fettemulsion som innehdller prostaglandin Ia, k @&nne -
t ec knat av att R* d&r en alkylgrupp.

6. FOrfarande enligt patentkravet 1 f6r framstdllning av en
fettemulsion som innehaller prostaglandin Iz, k a@nne -
t ec knat av att R* &r en alkylgrupp, R2* &r en vateatom,
R3 &r en vateatom, R4 A&r en osubstituerad alkylgrupp med
1...10 kolatomer eller en osubstituerad cykloalkylgrupp med
3...8 kolatomer.

7. Férfarande enligt patentkravet 1 £6r framstédllning av en
fettemulsion som innehaller prostaglandin Ia, k &@nne -
t ec knat av att R? &r en metylgrupp, R2* &r en vateatom,

R® ir en vidteatom, R4 Ar en pentylgrupp och n &r O.

8. Férfarande fér framstdllning av en medicinalt effektiv
fettemulsion som innehdller prostaglandin Ia, k &dnne -
t ec knat av att man emulgerar en blandning som innefattar
5...50% (w/v) vaxtolja, 1...50 delar fosfolipid per 100 delar
vaxtolja, 1,0 mg/ml ... 0,2 pg/ml av minst en prostaglandin Iz
med fdljande formel (Ib) och resten vatten
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<+ (Ib)

R3
(CHZ)n /%\‘R4
OH

dar

Rl A&r en vateatom eller en alkylgrupp;

R22 ir en fluoratom;

R3 &r en viateatom, en metylgrupp, etylgrupp eller vinylgrupp;
R* &r en substituerad eller osubstituerad alkylgrupp med
1...10 kolatomer, en substituerad eller osubstituerad alkenyl-
grupp med 2...10 kolatomer, en substituerad eller osubstitue-
rad alkynylgrupp med 2...10 kolatomer eller en substituerad
eller osubstituerad cykloalkylgrupp med 3...8 kolatomer,

och n 8r 0 eller 1,

dar de namnda alkyl-, alkenyl-, alkynyl- och cykloalkylgrupper-
nas substituenter &r valda ur gruppen som bestdr av halogen,
lagre alkoxi, halogenalkyl, osubstituerad fenoxi, halogensubs-
tituerad fenoxi och lagre alkoxisubstituerad fenoxi.

9. Férfarande enligt patentkravet 8 fO6r framstdllning av en
fettemulsion som innehaller prostaglandin 1Ia, kdnne -
tecknat av att namnda substituent &r fluor, Kklor,
metoxi, etoxi, propoxi, butoxi eller trifluormetyl.
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