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Heterosyklisesti substituoituneet piperatsinoalkyylibentsok-
satsiini- ja -tiatsiiniyhdisteet, menetelmidt niiden valmistami-

seksi sekd& naitd yhdisteitd sisaltavat ladkkeet

Oheisen keksinndn kohteena ovat uudet, 2-asemassaan heterosyk-
1il1la substituoituneen piperatsinocalkyylijd&nndksen kdsittavat
bentsoksatsiini- ja bentsotiatsin-3-oni-johdannaiset ja vastaa-
vat 3-tioni-johdannaiset ja niiden suolat sekd naditd yhdistei-
ta sis&dltavat farmaseuttiset valmisteet sekd menetelmdt ndiden

yhdisteiden valmistamiseksi.

Eurooppalaisen patenttihakemuksen, jonka Jjulkaisunumero on
dedacld <
0 233 728, perusteella tunnetaan 1, 4-bentsoksatsin-3-oni-joh-

dannaiset, Jjoiden 2-asemassa on fenyylip}ggratsinoalkyylijéén—

nés. N&illd yhdisteilld on selvdd verenpainetta alentavaa ja

verisuonia laajentavaa vaikutusta.

Oﬁéinen keksintd perustuu tehtadvadn kehitt&& wuusia, allergia-

laadkkeiksi sopivia farmaseuttisia vaikuteaineita. Edelleeﬁ;w

keksintd perustuu tehtadvaan valmistaa wuusia bentsoksatsiini-
johdannaisia, joilla on arvokkaita farmakologisia ominaisuuk-

sia.

Oheisen keksinndén puitteissa todettiin, ettd keksinndn mukai-
silla, heterosyklisesti substituoituneilla vhdisteilla on
arvokkaita farmakologisia ominaisuuksia ja tulehdusta ja aller-
giaa torjuvia vaikutuksia, niiden vaikutuébfafgiiih ollessa
edﬁiiinen, toksisuuden ollessa pieni ja siedettdvyyden ollessa
hyva. Vaikutusprofiilinsa ansiosta keksinndén mukaisia aineita
voidaan kayttdad tulehduksia vastaan vaikuttavana vaikuteainee-
na sekd allergialaakkeend tulehdus- 3ja allergiasairauksia

hoidettaessa.

Nain ollen oheisen keksinnon kohteena ovat uudet yhdisteet,

joilla on yleinen kaava I
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missa

X tarkoittaa happea tai rikkisg,

Y tarkoittaa happea tai rikki4,

R* tarkoittaa vetyd tai alempaa alkyylia,

R2 tarkoittaa vetyd, alempaa alkyylid, halogeenia, alempaa
alkoksia, hydroksia, nitroa tai trifluorimetyylid ja

R® tarkoittaa vetyd, alempaa alkyylid, halogeenia tai alempaa
alkoksia, tai

R2 ja R2 ovat sitoutuneet vierekkdisiin hiiliatomeihin ja ne
tarkoittavat yhdess& 1-2 hiiliatomia késittdvdd alkyleeni-
dioksiryhmds,

n tarkoittaa kokonaislukua 0-4 ja

R4 tarkoittaa 6-jasenistd tyydyttymdtdntad heterosyklia, jossa
on 1 tai 2 piperatsiinirenkaaseen %Eé§9953§3}/§§EQEEPEEEE§
typpiatomia, joka heterosykli voi mahdollisesti olla substi-
tuoitunut yhdelld tai kahdella hiiliatomiin sitoutuneella,
alemman alkyylin, alemman alkoksin ja halogeenin joukosta

valitulla substituentilla,
sekd niiden fysiologisesti siedetyt happoadditiosuolat.

Mik&li kaavan I mukaisissa yhdisteissd substituentit R2 ja R2
sekd jadanndksen R* substituentit tarkoittavat tai sisaltavat
alempia alkyyliryhmia, n&m& alemmat alkyyliryhmdt voivat olla
suora- tai haaraketjuisia ja kasittda erityisesti 1-4, edulli-
sesti 1-2 hiiliatomia, niiden ollessa erityisesti metyyli tai
metoksi. Mikali n&mé substituentit ovat halogeeneja, niin
kyseeseen tulevat erityisesti fluori, kloori tai bromi, edul-
lisesti kloori. Rengasrakenteen bentseenirengas voi olla tar-

koituksenmukaisesti substituoitumaton. Mik&ali bentseenirengas



on substituoitunut yhdella substituentilla R2 tai mydskin
kahdella substituentilla R2 ja R3, niin t&dll8in sopivia subs-
tituentteja ovat erityisesti alemmat alkyylisubstituentit,

esimerkiksi metyylisubstituentit.

Substituentti R? tarkoittaa tarkoituksenmukaisesti vetya.
Mikali R tarkoittaa alempaa alkyylid, se voi olla suora- tai
haaraketjuinen Jja se voi sisdltda 1-4, erityisesti 1-2 hiili-

atomia.

Kaavan I mukaisissa yhdisteissd n tarkoittaa lukuja 0-4. Edul-
liseksi on osoittautunut erityisesti 3- tai 4-jaseninen alky-

leeniketju.

Substituentti R<¢ voi tarkoittaa tyydyttymdtdntd, yhden tai
kaksi typpiatomia sisdltavad heterosykliad, esimerkiksi hetero-
aryyliryhméda. Sopivia ja&nndksia R4 ovat esimerkiksi pyridyy-
li-, pyrimidinyyli-, pyratsinyyli- tai pyridatsinyylij&anndk-
set, erityisesti pyridyylijaadnndkset. Mikali R4 tarkoittaa
pyridyyliryhmdd, niin t&8116in tulee edullisesti kyseeseen
pyrid-2-yyliryhmd, Jjoka voi my®s mahdollisesti olla substi-
tuoitunut. Sopivia ovat esimerkiksi alemmalla alkyylilla,
erityisesti metyylilla substituoitunut tai - substituoitumaton
pyridyylijaanndés. Erityisen edulliseksi on osoittautunut 4-me-

tyylipyrid-2-yyli-jéa&nnds.

Keksinndbn mukaisesti naita uusia, kaavan I mukaisia yhdisteita
sekd niiden happoadditiosuoloja saadaan siten, ettd tunnetulla

tavalla

a) yleisen kaavan Ia

Ia




missd X, R, R2, R3, n ja R® ovat edelld esitettyjen maaritel-

mien mukaisia,

mukaisten yvhdisteiden valmistamiseksi yleisen kaavan II

IT

missd X, R*, R® ja n ovat edelld esitettyjen mddritelmien mu-
kaisia ja symbolilla R2’ on sama merkitys kuin symbolilla R=2
kuitenkin siten, ettd hydroksiryhmd on suojattu myOhemmin
irroitettavalla suojaavalla ryhm&lla, Jja L tark01ttaa amlno—

lyyttisesti irtoavaa ja&adnndstd, erityisesti halogeenla,

-

mukaiset yhdisteet saatetaan reagoimaan yieisen kaavan IIT
H—ﬁ::i&—R I1I

missd R4 on edelld esitetyn mddritelmadn mukainen,

mukaisten piperatsiinijohdannaisten kanssa, tai

b) yleisen kaavan IV

missa X, R*, R2/, R3® ja n ovat edelld esitettyjen ma&ritelmien

mukaisia,



mukaiset yvhdisteet saatetaan reagoimaan yleisen kaavan V
R4 -1/ A%

missd R+ on edelld esitetyn maaritelmé&n mukainen ja L’ tar-

koittaa halogeenia,

mukaisten yhdisteiden kanssa, mink& jalkeen mahdollinen hyd-

roksia suojaava ryhm& irroitetaan uudestaan, tai

¢) yvleisen kaavan Ia mukaiset yhdisteet muunnetaan yhdisteik-

i e SO -

si, joilla on yleinen kaava Ib

2 dr? ey

-
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X\Y/(CHZ)H-N -R Ib ATE L

missd X, R2, R2, R3, n ja R® ovat edelld esitettyjen maaritel-

mien mukaisia, ja

tdmédn jdlkeen toivottaessa saadut, yleisen kaavan I mukaiset
vhdisteet, missd@ R* tarkoittaa vetyd, alkyloidaan sellaisiksi
vleisen kaavan I mukaisiksi yhdisteiksinggissa R* tarkoittaa
alempaa alkyylid, ja/tai saaduissa yleisen kaavan I mukaisissa
yhdisteissd, joissa R2 tarkoittaa TEEQE§£§' tdmd metoksiryhma
pilkotaan hyd:g%girzpméksi, ja toivottéessa vapaat, yleisen
kaavan I mukaiSet 7§hdisteet muunnetaan happoadditiosuoloikseen
tai tdllaiset happoadditiosuolat muunnetaan vapaiksi, kaavan I

mukaisiksi yhdisteiksi.

Kaavan II mukaisten yhdisteiden ja kaavan III mukaisten yhdis-
teiden valinen reaktic menetelmamuunnoksen a) mukaisesti voi-
daan toteuttaa sindnsad tavallisilla amiinien alkylointimenetel-

milla.



Reaktio toteutetaan tarkoituksenmukaisesti reaktio-olosuhteis-
sa 1inertissad orgaanisessa liuottimessa, emdksisissid olosuh-

teissa.

Kaavan II mukaisissa yhdisteiss& lasndoleviksi, aminolyytti-
sesti irtoaviksi j&d&anndksiksi L soveltuvat halogeenit kuten
kloori, bromi tai jodi, edullisesti bromi tai kloori, tai
myOskin asyylioksijéanndés O-%Z, missa Z tarkoittaa alempaa
alkanoyylijaanndsta tai orgaanista sulfonihappojdaanndsta,
esimerkiksi alemman alkaanisulfonihapon, esimerkiksi metaani-
sulfonihapon jdadnndsta tai aromaattisten sulfonihappojen kuten
bentseenisulfonihapon jaanndéstéd tai alemmalla alkyylilla tai
halogeenilla substituoituneita bentseenisulfonihappoja, esi-
merkiksi tolueenisulfonihappoja tai bromibentseenisulfonihap-
poja. Inerttind orgaanisena liuottimena voidaan kayttaa eri-
tyisesti aproottisia liuottimia, esimerkiksi aromaattisia
hiilivetyja, kuten tolueenia, ksyleenid tai bentseenid, sykli-
sid eettereitd kuten dioksaania, dimetyyliformamidia tai alem-
pia alkanoleja kuten etanclia tai edelld mainittujen liuotti-
mien seoksia. Tarkoituksenmukaisesti toimitaan korotetuissa
lampbtiloissa, esimerkiksi alueella 50-150 "C olevissa 1&ampd-
tiloissa, edullisesti liuottimen kiehumislémpétilassa. Reaktio
toteutetaan tarkoituksenmukaisesti 1is&&m&lld siihen orgaanis-
ta tal epdorgaanista emastd. Siina voidaan kuitenkin kayttaa
mySs ylimd&rin yhdistetta III, joka voi toimia sisdisend emdk-
send. Esimerkkeinad sopivista orgaanisista emdksistd ovat ter-
tiddriset orgaaniset amiinit, erityisesti tertifdriset alemmat
alkyyliamiinit kuten trietyyliamiini, tripropyyliamiinit,
N-(alempi alkyyli)-morfoliinit tai N-(alempi alkyyli)-piperi-
diinit. Sopivia epdorgaanisia em&ksid ovat erityisesti alkali-
metallikarbonaatit tai -bikarbonaatit. Reaktiocaika voi vaih-
della reaktio-olosuhteista riippuen 2 tunnista 8 tuntiin. Mah-
dollisten hydroksiryhmien R2 suojaaviksi ryhmiksi voidaan
valita sindnsd tunnetut eetterisuojaryhmdt, jotka irroitetaan
uudestaan mydhemmin sindns& tunnetulla tavalla solvolyyttises-
ti tai hydrogenolyyttisesti, Jja Jjoista esimerkkeind voidaan

mainita alemmat alkyyli- tai bentsyyliryhmat.



Kaavan IV mukaisten yhdisteiden ja kaavan V mukaisten yhdis-
teiden vadlinen reaktio menetelm@dmuunnoksen b) mukaisesti voi-
daan toteuttaa sindnsd tavallisilla amiinien alkylointimenetel-
milld. Reaktio voidaan toteuttaa esimerkiksi tavalla, Jjoka on
kuvattu edelld kaavan II mukaisten yhdisteiden ja kaavan III
mukaisten yhdisteiden vdlisen reaktion yhteydessa.

Kaavan Ia mukaisissa yhdisteissd 1l&sndolevan 3-oni-ryhmén
muuntaminen kaavan Ib mukaisissa yhdisteiss& l&sndolevaksi
3-tioni-ryhmdksi menetelmdmuunnoksen <¢) mukaisesti voidaan
toteuttaa menetelmilld, joita kdytetddn tavallisesti okso-yh-
disteissad lasndclevan hapen vaihtamiseksi rikkiin. T&Aten kaa-
van Ib mukaisia yhdisteitd voidaan valmistaa sindnsd tunnetul-
la tavalla, -esimerkiksi siten, ettd kaavan Ia mukaisia yhdis-
teitd késitellddn fosforipentasulfidilla (esim. PaSio0), tai
myoskin julkaisussa Lawesson et al., Bull. Soc. Chim. Belgq. ,
87, 525-534 (1978), kuvatun menetelmdn mukaisesti toteuttamal-
la reaktio kaavan VI mukaisen (Lawessonin reagenssina tunne-
tun) 2, 4-bis(metoksifenyyli)-1,3-ditia-2,4-difosfetaani-2, 4-4i-

sulfidin kanssa

? CH30—© ”/ \ ‘/:>— VI

Deoksosul furointi toteutetaan tarkoituksenmukaisesti reaktio-

U):_'U

oloissa inertissa orgaanisessa liuottimessa, esimerkiksi aro-
maattisessa hiilivedyssd kuten ksyleenissd tai tolueenissa,
korotetuissa lampétiloissa, esimerkiksi alueella 50-150 'C ole-
vissa lampdtiloissa, tarkoituksenmukaisesti reaktioseoksen
kiehumislampdétilassa. P&&attyneen reaktion jalkeen sulfurocidut

yvhdisteet voidaan erottaa fosforijohdannaisista suodattamalla.



Saadut kaavan I mukaiset vyhdisteet, Jjoissa R? tarkoittaa ve-
tyd, voidaan toivottaessa alkyloida jalkeenpdin sindnsd@ tunne-
tulla tavalla vastaaviksi N-alkyyliyhdisteiksi. Alkylointiai-
neena voidaan kdyttaa alkyylihalogenideja, erityisesti jodide-
ja, alkyylisulfaatteja tai alkyylisulfonihappoestereita. Tar-
koituksenmukaisesti yhden amidi- tai tiamidiryhmittym&n sis&l-
tava, kaavan I mukainen yhdiste saatetaan ensin reagoimaan
vahvan em&ksen, esimerkiksi alkalimetyllihydridin, -amidin tai
-alkoholaatin kanssa inertisséa polaarisessa orgaanisessa
liuvottimessa, minkd Jjalkeen sen annetaan reagoida edelleen
alkylointiaineen kanssa. Reaktio voidaan toteuttaa lémpdtilas-
sa, Jjoka vaihtelee 0 ‘C:sta liuottimen kiehumisl&mpdtilaan.
Kédytetystd emdksestd riippuen liuottimena voidaan k&yttaa
dimetyyliformamidia tai syklisid eettereitd kuten tetrahydro-
furaania tai dioksaania, tai mik&li emd@s on metallialkoholaat-
ti, my®&s vastaavia alkoholeja. Téaten reaktio voidaan toteuttaa
esimerkiksi tarkoituksenmukaisesti dimetyyliformamidissa nat-

riumhydridid kaytttaen.

Kaavan I mukaisissa yhdisteissd, missd& R2 tarkoittaa metoksia,
tadmd metoksiryhmd& voidaan pilkkoa hydroksiryhmdksi sinansa
tunnetulla tavalla metoksiaryylieettereiden pilkkomiseen so-
veltuvia menetelmid k&yttden. T&Allainen eetterin pilkkominen
voidaan toteuttaa esimerkiksi kéasittelemadlla jodivedyllé reak-
tio~-olosuhteissa inertissada liuottimessa, esimerkiksi asetan-
hydridissd, tai joditrimetyylisilaanilla tai booritribromidil-
la.

Kaavan I mukaiset vyhdisteet voidaan erottaa reaktioseoksesta
ja puhdistaa sin&nsd tunnetulla tavalla. Happoadditiosuolat
voidaan muuntaa tavalliseen tapaan vapaiksi emdksiksi ja namé
vapaan emidkset voidaan toivottaessa muuntaa tunnetulla tavalla

farmakologisesti siedettédviksi happoadditiosuoloiksi.

Kaavan I mukaisten vyhdisteiden farmakologisesti hyvéksyttavia
happoadditiosuoloja ovat esimerkiksi ndiden yhdisteiden suolat

epdorgaanisten happojen kuten halogeenivetyhappojen, erityi-



sesti kloorivetyhapon, «rikkihapon tai fosforihappojen kanssa
tal orgaanisten happojen, esimerkiksi alempien alifaattisten
mono- tai dikarboksyylihappojen kuten maleiinihapon, fumaari-
hapon, maitohapon, viinihapon, tai etikkahapon kanssa tai
sulfonihappojen, esimerkiksi alempien alkyylisulfonihappojen
kuten metaanisulfonihapon kanssa, tai mahdollisesti bentseeni-
renkaastaan halogeenilla tai alemmalla alkyylilld substituoi-
tuneiden bentseenisulfonihappojen kuten esimerkiksi p-tolueeni-

sulfonihapon tai sykloheksyyliamiinisulfonihapon kanssa.

Kaavan I mukaiset vyhdisteet kasittédvat kiraalisuuskeskuksen
bentsoksatsiini- tai tiatsiinirungon 2-asemassa, Jjoten ne
voivat esiintya& kahtena erilaisena, optisesti aktiivisena

enantiomeerina tai rasemaattina.

Oheinen keksintd kattaa sekd kaavan I mukaisten yhdisteiden

raseemiset seokset ettd niiden puhtaat optiset isomeerit.

Jos synteesissa kaytetdaan kaavojen II tai IV mukaisten yhdis-
teiden rasemaatteja, niin t&alldéin kaavan I mukaiset yhdisteet
saadaan rasemaatteina. Jos lahtSaineina kaytetddn kaavojen II
tai IV mukaisten vhdisteiden optisesti aktiivisia muotoja,
niin talldin voidaan saada kaavan I mukaisia, optisesti aktii-
visia yhdisteitada. Kaavan I mukaisia, optisesti aktiivisia
yhdisteitd voidaan saada raseemisista seoksista sindnsad tunne-
tulla tavalla, esimerkiksi kromatografisella erotuksella ki-
raalisia erotusaineita kayttden tai toteuttamalla reaktio
sopivien, optisesti aktiivisten happojen, esimerkiksi viiniha-
pon tai 10-kamferisulfonihapon kanssa, mitd seuraa erotus
optisesti aktiivisiksi antipodeiksi saatujen suolojen frakti-

oivalla kiteytyksella.

Kaavan II nmukaiset 1l&ahtoyhdisteet voidaan saada kaavan VII

mukaisista 2-aminofenolijohdannaisista
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\
NH
RD ‘1
R
missd& R, R2/, R3 ja X ovat edella esitettyjen maaritelmien

mukaisia.

Niinpd kaavan VII mukaiset yhdisteet voidaan kondensoida si-

nadnsa tunnetulla tavalla kaavan VIII

Br
CH—(CH)n,—L VIII
Br-C=0

missd L on edelld esitetyn mddaritelmadn mukainen ja n’ tarkoit-
taa lukuja 1-4, mukaista B-bromi-asyylibromidia kaytté@en kaa-

van ITa mukaisiksi yhdisteiksi

9/‘

missd R, R2/, R3, X, n’ ja L ovat edelld esitettyjen maadri-
telmien mukaisia. Ta&ma& kondensaatio voidaan toteuttaa reaktio-
olosuhteissa inertissd liuottimessa, esimerkiksi halogenoidus-
sa hiilivedyssada kuten kloroformissa, emdksen, esimerkiksi
alkalimetallivetykarbonaattien tai -karbonaattien l&dsndolles-
sa, ja se toteutetaan tarkoituksenmukaisesti siirtokatalyytin,
esimerkiksi Dbentsyylitrimetyyliammoniumkloridin l&sndollessa.
Kaavan VII mukaiset yhdisteet voidaan my0s saattaa reagoimaan

sindnsd tunnetulla tavalla kaavan IX
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Br-CH-(CH,) ,-L IX
4 l
CE50-C=0

missa n’ ja L ovat edelld esitettyjen mddritelmien mukaisia,
mukaisten B-bromialkaanikarboksyylihapon metyyliestereiden
kanssa, Jjolloin saadaan kaavan IIa mukaisia yhdisteitd. T&ma
reaktio voidaan toteuttaa esimerkiksi dimetyyliformamidissa
epdorgaanisen emadksen kuten alkalimetallikarbonaatin l&sndol-

lessa.

Yleisen kaavan VIIa

T
R'-——ﬁi ] VIIa

missa R, R2' ja R® ovat edellad esitettyjen madAritelmien mu-
kaisia, mukaiset yhdisteet ovat tunnettuja tai ne voidaan
valmistaa sindnsd tunnetulla tavalla yleisen kaavan XIII mu-

kaisista yhdisteista

2 -
p) 2 XIII

R

missd R2’ ja R3® ovat edelld esitettyjen mddritelmien mukaisia.
Kaavan XIII mukaiset yhdisteet voidaan alkyloida sind@nsé& tun-
netulla tavalla alkyylijddnndéksen R? liittdmiseksi, Jjolloin

saadaan yleisen kaavan XIV mukaisia yhdisteita

R2!
.\\// NH XIV
N ,
S
g7
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missd R=/ ja R3 ovat edella esitettyjen mi3dritelmien mukaisia

ja R* tarkoittaa alempaa alkyylia.

Kaavojen XIII ja XIV mukaiset yhdisteet voidaan muuntaa sinan-
s& tunnetulla tavalla kaavan VIIa mukaisiksi yhdisteiksi pilk-
komalla ne lammén avulla vesipitoisessa alkalisessa valiai-
neessa, esimerkiksi keittamdllad alkalimetallihydroksidiliuok-

sessa.

Yleisen kaavan VIIDb
QOH

NH

R |

R1

missa R, R2’ ja R2 ovat edelld esitettyjen m8&Aritelmien mu-
kaisia, mukaiset yhdisteet ovat tunnettuja tai niitd voidaan
valmistaa sin&nsd tunnetuilla menetelmilld tai analogisesti
sindnsd tunnettujen menetelmien kanssa. 2-alkyyliaminofeno-
liyhdisteitda (R* = alempi alkyyli) voidaan saada vastaavista
2-aminofenoliyhdisteista. Tatad tarkoitusta varten ne asyloi-
daan ensin siten, ettd sekd@ fenoliseen hydroksiryhmddn ettad
aminoryhmdaédn 1liitetadn asyylisuojaryhmd. Saaduissa esteriami-
diyhdisteissa amidiryhmittymda alkyloidaan sindnsd tunnetulla
tavalla siten, ettd namd& yhdisteet saatetaan reagoimaan alky-
lointiaineen, esimerkiksi alemman alkyylihalogenidin, -sulfaa-
tin tai -sulfonaatin kanssa vahvan emdksen kuten alkalimetal-
lihydridin tai -hydroksidin lésn&ollessa, mahdollisesti siir-
tokatalyytin, esimerkiksi Dbentsyylitrimetyyliammoniumkloridin
lasnaollessa. Reaktio voidaan toteuttaa esimerkiksi edella
kuvatuissa olosuhteissa, jotka vallitsevat kaavan I mukaisia
yvhdisteita jalkikateen alkyloitaessa. Toteutetun alkyloinnin
jalkeen asyylisuojaryhmdt voidaan lohkaista Jjdlleeen irti
sindnsé& tunnetulla tavalla happamalla tai alkalisella hydrolyy-

silla.



13

Kaavan II, missd n tarkoittaa 1lukua 0, mukaiset yhdisteet

voidaan saada kaavan X mukaisista yhdisteistéa

X
missd R?, R=2', R3 ja X ovat edelld esittettyjen médritelmien
mukaisia. Niinpa kaavan IIb
L'
i [ IIb

missd R, R2’ ja R2? ovat edelld esitettyjen mAdritelmien mu-
kaisia ja L' tarkoittaa halogeenia, mukaisten yhdisteiden val-
mistamiseksi kaavan X mukaisiin yhdisteisiin voidaan l1iittaa
sindnsa tunnetulla tavalla halogeenisubstituentti L', erityi-
sesti kloori, kasittelemdlld nditd vyhdisteitd halogenointiai-
neella, esimerkiksi sulfuryylkloridilla. T&m& klooraus voidaan
toteuttaa reaktio-olosuhteissa inertissd liuottimessa, esimer-

kiksi halogenoidussa hiilivedyssd kuten dikloorimetaanissa.

Kaavan X mukaiset yhdisteet ovat tunnettuja tai niitd voidaan
saada sindnsd tunnetulla tavalla, esimerkiksi siten, etta
kaavan VII mukaiset yhdisteet kondensoidaan klooriasetyyliklo-
ridin kanssa. Tama kondensaatio voidaan toteuttaa kaavan IIa
mukaisten yhdisteiden valmistuksen yhteydessd esitetyissa

reaktio-olosuhteissa.

Kaavan IV mukaisia vyvhdisteitda ei olla tdh&n mennessd kuvattu

kirjallisuudessa, vaan ne ovat uusia, arvokkaita wvalituotteita
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farmakologisesti aktiivisten yhdisteiden, esimerkiksi kaavan I

mukaisten vhdisteiden valmistuksessa.

Kaavan IV mukaisia yhdisteita voidaan saada sindns&d tunnetulla
tavalla esimerkiksi siten, ettd kaavan II mukaiset vyhdisteet
saatetaan reagoimaan piperatsiiniylimddrén kanssa. TAma reak-
tio voidaan toteuttaa amiinien alkylointiin sind@nsad tavalli-
silla menetelmilld, esimerkiksi niissd edelld kuvatuissa olo-
suhteissa, Jjotka wvallitsevat kaavan II mukaisten yhdisteiden

ja kaavan III mukaisten yhdisteiden valisessid reaktiossa.

Kaavan IV mukaisia yhdisteitd voidaan my0s saada yleisen kaa-

van XI

XI

missd R, R2/’, R2, X ja n ovat edelld esitettyjen maadritelmien
mukaisia Jja Q tarkoittaa amiinisuojaryhmada, mukaisista yhdis-
teistad siten, ettad tama amiinisuojaryhmé lohkaistaan irti
sindnsd tunnetulla tavalla. Amiinisuojaryhmind voidaan kayttaa
sindns&d tunnettuja, aminofunktion suojaamiseen kayttdkelpoisia
suojaavia ryhmid, esimerkiksi hydrolyyttisesti irtilohkeavia
asyyliryhmiad tai hydrogenolyyttisesti irtilohkeavia bentsyyli-
ryhmi&d. Sopivia suojaavia ryhmid tunnetaan esimerkiksi teoksen
E. McOmie, "Protective Groups in Organic Chemistry"; Plenum
Press, Lontoo (1971), alkaen sivulta 44, perusteella. Erityi-
sen sopivia ovat formyyliryhmd& sekd@ alemmat karbalkoksisuoja-
ryhmdt. NA&mA ryhmdt voidaan lohkaista irti sin&nsad tunnetulla

tavalla, happaman tai alkalisen hydrolyysin avulla.

Kaavan XI mukaisia yhdisteitd voidaan saada sindnsa tunnetulla
tavalla, esimerkiksi kaavan II mukaisten yhdisteiden ja kaavan

XII
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H-N y-Q XII

missa Q on edelld esitetyn maaritelmdn mukainen, mukaisten
yhdisteiden valiselld reaktiolla. Tamd reaktio voidaan toteut-
taa amiinien alkylointiin tavallisesti k&ytetyilli menetelmil-
1a, esimerkiksi sellaisissa reaktio-olosuhteissa, Jjotka on
kXuvattu edelld kaavan II mukaisten yhdisteiden ja kaavan III

mukaisten yhdisteiden valisen reaktion yhteydessa.

Kaavan III mukaiset yhdisteet ovat tunnettuja tai niita voi-
daan valmistaa sindnsd& tunnetuilla menetelmilld, esimerkiksi
siten, ettd kaavan V mukaiset yhdisteet saatetaan reagoimaan
piperatsiiniylimddrdn tai kaavan XII mukaisen yvyhdisteen

kanssa, minkd jalkeen suojaryhmd Q lohkaistaan uudestaan irti.

Yhdisteiden I ja niiden farmakologisesti hyvaksyttavien happo-
additiosuolojen tunnusomaisena piirteend ovat mielenkiintoiset
farmakologiset ominaisuudet, Jja niilld on tulehduksia ja al-
lergiaa torjuvia vaikutuksia. Erityisesti n#&illa yhdisteilla

on edullinen vaikutusprofiili astmaoireiden hoidon kannalta,

niiden toksisuuden ollessa pieni ja

hyva.

Astma on krooninen, tulehduksellinen keuhkosairaus, jonka tun-
nusomaisena piirteend on hengitysteiden ajoittainen, palautuva
estyminen. Yleisesti oletetaan, ettda astmaoireiden ja -koh-
tausten puhkeaminen johtuu sydttdsoluina tunnetusta, perus- ja
valikudoksessa esiintyvastd solutyypistd. Nama syottdsolut
sisdltavat edeltidkdsin muodostuneita tulehdusta valittaviad ja
kouristusta aiheuttavia aineita, erityisesti histamiinia. Ne
kykenevat lisdksi syntetoimaan uudestaan lukuisia, membraani-
lipideistd perdisin olevia valittajiad. Syodttdsolut toimivat

myds vyvhdessd@ monien erilaisten oheissolujen kanssa, Jjotka
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kaikki kykenevat syntetoimaan tulehduksen sekid esitulehduksen

valittajia.

Allergiaa aiheuttavien olosuhteiden puuttuessa nidmi sydttdso-
lut ovat la&hes toimettomina odotusasemassa. Allergisten reak-
tioiden avaintekijad on kiertdvien IgE-vasta-aineiden 1l&sndolo
suurina pitoisuuksina. Kun nama vasta-aineet sitoutuvat wvas-
taavaan antigeeniin, ne aktivoivat sekd edeltdkasin syntynei-
den vAalitt&jédaineiden degranulaation ja vapautumisen etta

mydskin muiden valittdjdaineiden uuden synteesin.

Koska astma on tulehduksellinen, tukkeutumista aiheuttava keuh-
kosairaus, niin sen hoito perustuu olennaisesti kahteen seik-
kaan, nimittdin oireiden lievittadmiseen antamalla potilaalle
keuhkoputkia laajentavia aineita kuten B-sympatikomimeettisia
aineita, ksantiinijohdannaisia seka antikolinergisia aineita;
antamalla tulehduksia torjuvia vaikuteaineita kuten dinatrium-
kromoglisinaattia ja steroideja; sekd kayttamdlla spesifisia
valittajaaineita, esim. histamiinia vastaan kohdistettua hoi-
toa. Oireiden lievittdmiseen tahtdadvd hoito soveltuu noin 50
%:lle astmapotilaista, mutta tamd hoito ei 1lievitd kuitenkaan
lainkaan taudin syit&, eli tulehdusta. Tulehduksia torjuvat
vaikuteaineet voivat heikentdd tulehdusta, mutta niilla on
kuitenkin usein epdtoivottuja sivuvaikutuksia ja nita annetaan
usein samanaikaisesti keuhkoputkia laajentavien aineiden kans-
sa. Tiettya valitt&djadainetta vastaan kohdistetut hoidot ovat
vksind&dn t8ysin riittdm&ttomia, koska astmaan liittyy wuseita

valittajadaineita.

Keksinnén mukaisten aineiden tunnusomaisena piirteend on se,
ettd niilld on tulehdusta torjuvaa vaikutusta, ja ettd niilla
on spesifistd, jotakin tai joitakin kolmea valittajatyyppia,
eli histamiinia, leukotrieenejd sekd verihiutaleiden kasautu-
mistekijda, jotka eivat osallistu ainoastaan keuhkoputkien
akuuttiin kouristeluun vaan mydskin kroonisen tulehduksen s&i-

lymiseen, vastaan kohdistuvaa vaikutusta, tai jotka vaikutta-
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vat myS6s valittadjéspesifisten reseptoreiden valitykselld ky-

seessd olevia kohdesoluja vastaan.
Yhdisteiden tulehdusta sekd@ allergiaa torjuvat ominaisuudet
voidaan osoittaa farmakologisilla standardikokeilla sekd in

vitro ettad in vivo.

Koemenetelmien kuvaus

1.Thon passiivisen anafylaksian (P.C.A.) sekd histamiinilla
indusoitujen, anafylaksian kaltaisten ihoreaktioiden estymisen

middritys

P.C.A (passive cutaneous anaphylaxis) toteutetaan menetelmil-
13, jotka on kuvattu julkaisuissa Goose et al., J.N. Immunolo-
gy 16 (1969), 749, sekd Martin et al., Arch. Pharmacol. 316
(1981), 186.

Kokeessa kaytettya IgE-rikasta ovalbumiini-antiseerumia tuote-
taan immunoiduissa Brown-Norway-rotissa. Tata tarkoitusta
varten rotat immunoidaan injektoimalla vatsaontelon sisdisesti
(1.p.) seosta, joka sisaltaa 100 pg ovalbumiinia sekd Bordatel-
la-pertussis-suspensiota [Vaxicog®, valmistaja: Institut Me-
rieux, joka sisdltaa 5x10° organismia sekd 1,25 mg yhdistetta
Al (OH)s]. 20 vuorokauden kuluttua eldimille annetaan immunoin-
nin uusimiseksi toisena i.p.-injektiona liuosta, joka sis&dltaa
10 ung ovalbumiinia 0,5 ml:ssa fysiologista keittosuolaliuosta.
Edelleen neljan vuorokauden kuluttua eldinten veri otetaan
talteen ja se sentrifugoidaan. Taten saatua antiseerumia s&i-

lytetadn kayttddn saakka -20 "C:n lampdtilassa.

Thon passiivisen anafylaksian sek&@ histamiinilla indusoitujen,
anafylaksian kaltaisten ihoreaktioiden estymisen maaritys

toteutetaan seuraavasti:

Eldinten passiiviseksi herkistdmiseksi ovalbumiinille Sprague-

Dawley-rottien, joiden elopaino on 150-180 g, kylkeen injek-
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toidaan ihonsisdisesti 50 pl IgE-rikkaan ovalbumiini-antiseeru-
min 1: 75-laimennosta, joka on tehty fysiologiseen natriumklori-

diliuokseen.

Kun tastad herkistédmisesta on kulunut 24 tuntia, rotille annet-
tiin Martin:in et al. menetelmdn mukaisesti laskimonsisaisesti
liuosta, joka sisdlsi 8,25 mg/kg ovalbumiinia sekd 26,4 mg/kg
sinistad variainetta (Evan’s Blue), ihon passiivisen anafylaksi-
an laukaisemiseksi. Tamd ovalbumiinidrsytys saa aikaan anafy-
laktisen reaktion siihen kohtaan, johon antiseerumia oli in-

jektoitu.

Histamiinilla indusoidun, anafylaksian kaltaisen ihoreaktion
maarittamiseksi eldimiin, antiseerumi-injektion suhteen vastak-
kaiseen kylkeen injektoidaan ihonsis&disesti 50 pl fysiologista-
natriumkloridiliuosta, joka sisaltda 0,8 mg/ml histamiinia, v&-
littOmasti ennen ovalbumiinia ja sinistd variainetta sisalta-

van liuoksen laskimonsisdista injektiota.

Tutkimuspédivadnd testattavat aineet liuotetaan tislattuun ve-
teen, joka sisdltaa 1 til.-% dimetyyliformamidia ja 1 til.-%
tuotetta Tween® 20 [polyoksietyleeni(20)sorbitaanimonolauraat-
ti]. Yhtd tuntia ennen &drsytyksen laukaisevaa ovalbumiini-in-
jektiota kullekin eldimelle annetaan suun kautta 2x10-° mol/kg
testattavaa ainetta kulloinkin 0,5 ml:ssa liuosta. Vertailu-

ryhmd saa vertailun mahdollistamiseksi pelkk&& liuotinta.

Arsytystd laukaisevalla laskimonsisdiselld ovalbumiini-injek-
tiolla aiheutetut, turvotusta kasittavat anafylaktiset
(P.C.A. ) sekd anafylaksian kaltaiset (histamiinilla indusoi-
dut) reaktiot, Jjotka todetaan turvotuksena, paksuuntumisena
seka tulehduksesta johtuvana sinisen vdrin tihkumisena, arvos-
tellaan 30 minuutin kuluttua laskimonsisdiselld ovalbumiini-in-
jektiolla toteutetun &rsytyksen Jjalkeen. Arvostelu tapahtuu
arvioimalla n&kOhavainnon perusteella sinisen vArin tihkuminen
turvonneissa kohdissa. Anafylaktisten ja anafylaksian kaltais-

ten reaktioiden prosentuaalinen estyminen testattavien ainei-
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den vaikutuksesta maadritetddn vertailuasteikkojen avulla ver-
taamalla testattavilla aineilla k&sittelemattOmissia vertailu-

eldimissa esiintyviin reaktioihin.

Taulukossa A on esitetty tulokset, jotka on saatu edelld kuva-
tuilla koemenetelmilld kaavan I mukaisia yhdisteitd kayttéen.
Kaavan I mukaisiin vyhdisteisiin liitetyt esimerkkinumerot

viittaavat jadljemp@nad seuraaviin valmistusesimerkkeihin.

Taulukko A
Rotissa esiintyviin anafylaktisiin ja anafylaksian kaltaisiin

ihoreaktioihin kohdistuva estovaikutus

Test. Prosent. estyminen p. o. —annoksella 2x10-3 mol /kg
aine, IThon passiivinen Histamiinilla indusoitu
esim. no. anafylaksia (P.C.A) anafyl. kaltainen reaktio
22 69 45
7 70 40
9 60 30
1 88 55
8 73 60
12 80 50
13 55 30
15 60 30
16 50 45
17 70 35
11 55 20
10 70 35
3 80 55
18 80 53
19 80 60
21 78 55
24 80 60
25 50 15
27 60 35

28 65 40
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2. Pienimmidn toksisen annoksen maaritys

Uroshiirille, joiden elopaino oli 20-25 g, annetaan suun kaut-
ta testattavia yhdisteitd enimmd&isannoksena 300 mg/kg. El&imia
seurataan tarkoin 3 tunnin ajan toksisuusoireiden havaitsemi-
seksi. Lis&ksi 24 tunnin ajan yhdisteiden antamisen Jj&alkeen
kaikki oireet ja kuolemantapaukset merkitddn muistiin. Samoin
seurannaisoireet havainnoidaan ja ne merkit&@an muistiin. Mika-
li hiiri kuolee tai siind havaitaan voimakkaita myrkytysoirei-
ta, niin t&l1106in toisille hiirille annetaan testattavia yhdis-
teitd pienenevind annoksina. Pienin annos, Joka vield johtaa
kuolemaan tai aiheuttaa voimakkaita myrkytysoireita, esitetdan

seuraavassa taulukossa B pienimpdnd toksisena annoksena.

Taulukko B
Testattava aine, Pienin toksinen annos,
esim. no mg/hiiri-kg, p.o.
1 300
22 300
8 100
9 300
2 >300
11 >300
12 300
13 100
16 300

3. Histamiini-(H:)-reseptori-antagonismiin perustuvan antihista-

miini-(Hz:)-vaikutuksen tutkiminen in vitro

Kyseess& olevien aineiden histamiini-(H:.)-reseptori-antagonis-
min tutkimiseksi niilld oleva, sileiden lihasten histamiinilla

indusoituun supistumiseen kohdistuva estovaikutus maaritetadan
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in vitro eristetyn sisdelimen avulla. Tahdn tarkoitukseen
voidaan kayttaa sykkyrasuolesta saatuja eristettyjd kudosleik-
keita. Nama fysiologisessa suolaliuoksessa olevat kudosleik-
keet reagoivat histamiinin lis&@ykseen supistumalla. Keksinndn
mukaisten yhdisteiden lis&aminen heikentdd t&t4 histamiinili-
sayksella aikaansaatua, sykkyrasuolileikkeissd& olevien silei-
den lihasten supistumista. Supistumisen heikentymisen voimak-
kuus on osoitus yhdisteiden antihistamiini-(Hi)-vaikutuksesta.
Tdmd tutkimus toteutetaan analogisesti alunperin Jjulkaisussa
Magnus, Pfligers Arch. 102, 123 (1904) kuvatun menetelm&n kans-

sa.

Marsun sykkyrasuolesta saadun eristetyn siledn lihaksen supis-
tumiseen, joka oli indusoitu 5x10-%-molaarisella histamiinipi-
toisuudella, kohdistuvan estovaikutuksen mAdritykseen kaytetty

koejarjestely

Tadss& kokeessa kaytetddn Dunkin Hartley-marsujen, joiden elo-
paino on 300-500 g, sykkyrasuolesta saatuja, 1,5 cm:n pituisia

patkia.

Kukin leike laitetaan 10 ml:sta fysiologista suolaliuosta
Krebs-Henseleit:in mukaisesti valmistetuun kudoshauteeseen ja
kiinnitettiin sykkyrédsuolileikkeen pituusmuutoksen isotonisis-
sa mittauksissa tavallisesti kéytettdvaddn laitteeseen (auto-
maattinen Celaster-mittalaite) siten, ettd kudokseen kohdistuu
1 g:n j&nnitys. Hauteen pH pidetd&n arvossa 7,4 ja sita kaasu-
tetaan seoksella, jonka koostumus on 5 % CO=z= ja 95 % O=. Tasa-
painotusvaiheen Jjdlkeen kudokseen aiheutetaan isotoninen su-
pistuminen lis&&m&11& histamiinia siten, ettd sen loppupitoi-
suudeksi saadaan 5x10-% mol/l, joka histamiini huuhdotaan
sitten pois 30 sekunnin pituisen kosketusajan jédlkeen. Jaljem-
pdnd kuvatussa kokeessa kaytetadan wvain sellaista kudosta,
jolla saadaan kolme toistettavaa supistumista 10 minuutin
valein. Sitten testattavia aineita lis&t&an siten, ettd loppu-
pitoisuudeksi saadaan 10-¢ mol/l, ja 30 sekunnin pituisen

kosketusajan jAlkeen lisaté@édn taas histamiinia siten, ettd sen
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pitoisuudeksi saadaan 5-10-¢ mol/l. Aiheutettuja supistuksia
mitataan 30 sekunnin ajan. Tamadn Jjalkeen kudos huuhdotaan
useaan kertaan 10 minuutin pituisen ajanjakson aikana. Sitten
alheutetaan vield kerran supistusdrsyke histamiinia l1is&amil-
14. Aiheutettuja supistuksia mitataan 3j&dlleen 30 sekunnin
ajan. Pelkan histamiinilisdyksen aiheuttamien supistusten
voimakkuuden sekd@ testattavien aineiden l&asndollessa todettu-
jen supistusten voimakkuuden vdlinen ero md&Aritettiin ja siité

laskettiin prosentuaalinen estovaikutus.

Seuraavassa taulukossa C on esitetty tulokset, jotka on saatu
edellda kuvatuilla menetelmilld testattavia aineita kayttaen.
Taulukossa on esitetty estovaikutukset, jotka kohdistuvat 30
sekuntia testattavan aineen antamisen Jjadlkeen histamiinilla
indusoituihin supistuksiin seka 10 minuuttia myShemmin hista-

miinilisayksella indusoituihin supistuksiin.
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Taulukko C
In vitro-(Hi)-reseptoriantagonismi

Histamiinilla indusoituun sykkyr&suolen
supistumiseen kohdistuva prosentuaalinen

estovaikutus, histamiinipitoisuuden ollessa

Testat- 5x10-% mol/l1 ja testattavan aineen pitoisuuden
tava aine, ollessa 10~ mol/l
esim. no 30 sek. kuluttua 10 sek. kuluttua
7 85 74
8 42 5
13 42 15
16 30 27
11 32 35
2 51 60
10 42 36
3 66 28
18 78 83
19 60 42
21 50 89
23 70 83
24 70 86
25 50 32
27 16 72
28 38 45

4, Anti-P.A.F-vaikutuksen in vitro-maaritys

P.A.F. (Platelet Activating Factor = verihiutaleiden kasautu-
mistekijd) on fosfolipidinen v&littajaaine, joka vaikuttaa
monella tavalla. Verihiutaleiden kasautumisen aktivoituminen
johtaa keuhkoputkien pitk&aikaisiin kuroutumiin Jja hengitys-

teiden ylireaktiivisuuteen.
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Tadman kokeen avulla tutkitaan 3julkaisussa Mikashima et al.,
Jap. J. Pharmacol. 44 (1987), 387-391, kuvatun menetelmén
mukaisesti testattavien aineiden vaikutusta P.A.F.-lisdyksellid
induscituun verihiutaleiden kasautumiseen kaniinin verestd

saadussa verihiutalesuspensiossa.

Kokeessa kaytetdan kaniinin verestd saatujen verihiutaleiden
suspensiota, joka sisdltadd 4x10° verihiutaletta/ml muunnetussa
Tyrode-puskuriliuoksessa, Jjonka pH on asetettu arvoon 7,4
(Tyrode-liuos = vesiliuos, Jjonka koostumus litrassa on 136,9
mMol NaCl, 2,68 mMol KCl, 2,31 mMol CaCl2, 1,0 mMol MgCl:,
11,9 mMol NaHCOs, 1,45 mMol NaHz2PO4 seka 5,55 mMol glukoosia.
Muunnettu Tyrode-liuos = Tyrode-liuos, Jjohon on lisatty 1,3
mM/1l CaCl= ja 2,5 g/l gelatiinia). Verihiutaleet ovat perdisin
kolmesta kaniinista (uusiseelantilainen hybridi, elopaino
3-4 kg) saadusta, kulloinkin 10 ml:n verindytteesta. Tata
tarkoitusta varten verindytteet kédsitell&ddn etyleenidiamiini-
tetraetikkahapolla ja pestddan menetelmdlld, Jjoka on kuvattu
julkaisussa Artley et al., Brit. J. Hamatol. 19 (1970), 7-17.

Sitten naytteistd erotetaan sentrifugoimalla (20 min. nopeu-

della 400xg) ensin runsaasti verihiutaleita sis&ltavad plasma.
Verihiutaleet erotetaan plasmasta sentrifugoimalla uudestaan
15 minuutin ajan nopeudella 1400xg. Sentrifugoinnin jalkeen
laskeumana saadut verihiutaleet suspendoidaan uudestaan Tyro-
de-puskuriliuckseen (joka ei sisdlla kuitenkaan kalsiumia).
Tdhdn suspensioon lis&atddn 0,4 mMol lysiiniasetyylisalisylaat-
tia, ja verihiutaleet laskeutetaan uudestaan 15 minuutin kulut-
tua. Saatu laskeuma suspendoidaan uudestaan edelld mainittuun
muunnettuun Tyrode-puskuriliuokseen, Jja verihiutaleiden luku-

maarad saadussa suspensiossa asetetaan toivottuun pitoisuuteen.

Reagenssina kadytetdan 40xl10°-molaarista P.A.F.-liuosta. Tama
liuvos valmistetaan kloroformiin tehdysta 1,8xl10-3-molaarisesta
varastoliuoksesta. Tatad tarkoitusta varten varastoliuoksesta
otettu 10 pl:n ndyte haihdutetaan kuiviin ja liuotetaan sitten
uudestaan 180 pl: aan muunnettua Tyrode-liuosta, Jjohon on 1i-

satty 0,25 % lipidittdmdksi tehtyad naudan seerumin albumiinia.
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Téstd valmistetaan sitten 10-3-molaarista kayttdliuosta, jota
sdilytetd@adn pakastettuna. Kokeita varten tastd liuoksesta

otetut naytteet laimennetaan sopivalla tavalla.

Kokeen toteuttamiseksi pienellad magneettisekoittimella varus-
tetussa kasaumaputkessa olevaan 330 ul:aan muunnettua Tyrode-
puskuriliuosta lisataédn samalla sekoittaen (1000 kierr/min.)
50 ul verihiutalesuspensiota seka 10 pl tutkittavan yhdisteen
40x10~-5-molaarista liuosta. Talla tavalla testattavan aineen
loppupitoisuudeksi saadaan 10-® mol/l. Seosta inkuboidaan
ensin 90 sekuntia, minkd jédlkeen siihen lis&t&&n 10 pl P.A.F. -
valmistetta. Kasaumaputkissa tapahtuvaa kasautumista mitataan
4-5 minuutin ajan tietokoneeseen yhdistetylld kasaumamitta-

laitteella.

Pelkkaa verihiutalesuspensiota sisdltdvissd koeputkissa esiin-
tyva kasautuminen asetetaan 0 %:ksi, kun taas verihiutalesus-
pensiota sekd P.A. F-valmistetta sisdltldvisgd koeputkissa esiin-
tyvad kasautuminen asetetaan 100 %: ksi. Kasautuminen, Jjota
esiintyy viela sen Jjalkeen, kun verihiutaleiden kasautumisen
P.A.F. -indusoitua voimistumista on estetty testattavan aineen
lisayksella, mitataan, ja tastad tuloksesta lasketaan havaittu

kasautumisen estyminen prosentteina.

Seuraavassa taulukossa D on esitetty tulokset, jotka on saatu
edella kuvatulla menetelmdlla kaavan I mukaisia yhdisteita

kayttaen.
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Taulukko D
Anti-P. A. F-vaikutus in vitro

Testat- Kaniinin verestad saatujen verihiutaleiden
tava P. A. F-indusoidun kasautumisen prosentuaalinen
aine, estyminen testattavan aineen pitoisuuden
esim. no. ollessa 10-5 mol/l

22 42

9 51

8 48

11 96

2 60

18 76

21 37

10 74

27 35

28 45

5. Syklo-oksygenaasi-inhibition ja 5-lipoksygenaasi-inhibition

madritys in vitro

Solukalvojen sisadltadmd arakidonihappo metaboloituu solun akti-
voitumisen jdlkeen kahdella tavalla. 5-lipoksygenaasi-entsyy-
min (= 5-LO) vaikutuksesta syntyy leukotrieeneja, muunmuassa
Ca-leukotrieenejd, ja syklo-oksygenaasi-entsyymin (= CO) wvaiku-
tuksesta syntyy prostanocideja. In vitro-jadrjestelmissa nama

metaboliitit erittyvat solusta.

Syklo-oksygenaasia inhiboivien Jja 5-lipoksygenaasia inhiboi-
vien ominaisuuksien selvittamiseksi testattavien aineiden
estovaikutus arakidonihapon johdannaisten eli Ca-leukotrieenin
(= LTCa.) sekd 6-keto-prostaglandiinin Fi« (= 6-keto-PGFi«)
biosynteesiin mAdritetdan hiiren vatsaontelosta saatujen makro-

faagisolujen avulla in vitro. Tatad tarkoitusta varten LTC.- Ja
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6-keto-PGFix-pitoisuus hiiren vatsaontelosta saatujen makro-
faagisolujen viljelyalustassa maaritetddn tsymosaanistimuloin-
nin jadlkeen julkaisuissa Scott et al., J. Exp. Med. 152
(1980), 324-335, sekd Fradin et al., Prostaglandins, 33
(1987), 579-589, kuvatulla menetelmidlla.

8-10 viikon ikaisten uroshiirten vatsaontelosoluja sisdltava
solususpensio otetaan talteen sindnsad tunnetulla tavalla.
Solujen viljelyalustana kaytetddn kaupallisesti tuotenimelld
RPMI 1640 saatavaa liuosta (valmistaja Gibco), johon on lis&t-
ty hepariinia (10 kansainvalista yksikk6&d/ml) sek&@ antibiocot-

teja Jjulkaisussa Bonney et al., Biochem. J. 176 (1978), 422-

433, esitetyn ohjeen mukaisesti. Solususpension solupitoisuus
asetetaan arvoon 10% solua/ml, ja suspensio Jjaetaan tasan 24
tiitterilevyn kuoppiin, Jjoiden tilavuus on ! ml. Levyja pide-
tdadn kaksi tuntia kosteana pidetetyssa lampbkaapissa, johon
johdetaan samalla COz-rikastettua (COz-pitoisuus 7 %) ilmaa.
Tamédn jaAlkeen ne solut, jotka eivat ole tarttuneet tiitteri-
kuoppien seindmiin, poistetaan pesemdllda. Jaljelle jdaneits,
seindamiin kiinnityneita makrofaagisoluja inkuboidaan noin 12
tunnin ajan suspensiovaliaineessa, Jjohon on 1lisatty 0,1 %
nauvdan seerumin albumiinia (BSA = Dbovine serum albumin). Sit-
ten tdm& suspensiovaliaine korvataan Hanks:in suolaliuoksella
(= Hanks'’ Balanced Salt Solution = HBSS), joka sisdltaa 10 mM
Hepes (= hydroksietyylipiperatsinoetaanisulfonihappoa), Jja
johon on lis&dtty testattavien aineiden 0,1 %:sta liuosta, Jjoka
on tehty dimetyyliformamidin 1 %:een vesiliuokseen, tai pelk-
k&3 liuvotinta. 15 minuutin kuluttua arakidonihapon metabolia
stimuloidaan lis&damalla 10 hiukkasta tsymosaania (= oluthiivan

eli Saccharomyces cerevisiae soluseinistid eristetty glykopro-

teiiniseos, valmistaja Sigma Chemical Co., Minchen) kuhunkin
kuoppaan. Kahden tunnin kuluttua kunkin kuopan pinnalla kellu-
vasta nesteestd otetuista naytteistd mddritetddn 6-keto-PGFia-
sekd LTCa-pitoisuus entsymaattisella immuunimddrityksellad (=
EIA). Tamd EIA-mdaritys toteutetaan menetelmdllada, joka on
kuvattu julkaisussa Pradelles et al., Analytical Chem. 57
(1985), 1170-1173. Seka LTC.- ettad 6-keto-PGF.«-mddritys toteu-
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tetaan vertailuasteikkoon vertaamalla ja kdyttdmalla nayttei-
den sopivia laimennoksia (LTCa-ma@arityksessd 1:50-1:250 3ja
6-keto-PGFix-madrityksessa 1:250-1:1250). 10-5-molaarisena pi-
toisuutena olevan yhdisteen estovaikutuksen middrittamiseksi
maddritetddn viite-eikosanoidien maara, Jjosta lasketaan esto-
vaikutus prosentuaalisena inhibitiona tsymosaani-vertailumit-
tauksiin n#dhden. TAstd kokeesta saadut tulokset on koottu

seuraavaan taulukkoon E.

Taulukko E
10-5-molaarisen pitoisuuden in vitro-estovaikutus (%) hiiren
vatsaontelosta saaduissa, tsymosaanilla stimuloiduissa makro-

faagisoluissa 6-keto-PGFia:n ja LTCa:n vapautumiseen

Testattava aine,

esim. no. 6-keto-PGFi1a LTCa
7 17 46
9 32 65
1 27 48
5 36 72
15 46 9
11 0 42

Edelld Xkuvattujen vaikutustensa ansiosta kaavan I mukaisia
yhdisteit& voidaan k&dyttdd tulehdusta ja allergiaa torjuvina
ladkkeind suurissa nisdkkdissd, erityisesti ihmisessa tuleh-
dus- Jja allergiasairauksien hoitamiseksi. Keksinndén mukaiset,
suun kautta annettuina vaikutuskykyiset vyhdisteet wvoivat vai-
kuttaa monella eri tavalla, koska niiden wvaikutus kohdistuu
useita pdaaasiallisia, tulehduksiin ja astmaoireisiin osallis-
tuvia vdlittédjdaineita wvastaan. Taman vaikutusprofiilin ansi-
osta voidaan olettaa, ettd sekd allergiasta johtuvia etta
allergiasta johtumattomia astmaoireita hoidettaessa keksinndn

mukaiset yhdisteet eivdt pelkdastadaan lievita tallaisiin astma-
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sairauksiin liittyvi& oireita vaan myS6skin niihin liittyvid tu-
lehduksia.

Kaytetyt annoskoot voivat vaihdella yksiléllisesti, 3ja ne
riippuvat luonnollisestikin kdsiteltdvasta tilasta, kdytetysta
aineesta sekid antotaavsta. Esimerkiksi ©ruuansulatuskanavan
ulkopuolisesti annettavat valmisteet sisaltavat yleisesti
vahemmdn vaikuteainetta kuin suun kautta annettavat preparaa-
tit. Yleisesti, suuremmille nisakkaille, erityisesti ihmiselle
voidaan antaa sellaisia laakevalmisteita, joiden yksikk®dannos

sisdltdaa vaikuteainetta 10-250 mg.

Parantavina aineina kaytettdessa naita kaavan I mukaisia yh-
disteitd on wvoitu sisdallyttdd yhdessa tavallisten farmaseut-
tisten apuaineiden kanssa esimerkiksi sellaisiin galeenisiin
valmisteisiin Xkuten tabletteihin, Xkapseleihin, perdpuikkoihin
tal liuoksiin. NAit& galeenisia wvalmisteita voidaan valmistaa
sindnsd tunnetuilla menetelmilld, kdyttden tavallisia kiintei-
tda kantaja-aineita kuten maitosokeria, tarkkelystd tai talkkia
tai juoksevia paraffiineja, sek& kayttden tavallisia farma-
seuttisia apuaineita kuten esimerkiksi tabletteja hajottavaa

ainetta, liukenemista edistavid aineita tai s&ildnt&aineita.

Seuraavat esimerkit havainnollistavat keksintdd liahemmin, sitd

kuitenkaan mill&an tavalla rajoittamatta.

Esimerkki 1
2-{4~{4-(4-metyylipyridin-2-yyli)-piperatsin-1l-yyli]-butyy-
1i}-2H-1, 4-bentsotiatsin-3(4H)-oni

A. 45,3 graan (= 0,23 mol) 6-bromikapronihappeca lisattiin sa-
malla sekoittaen 63,6 g (= 0,235 mol) fosforitribromidia,
minkd Jjalkeen t&h&n seokseen lisattiin 75,1 g (= 0,47 mol)
bromia siten, ettda puolet siitd 1lisdttiin pisaroittain ja
loput nopeammin. Sitten seos kuumennettiin alueella 85-90 °C
olevaan lampdtilaan, Jjossa sita pidettiin 1,5 tuntia. Sitten

tadssd lampotilassa lisdttiin vield 18,4 g (= 0,115 mol) bromia
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ja reaktioseosta pidettiin vield 18 tuntia alueella 85-90 °C
olevassa lampdtilassa. Jatkokasittelyd wvarten reaktioseos
jédadhdytettiin sitten 20 °"C:n 1l&mpdtilaan ja se kaadettiin
seokseen, jonka koostumus oli 700 ml ja&hdytettyad vettd ja 500
ml kylm&& heksaania. Orgaaninen faasi erotettiin ja vesifaasi
pestiin vield@ kahdesti kulloinkin 100 ml:1lla heksaania. Orgaa-
niset faasit yhdistettiin 3ja kuivattiin natriumsulfaatilla.
Sitten liuotin poistettiin tislaamalla. Oljymiisen#d j&&nndkse-
na saadun 2, 6-dibromikapronihappobromidin tunnusomaiset piir-
teet selvitettiin IR~ ja NR-spektroskooppisesti ja sitad k&y-

tettiin seuraavassa vaiheessa t&dmé&n enempdi puhdistamatta.

B) 9,25 g (= 0,07 mol) 2-aminotiofenolia, 27,9 g bentsyylitri-
metyyliammoniumkloridia ja 25 g natriumvetykarbonaattia lisat-
tiin 150 ml: aan kloroformia samalla sekoittaen. Saatu suspen-
sio jaahdytettiin -5 °C:n ladmpdtilaan ja tadhidn jadhdytettyyn
suspensioon lisdttiin hitaasti, samalla sekoittaen liuos, joka
sisalsi 25,3 g 2, 6-dibromikapronihappobromidia 70 ml:ssa klo-
roformia. Lisdykseen tarvittiin 30 minuuttia, 3ja lampdtila
vaihteli -5 "C:sta +5 °'C:een. Seosta pidettiin vield tunnin
ajan talla lampdtila-alueella. T&améan jélkeen seosta kuumennet-
tiin 7 tunnin ajan palautusjdahdyttden. Sitten se jaahdytet-
tiin, suodatettiin ja kloroformi poistettiin tislaamalla saa-
dusta suodoksesta. Saatuun jaanndkseen lisdttiin vettd ja tolu-
eenia. Orgaaninen faasi erotettiin, kuivattiin ja fraktioitiin
pylvaskromatografisesti. 2-(4-bromibutyyli)-2H-1, 4-bentsotiat-
sin-3(4H)-onia sis&ltéava \E}gi£16wwerotéféiiﬁjwméii£é>rséégiin
digéfylieéfferin lasndollessa kiteyttamalla 5,9 g 2-(4-bromibu-
tyyli)-2H-1, 4-bentsotiatsin-3(4H)-onia heikosti vaaleanruskei-

na kiteina, joiden sulamispiste o0li 100 "C.

C) Seosta, Jjoka sisalsi 3,6 g (= 0,012 mol) 2-(4-bromibutyy-
1i)-2H-1, 4-bentsotiatsin-3(4H)-onia, 2,12 g (= 0,012 mol)
N-(4-metyylipyridin-2-yyli)-piperatsiinia ja 1,83 g (= 0,018
mol) trietyyliamiinia 100 ml:ssa tolueenia, kuumennettiin pa-
lautusjaahdyttden 9 tunnin ajan samalla sekoittaen siten, ettd

3 tunnin kuluttua lisattiin vield 0,46 g trietyyliamiinia ja 6
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tunnin kuluttua liséattiin viela kerran 0,9 g trietyyliamiinia.

Reaktioseoksen jatkokasittelemiseksi se ja&hdytettiin 20 ‘C:n
lampdtilaan ja siihen lisdttiin 200 ml vett#d. Orgaaninen faasi
erotettiin ja tolueeni poistettiin tislaamalla. Saatu Jj&&nnds
liuotettiin 50 ml:aan suolahapon 20-prosenttista vesiliuosta
ja tadm& liuos pestiin tolueenilla. Vesifaasi tehtiin alkali-
seksi asettamalla sen pH arvoon 9, minkd jAlkeen se uutettiin
dikloorimetaanilla. Dikloorimetaaniuute pestiin, kuivattiin
kalsiumkloridilla ja dikloorimetaani poistettiin tislaamalla.
Jadannbksend saatu raaka otsikon mukainen yvhdiste puhdistettiin
pylvaskromatografisesti, minkd Jj&dlkeen se kiteytettiin uudes-
taan tolueenin Jja isopropanolin 50/50-seoksesta (til. /til.).
Tallad tavalla saatiin 2,4 g 2-{4-[4-(4-metyylipyridin-2-yyli)-
piperatsin-1-yyli]-butyyli}-2H-1, 4-bentsotiatsin-3(4H)-onia

vArittOmind kitein#d, joiden sulamispiste oli 119 °C.

Egsimerkki 2
2-{4-[4-(4-metyylipyridin-2-yyli)-piperatsin-1-yyli]-butyy-
li}—2H-1,4—bentsotiatsin-3(4H)—tion;

5,95 g (= 0,015 mol) esimerkissd 1 valmistettua 2-{4-[4-(4-me-
tyylipyridin—Z—yyli)—piperatsin—l—yyli]—butyylif-ZH-l,4-bentso-
tiatsin-3(4H)-onia liuotettiin 60 °“C:n lémpétilassa 60 ml: aan
ksyleenid. T&h&n liuokseen lis&ttiin 6,9 g yhdistettd P4Sio Ja
reaktioseosta kuumennettiin palautusjiddhdyttiden ja sekoittaen

tunnin ajan.

Jatkokdsittelyd varten seos Jjaahdytettiin, t&lldin muodostunut
sakka erotettiin ja se lisattiin seokseen, joka sisdlsi 160 ml
natriumhydroksidin 2N vesiliuosta sekd 200 ml dikloorimetaa-
nia. Reaktioseokseen lisé&ttiin edelleen 50 ml vettd ja 50 ml
dikloorimetaania, jolloin saatiin vdhan sakkaa kdsittava reak-
tioliuos, Jjosta sakka erotettiin suodattamalla. Sitten orgaa-
ninen faasi erotettiin, kuivattiin Jja liuotin poistettiin
tislaamalla. T&lldéin saatiin 5,2 g J&annbstd, Jjoka fraktioi-

tiin pylvaskromatografisesti. Otsikon mukaista vyhdistetta
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saatiin sita sis@ltévastd fraktiosta dietyylieetterin ja etyy-
liasetaatin 50/50-seoksesta (til. /til.) kiteyttamalls. Talla
tavalla saatiin 3,1 g 2-{4-[4-(4-metyylipyridin-2-yyli)-pipe-
ratsin-1l-yyli]-butyyli}-2H-1, 4-bentsotiatsin-3(4H)-tionia vaa-

leanruskeina kiteind, joiden sulamispiste oli 119 °C.

Esimerkki 3
4-metyyli-2-{4-[4-(4-metyylipyridin-2~-yyli)-piperatsin-1-yy-
li)-butyyli}-2H-1, 4-bentsotiatsin-3(4H)-oni

2 g (= 0,005 mol) esimerkin 1 mukaisesti valmistettua 2-{4-
[4-(4-metyylipyridin-2-yyli)-piperatsin-1-yyli]-butyyli}-2H-

1, 4-bentsotiatsin-3(4H)-onia liuotettiin 20 ml:aan vedetdntad
dimetyyliformamidia samalla sekoittaen. 0,151 g natriumhydri-
dia lisdttiin typpi-ilmakehdssd ja saatua suspensiota pidet-
tiin 10 minuuttia huoneen lédmpdétilassa. Sitten siihen lisat-
tiin nopeasti 0,86 g metyylijodidia ja reaktioseosta sekoitet-
tiin 2,5 tuntia huoneen lampdtilassa. Jatkokasittelyd varten
liuotin poistettiin ‘tislaamalla, j&anndkseen lis&dttiin 100 ml
vettd ja se uutettiin 100 ml:lla etyyliasetaattia. Orgaaninen
faasi vakevoitiin liuotinta haihduttamalla ja jdanndksena
saatu raaka otsikon mukainen yhdiste puhdistettiin pylvaskro-
matografisesti. Taten saatu eméds liuotettiin suolahapon 2,3 N
isopropancoliliuokseen. Valkoisena sakkana erottunut, otsikon
mukaisen yhdisteen hydrokloridi erotettiin suodattamalla.
Talla tavalla saaiin 0,7 g 4-metyyli-2-{4-[4-(4-metyylipyri-
din-2-yyli)-piperatsin-l-yyli]-butyyli}-2H-1, 4-bentsotiatsin-
3(4H)-oni-hydrokloridia, jonka summakaava on Cz23HszoN4OS, 2HC1,
2,5H=20, ja jonka sulamispiste oli 163 °C.

Egimerkki 4
4-metyyli-2-{4-[{4~(4-metyylipyridin-2-yyli)-piperatsin-1-yy-
li]-butyyli}-2H-1, 4-bentsotiatsin-3(4H)-oni

A) 0,1 mel 2-aminobentsotiatsolia ja 0,1 mol metyylijodidia
keitettiin 50 ml:ssa absoluuttista etanolia 12-15 tuntia pa-

lautusjaahdyttaen. Saostunut 2-imino-3-metyylibentstiatsoli-
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hydrojodidi erotettiin Jja 1liuotettiin kuumaan veteen. T&ama
livos tehtiin alkaliseksi 1isddm&ll3 siihen natriumkarbonaatin
kyllaista vesiliuosta. Saostunut 2-imino-3-metyylibentstiatso-
1li erotettiin, pestiin vedelld ja kuivattiin alennetussa pai-

neessa.

B) Edelld saatua tuotetta keitettiin palautusjiddhdyttien 36
tunnin ajan 50~-prosenttisessa kaliumhydroksidiliuoksessa.
Jatkokd@sittelya varten 1liuos laimennettiin vedelld ja sen pH
asetettiin arvoon 6 lis&&mdlld siihen etikkahapon 5N vesiliuos-
ta. Tatad vesiliuosta uutettiin sitten moneen kertaan etikkaha-
pon etyyliesterilla. Yhdistetyista orgaanisista faaseista
poistettiin liuotin alennetussa paineessa tislaamalla. J&&n-
noksend saatua 2-{metyyliamino)-tiofenolia k&ytettiin seuraa-

vassa reaktiovaiheessa tadmdn enempdad puhdistamatta.

C) 4,5 g (= 0,032 mol) 2-(metyyliamino)-tiofenolia, 6 g tri-
etyylibentsyyliammoniumkloridia Jja 11,20 g natriumvetykarbo-
naattia lisattiin 120 ml:aan kloroformia. Saatu suspensio
jadhdytettiin 5 "C:n lampdtilaan, minkd j&lkeen siihen 1lis&t-
tiin pisaroittain 1liuos, joka sisdlsi 10,88 g 2, 6-dibromihek-
sanoyylibromidia 20 ml:ssa kloroformia, niin hitaasti, ettei
lampdtila kohonnut arvon 5 'C ylédpuolelle. Lisdykseen kului 20
minuuttia. Sitten reaktioseoksen annettiin l&a&mmetd huoneen
lampétilaan, minkd& jédlkeen sitd keitettiin 4 tuntia palautus-
jadadhdyttaen. Jatkokdsittelyd varten reaktioseos jaddhdytettiin
ja suodatettiin. Kloroformifaasi pestiin, kuivattiin natrium-
sulfaatilla ja 1liuotin poistettiin tislaamalla. Muodostunut
2-(4-bromibutyyli)-4-metyyli-2H-1, 4-bentsotiatsin-3(4H)-oni

eristettiin saadusta jddnnbksestd saatiin pylvaskromatografi-
sesti fraktioimalla. T&alldin saatiin 2,78 g valkoisia kiteiti,

joiden sulamispiste oli 116 °C.

D) Edella saatu tuote saatettiin reagoimaan analogisesti esi-
merkissd 1 C) kuvatulla tavalla N-{(4-metyylipyridin-2-yyli)pi-
peratsiinin kanssa tolueenissa, Jjohon lis&attiin trietyyli-

amiinia. Saatu 4-metyyli-2-{4-[4-(4-metyylipyridin-2-yyli)-pi-
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peratsin-1l-yyli]-butyyli}-2H-1, 4-bentsotiatsin-3(4H)-oni muun-
nettiin esimerkissa 3 kuvatulla tavalla dihydrokloridikseen,
jonka summakaava on Cz23H30N40S, 2HC1, 2,5H20, ja jonka sula-

mispiste on 163 "C.

Esimerkki 5
2-{4-(4-metyylipyridin-2-yyli)-piperatsin-1-yyli]-2H-1, 4-bent-

sotiatsin-3(4H)-oni

A) Suspensioon, joka sisalsi 10,0 mMol 2H-1,4-bentsotiatsi-
n-3(4H)-onia 10 ml:ssa dikloorimetaania, lis&ttiin huoneen
lampotilassa pisaroittain, samalla sekoittaen 0,8 mi (= 1 ekvi-
valentti) sulfonyylikloridia, Jja reaktioseosta sekoitettiin
vield edelleen 5 tuntia huoneen lampdtilassa. Seoksen Jjatkoka-
sittelyd varten se haihdutettiin kuiviin alennetussa painees-
sa. Jaanndksena saatua 2—kloori—2H-1,4~bentsot;§tsin-3(4ﬂ)—

onia (sulamispiste 189-210 ‘C, yhdigzégthéibgéssa) kdytettiin

tam&n enempdd puhdistamatta seuraavassa reaktiovaiheessa.

B) 7 g (= 0,035 mol) 2-kloori-2H-1, 4-bentsotiatsin-3(4H)-onia,
6,2 g N-(4-metyylipyridin-2-yyli)-piperatsiinia ja 7 g trie-
tyyliamiinia kuumennettiin palautusjadhdyttaen ja sekoittaen
100 ml:ssa tolueenia 5 tunnin ajan. Jatkokdsittelyad varten
suspensio laimennettiin 200 ml:1lla tolueenia, sakka erotettiin
suodattamalla ja se liuotettiin suolahapon 20-prosenttiseen
vesiliuokseen. T&m& liuos tehtiin alkaliseksi lis&&malla sii-
hen ammoniumhydroksidiliuosta, muodostunut sakka erotettiin
suodattamalla, se pestiin vedelld ja kuivattiin. T&lla tavalla
saatiin vaaleanruskeina kiteind 2 g 2-{4-{4-metyylipyridin-2-
yyli)-piperatsin-1-yyli]-2H-1, 4-bentsotiatsin-3(4H)-onia,

jonka sulamispiste oli 245 °C.

Esimerkki 6
7-hydroksi-2-{4-[4-(4-metyylipyridin-2-yyli)-piperatsin-1-yy-

li}-butyyli}-2H-1, 4-bentsotiatsin-3(4H)~-oni

360 mg 7—metoksi;?—{4—[4—(4—metyylipyridin—2-yyli)—piperatsin—
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l-yyli]-butyyli}-2H-1, 4-bentsotiatsin-3(4H)-onia (katso esi-
merkki 19, valmistetaan analogisesti esimerkissd 1 kuvatulla
tavalla) lisattiin 5 ml:aan dikloorimetaania pitden kosteus
loitolla. Seos j&ahdytettiin -5 "C:n 1lampdtilaan, minka Jj&l-
keen siihen lisdttiin pisaroittain ja samalla sekoittaen
liuos, joka sisdlsi 0,73 g Dbooritribromidia 1 ml:ssa metylee-
nikloridia. Sitten sekoittamista jatkettiin vield 30 minuuttia
huoneen lAampodtilassa. Jatkokasittelyd varten reaktioseos kaa-
dettiin, samalla sekoittaen, jaata Jja natriumvetykarbonaatin
vesiliuosta sisdltava@an seokseen. Sitten siihen 1lisdttiin 200
ml kloroformia. Muodostunut orgaaninen liuos pestiin vedella,
kuivattiin natriumsulfaatilla, suodatettiin 3ja haihdutettiin
alennetussa paineessa. Otsikon mukainen yhdiste eristettiin
saadusta Jjadnnoksestd pylvaskromatografisesti fraktioimalla.
Otsikon mukaista yhdistettda sisaltavat fraktiot haihdutettiin
ja niihin 1lis&ttiin eeteria. T&Alla tavalla saatiin 30 mg
7-hydroksi-2-{4-[4-(4-metyylipyridin-2-yyli)-piperatsin-1-yy-

li]-butyyli}-2H-1, 4-bentsotiatsin-3(4H)-onia valkoisina kitei-

nd, joiden sulamispiste oli 212 "C.

Seuraavat, alla olevassa taulukossa I esitetyt, kaavan I mukai-
set yhdisteet saatiin edelld olevissa esimerkeissd@ kuvatuilla

menetelmilla.
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Esimerkki I
2-{4-[4-(4-metyylipyridin-2-yyli)-piperatsin-1-yyli]-butyy-
1li}-2H-1, 4-bentsotiatsin-3(4H)-onia sisdltiavat tabletit

Esimerkiss& valmistettiin tabletteja, joiden koostumus tablet-

tia kohden oli seuraava:

2-{4-[4-(4-metyylipyridin-2-yyli)~-
piperatsin-1l-yyli]-butyyli}-2H-

l,4-bentsotiatsin-3(4H)—oni 20 mg
maissitarkkelys 60 mg
maitosokeri 135 mg
gelatiini (10 %:nen liuos) 6 mg
Vaikuteaine, maissitédrkkelys 3Jja maitosokeri paksunnettiin

10-prosenttisella gelatiiniliuoksella. Tahna hienonnettiin ja
saadut rakeet levitettiin sopivalle pellille ja kuivattiin 45
‘C:ssa. Namd kuivatut rakeet johdettiin hienonnuskokeen 1l&pi

ja niihin sekoitettiin sekoittimessa vield seuraavat apuai-

neet:

talkki 5 mg
magnesiumstearaatti 5 mg
maissitarkkelys 9 mg

minkad jalkeen ne puristettiin 240 mg: n tableteiksi.
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Patenttivaatimukset

1.

Menetelmd yleisen kaavan I mukaisten yhdisteiden:

L
2 ,/X CHZ%fN<::>N-R
R-.
\T\
R1

R

missa

X tarkoittaa happea tai rikkia,

Y +tarkoittaa happea tai rikkis,

R* tarkoittaa vetyd tai alempaa alkyylia,

R2 tarkoittaa vetya, alempaa alkyylid, halogeenia, alempaa
alkoksia, hydroksia, nitroa tai trifluorimetyylid ja

R3® tarkoittaa vetyd, alempaa alkyylid, halogeenia tai alempaa
alkoksia, tai

R2 ja R3® ovat sitoutuneet vierekkadisiin hiiliatomeihin ja ne
tarkoittavat yhdessd 1-2 hiiliatomia k&sittdvdad alkyleeni-
dioksiryhméa,

n tarkoittaa kokonaislukua 0-4 ja

R* tarkoittaa 6-jasenistd tyydyttymatdntd heterosyklia, jossa
on 1 tai 2 piperatsiinirenkaaseen epdsuorasti sitoutunutta
typpiatomia, joka heterosykli voi mahdoliisesti olla substi-
tuoitunut yhdella +tai kahdella hiiliatomiin sitoutuneells,
alemman alkyylin, alemman alkoksin 3ja halogeenin joukosta
valitulla substituentilla,

sekd niiden happoadditiosuolojen valmistamiseksi, t u n -

nettu siita, etta

a)

\\J/

yleisen kaavan Ia

| : § 4
22! % CH,) -, -R
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missd X, R*, R2, R3, n ja R?¢ ovat edelld esitettyjen madritel-

mien mukaisia,

mukaisten yhdisteiden valmistamiseksi yleisen kaavan II
L

missd X, R, R3 ja n ovat edelld esitettyjen maddritelmien mu-
kaisia ja symbolilla R=2/ on sama merkitys kuin symbolilla R=
kuitenkin siten, ettd hydroksiryhmd on suojattu myShemmin
irroitettavalla suojaavalla ryhm&lla, 3ja L tarkoittaa amino-

lyyttisesti irtoavaa jaanndstd, erityisesti halogeenia,

mukaiset yhdisteet saatetaan reagoimaan yleisen kaavan III

g Mot

—/

missd R4 on edelld esitetyn mdaritelmdn mukainen,
mukaisten piperatsiinijohdannaisten kanssa, tai

b) yleisen kaavan IV

ot % CHZ )H_Q-H
R

R1

missa X, R?*, R=2', R® 3ja n ovat edelld esitettyjen madritelmien

mukaisia,
mukaiset yhdisteet saatetaan reagoimaan yleisen kaavan V

R4 _LI
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missd R4 on edelld esitetyn mddritelmdn mukainen ja L’ tar-

koittaa halogeenia,

mukaisten yhdisteiden kanssa, minkd j&lkeen mahdollinen hyd-

roksia suojaava ryhmd irroitetaan uudestaan, tai

c) yleisen kaavan 1Ia mukaiset yhdisteet muunnetaan yhdisteik-

si, joilla on yleinen kaava Ib

4L
. - xfc%-N\‘ e
R |
R’ lw

missa X, R*, R2, R3, n ja R* ovat edelld esitettyjen ma&ritel-

mien mukaisia, ja

tamdn jalkeen toivottaessa saadut, yleisen kaavan I mukaiset
yhdisteet, missd R* tarkoittaa vetyd, alkyloidaan sellaisiksi

yleisen kaavan I mukaisiksi yhdisteiksi, joissa R?* tarkoittaa
alempaa alkyylia, ja/tal saaduissa yleisen kaavan I mukaisissa
vyhdisteissd, joissa R2 tarkoittaa metoksia, ta&méd metoksiryhmid
pilkotéégwhydgoksiryhméksi, ja toivottaessa vapaat, yleisen
kaavaﬁ I mukaiset yhdisteet muunnetaan happoadditiosuoloikseen
tai tdllaiset happoadditiosuolat muunnetaan vapaiksi, kaavan I

mukaisiksi yhdisteiksi.

2. Menetelmd patenttivaatimuksen 1 mukaisten yhdisteiden wval-
mistamiseksi, t unnet tu siitd, ettda Y tarkoittaa hap-

pea.

3. Menetelma jomman kumman edelld esitetyn patenttivaatimuksen
mukaisten yhdisteiden valmistamiseksi, t unnet tu siita,

ettd n tarkoittaa lukua 3 tai 4.
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4., Menetelmd jonkin edella esitetyn patenttivaatimuksen mukais-
ten yhdisteiden valmistamiseksi, t unne t t u siitd, etta
R4 tarkoittaa mahdollisesti substituoitunutta pyridyylij&in-

nosta.

5. Menetelmd patenttivaatimuksen 4 mukaisten yhdisteiden val-
mistamiseksi, tunnettnu siita, ettd R4 tarkoittaa

4-(alempi alkyyli)pyrid-2-yylij&danndsta.

6. Menetelma jonkin edellad esitetyn patenttivaatimuksen mukais-
ten yhdisteiden valmistamiseksi, t unnet tu siitd, ettid

R* tarkoittaa vetya.

7. Menetelmd jonkin edelld esitetyn patenttivaatimuksen mukais-
ten yhdisteiden valmistamiseksi, t unnet tu siita, etta

R2 tarkoittaa wvetyad tai alempaa alkyylid Jja R® tarkoittaa

vetya.

8. Menetelmd patenttivaatimuksen 1 mukaisten yhdisteiden val-
mistamiseksi, t unnet t u siitd, ettad X tarkoittaa happea
tai rikkida Jja Y tarkoittaa happea, R?* tarkoittaa vetyd, R=
tarkoittaa vetya tai alempaa alkyylia, R3 tarkoittaa vetyad, n
tarkoittaa lukua 3 tai 4 ja R4 tarkoittaa mahdollisesti alem-

malla alkyylillad substituoitunutta pyridyylij&&anndsta.

9. Menetelmda patenttivaatimuksen 1 mukaisten yhdisteiden val-
mistamiseksi, tunnettu siita, etta valmistetaan
patenttivaatimuksen 8 mukaista 2-{4-[4-(4-metyylipyridin-2-yy-
li)-piperatsin-1-yyiij-butyyli}-2H-1, 4-bentsotiatsin-3(4H)-
onia seka sen fysiologisesti siedettyja happoadditiosuoloja.

{3% Yleisen kaavan IV mukaiset yhdisteet

CHz)n-O—H ) /;\ w.F .y ,4 o
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misséd

X tarkoittaa happea tai rikkisa,

R* tarkoittaa vetyd tai alempaa alkyylis,

R2’ tarkoittaa vetya, alempaa alkyyli&, halogeenia, alempaa
alkoksia, nitroa tai trifluorimetyylia, ja

R3 tarkoittaa vetyd, alempaa alkyylid, halogeenia tai alempaa
alkoksia, tai

Rz’ ja R3 ovat sitoutuneet vierekk&isiin hiiliatomeihin ja ne
tarkoittavat yhdessd 1-2 hiiliatomia k&sittavda alkyleeni-
dioksiryhmdad, Jja

n tarkoittaa kokonaislukua 0-4.
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