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Seskviterpeenit, niiden valmistaminen ja niiden kdyttd in-
hibiittoreina, jotka vaikuttavat GABA-bentsodiatsepiinire-
septoriin - Seskviterpener, deras framstdllning och deras

anvidndning s8som inhibitorer som verkar p8 GABA-bensodiaze-

piner

Esilld oleva keksintd kohdistuu uusiin bentsodiatsepiini-
reseptoriin sitoutuviin yhdisteisiin. Lisdksi keksintd koh-
distuu mainittujen yhdisteiden valmistusmenetelmiin, niitd
sisdltdviin farmaseuttisiin ja eldinl&ddkinndllisiin koos-

tumuksiin ja mikro-organismeihin, joista niitd saadaan.

Bentsodiatsepiini (Bz) on konventionaalinen termi, jota
kdytetddn kuvaamaan rakenteellisesti samankaltaisia yhdis-
teitd, joilla on bentso-1,4-diatsepiiniperusrakenne (Haefe-
ly et al., Advances in Drug Res. 14 165-322(1985)). Tamin
uuden rengasjarjestelmdn aiempien synteettisten analogien
farmakologinen seulonta on osoittanut, ettd bentsodiatse-
piineilla on rauhoittavaa ja kouristuksia estdvidi vaikutus-
ta. Lisdtutkimus tuotti vuonna 1960 terapeuttiseen kayttddn

tarkoitetun klooridiatsepiinin (Librium).

Laajat sd3hk6fysiologiset tutkimukset ja sitoutumistutkimuk-
set on osoittaneet, ettd vaikutuksen bentsodiatsepiinimeka-
nismi sisd1t33 piddasiallisen inhiboivan hermotransmitterin,
gamma-aminovoihapon (GABA), allosteerisen moduloinnin. Eri-
tyisemmin vaikutus saa aikaan neuronien hyperpolarisaation,
jonka aiheuttaa lisdantynyt Cl-ionivirtaus GABA-Bz-Cl~-io-
noforireseptorikompleksin kautta. Tdma reseptorikompleksi

on nimetty alatyypiksi A tai GABAp:ksi.

Suurin osa nykyisin mddrdtyistd bentsodiatsepiineista on
agonisteja ja vaikuttaa tehostamalla GABA-inhiboivaa wvai-
kutusta. Siten niilld on hypnoottisia, kouristusta estdvia
ja tuskaa lievittavid vaikutuksia. Osittaiset (teholtaan
alhaiset) agonistit ovat my&s mielenkiintoisia, koska niita
voidaan kayttd3d vdhentdmiddn bentsodiatsepiininterapian ei-
toivottuja wvaikutuksia, kuten rauhoitusta, kestokykyd ja
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riippuvuutta, sdilyttden silti niiden kliininen vaikutus.
Kidnteisagonisteilla, joiden biologinen vaikutus on vastak-
kainen klassisille bentsodiatsepiinin vaikutuksille, so.
kouristavilla aineilla, on my®6s postuloitu rooli muistin
parantamisessa. Antagonisteilta puuttuu biologinen aktiivi-
suus mutta niilld on kayttdad ehkdistdessd liiallisia edelld
mainittuja vaikutuksia, so. yliannosta. Bentsodiatsepiinien
rakenteen aktiivisuuden suhteet (SAR) on karakterisoitu
tdysin ja farmakofori on identifioitu. Painoa on siten
siirretty endogeenisen reseptoriligandin tai uusien raken-
teiden identifiointiin potentiaalisina uusina l&d&kekandi-
daatteina. Erilaiset kemialliset luokat (esim. bentsatse-
piinit, B-karboliinit, syklopyrrolonit, fenyylikinoliinit,
triatsolopyridatsiinit ja imidatsopyridiinit) ovat osoit-
tautuneet aktiivisiksi t&dssd suhteessa. Zopikoni (syklopyr-
rolonijohdannainen) ja zolpiden (imiditsopyridiini) ovat

hypnoottisia aineita.

Nyt on havaittu, ettd ravintovdliaineen fermentointi sieni-

kannalla Acremonium strictum (Xenova-organismi X06/15/458,

IMI 354451) tuottaa uusia yhdisteitd, jotka inhiboivat ben-
tsodiatsepiinin sitoutumista GABA-Bz-Cl--ionoforissa ole-

vaan bentsodiatsepiinireseptoriin. Ndmd yhdisteet ovat ses-
kviterpeenejd, jotka muodostavat yhdessad synteettisten joh-

dannaistensa kanssa uuden luokan.

Ndin ollen esilld oleva keksintd saa aikaan seskviterpee-

nin, jolla on kaava I:
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jossa sekd a ettd b on yks®issidos tai toinen on

vks&issidos ja toinen on kaksoissidos,

A muodostaa yhdessd a :n ettd b :n ja hiiliato-

mien, joihin se on kiinnittynyt, kanssa renkaan, joka on

valittu seuraavista:

R
OH
a : b
(2) (b) 0
OH
jossa R on H tai OH
OH
(c) Jja (d)

OH
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ja Y on kaksoissidos tai, kun A on edelld md33ritetty rengas
(a), Y on joko kaksoisidos tai muodostaa yhdessd hiiliato-
mien, joihin se on kiinnittynyt, kanssa epoksidikytk&ksen,

<o , Ja sen farmaseuttisesti tai eldinlddketieteel-

lisesti hyvdksyttdvid suoloja.

Erddssd suoritusmuodossa kaavan I mukaisella seskviterpee-

nilld on seuraava rakenne II1:

CH

jossa -Y- on kaksoissidos tai muodostaa yhdessd hiiliato-
mien, joihin se on kiinnittynyt, kanssa epoksidikytkdksen

:0; .

Toisessa suoritusmuodossa kaavan I mukaisella seskviterpee-

nilld on seuraava rakenne III:
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24 3 23

jossa R on H tai OH.

Erddssa suoritusmuodossa kaavan I mukainen seskviterpeeni-

on yhdiste,

jossa X on

jolla on seuraava kaava IV:

III

(IV)
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tai

H

Kaavan II mukaista seskviterpeenid, jossa Y on kaksoissi-
dos, nimitetddn tdmidn jdlkeen yhdisteeksi A. Kaavan II mu-
kaista seskviterpeenid, jossa Y on muodostaa hiiliatomin,
johon se on kiinnittynyt, kanssa epoksidikytkdksen, nimite-
tddn tdm&n jidlkeen yhdisteeksi A'. Kaavan III mukaista ses-
kviterpeenid, jossa R on OH, nimitetddn tidmdn j&dlkeen yh-
disteeksi B. Kaavan III mukaista seskviterpeenid, jossa R
on H, nimitetd&dn yhdisteeksi C. Yhdisteen A natriumsuola
(15-Ona) on yhdiste D. Kaavan IV mukainen seskviterpeeni,

jossa X on

l on yvhdiste E. Kaavan 4 mukainen seskviter-

o 7
peeni, jossa X on ~§0 on yhdiste F. Yhdiste F on
vhdisteen E 15,16-ortokinonijohdannainen. Termi "esilli
olevat yhdisteet", kun sitd kdytetddn timidn jdlkeen, tar-
koittaa kollektiivisesti kaikkia kaavan I mukaisia seskvi-
terpeenejd ja niiden farmaseuttisesti ja eldinld&dkinndlli-

sesti hyvdksyttdvid suoloja.

Kaavan I mukainen seskviterpeeni on eristetty mikro-orga-
nismista, jonka nimesimme X06/15/458:ksi ja joka on iden-

tifioitu sienikannaksi Acremonium strictum seuraavien mor-

fologisten tietojen pohjalta:
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Kasvatettaessa 10 pdivda 2 % mallasuuteagarilla kannan
X06/15/458 pesdkkeet olivat halkaisijaltaan 15-20 mm ver-
rattuna 37-40 mm:iin, ne itidityivat runsaasti, olivat
ennemminkin puhtaan valkoisia kuin vaihtelivat kellertavén
valkoiseen, koostuivat ennemminkin tihedsta kuin irtonai-
sesta huovastosta, olivat enimmikseen samettimaisia ja hdy-
tdleisid vain keskustassa untuvaisuuden asemasta keskustas-
sa, reuna epasaanndllinen, ilmavia, ei terasvdsti rajattuja
ja uponneita, conidioforit plektonemaattisesta synnemaat-
tiseen ja pinnalliset pikemminkin kuin vajonneet, pdaasi-
assa ortofialidinen, harvoin monimutkaisempi, suora, as-
teittain kartiomainen, hyaliininen pikemminkin kuin kromo-

fiilinen, korkeintaan 40-54 ym pitkd x 1,5 ym leved@ perus-
talta verrattuna 20-40 x 1,5-2,0 uym:iin, Sieniversot limai-

sina valkoisina massoina sylinterimdisesti, 3,0-7,0 x 1,5

pum.

Organismi eroaa seuraavasti tyypillisistd Acremonium stric-
tum -kannoista: hitaampi kasvunopeus, puhtaan valkoiset
kompaktit pesdkkeet, reuna ilmava, epdsdannollinen ja dif-
fuusi, conidioforit ilmavia ja niilld on taipumus olla syn-

nemaattisia, keskimdardinen sieniverson pituus pitempi.

Edelld kuvatuista mikroskooppisista ja kokomorfologisista
piirteistd sieni-isolaatti X06/15/458 on parhaiten luoki-
teltu Acremonium c.f. strictum W. Gams, kuten kuvataan

Gams, W (1971) Cephalosporium-artige Schimmelpilze, Gustav

Fisher julk.

Kanta X06/15/458 on talletettu Budapestin sopimuksen mukai-
sesti International Mycological Instituteen, Egham, Surrey,
UK. 7. lokakuuta 1992 talletusnumeroclla IMI 354451.

Edella oleva kuvaus valaisee Acremonium strictum -kantaa,
jota voidaan kdyttaa esilld olevan keksinndn mukaisten ses-

kviterpeenien valmistuksessa.

Esilld oleva keksintd k3sittdd kuitenkin edelld kuvatun

mikro-organismin mutantit. Esimerkiksi ne, Jjotka saadaan
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luonnollisella valikoinnilla, tai ne jotka valmistetaan
mutatointiaineilla mukaan lukien ionisoiva sdteilytys, ku-
ten ultraviolettis&dteilytys, tai kemialliset mutageenit,
kuten nitrosoguanidiini tai muut senkaltaiset kdsittelyt,

ovat tdmdn keksinndn piirissa.

Esilld oleva keksintd saa lisdksi aikaan menetelman esil-
14 olevien yhdisteiden valmistamiseksi, joka menetelmd ka-
sittd38 (i) sienikannan X06/15/458 (IMI354451) tai sen mu-
tantin, joka tuottaa kaavan (I) mukaista seskviterpeenid,
fermentoimisen hiilen, typen ja ei-orgaanisten suolojen
ldhteessd, (ii) mainitun seskviterpeenin eristamisen fer-
mentointivdliaineesta, (iii) kaavan I mukaisen seskviter-
peenin, jossa A on rengas (c), hapettamisen haluttaessa
kaavan I mukaiseksi seskviterpeeniksi, jossa A on rengas
(d) ja/tai (iv) mainitun seskviterpeenin muuttamisen halut-
taessa farmaseuttisesti tai eldinld3kinnidllisesti hyvdksyt-

tavidksi suolakseen.

Kaavan I mukaiset seskviterpeenit valmistetaan tyypillises-
ti sieniravintovdliaineen aerobisen fermentoinnin aikana
jdljempdna kuvatuissa olosuhteissa tuottamalla kanta Acre-
monium strictum X06/15/458 tai tuottamalla X06/15/548:n
mutanttikanta. Vesipitoiset vdliaineet, kuten ne, joita
kdytetdadan monien antibioottisubstanssien valmistamiseen,
ovat sopivia. Tdllainen ravintovidliaine sisdltdd hiilen ja
typen ldhteet, jotka mikro-organismi assimiloi. Haluttaessa
voidaan lisdtd ei-orgaanisia suoloja, tavallisesti alhaisi-
na tasoina. Lis3ksi fermentointivdliaine voi sisdltaa pie-
nid mddrid metalleja, joita tarvitaan mikro-organismin kas-
vuun ja haluttujen yhdisteiden tuotantoon. Niitd on taval-
lisesti l&snd riittdvind konsentraatioina hiilen ja typen
kompleksildhteissad, joita voidaan k3yttd3d ravintoainel&h-
teind, mutta joita voidaan myds lisidtd tietenkin haluttaes-
sa erikseen vdliaineeseen. Esilld olevan keksinndn kohteena
on sienikannan X06/15/458 tai mutantin biologisesti puhdas
viljelmd, joka tuottaa kaavan I mukaista seskviterpeenii.
Tdllaiset viljelmdt ovat oleellisesti vapaita muista mikro-

organismeista.
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Assimiloitavat hiilen, typen ja mineraalien ldhteet voidaan
saada aikaan joko yksinkertaisilla tai kompleksisilla ra-
vintoaineilla. Hiilil&hteet kdsittavat tavallisesti glukoo-
sin, maltoosin, tdrkkelyksen, glyserolin, melassit, dekst-
riinin, laktoosin, sakkaroosin, fruktoosin, karboksyyliha-
pot, aminohapot, glyseridit, alkoholit, alkaanit ja kasvi-
8ljyt. HiililZhteet kasittivit tavallisesti 0,5-10 paino-%

fermentointivdliaineesta.

Typpildhteet kdsittdvidt tavallisesti soijapapujauhon, vil-
janliotusnesteet, tislaussakat, hiivauutteet, puuvillansie-
menjauhon, peptonit, maapd@hkindjauhon, mallasuutteen, me-
lassit, kaseiinin, aminohapposeokset, ammoniakin (kaasu tai
livos), ammoniumsuolat tai -nitraatit. Ureaa ja muita ami-
deja voidaan myds kdyttdd. Typpildhteet kasittdvdt taval-
lisesti 0,1-10 paino-% fermentointivédliaineesta.

Ravintomineraalisuolat, joita voidaan sis&llyttdd viljely-
vdliaineeseen, kdsittavadt tavallisesti kaytettyjd suoloja,
jotka kykenevat tuottamaan natrium-, kalium-, ammonium-,
rauta-, magnesium-, sinkki-, nikkeli-, koboltti-, manganee-
si-, vanadiini-, kromi-, kalsium-, kupari-, molybdeeni-,
boori-, fosfaatti-, sulfaatti-, kloridi- ja karbonaatti-

ioneita.

Vaahtoamisen estoainetta voi olla ldsnd liiallisen vaahtoa-
misen estdmiseksi ja sitd voidaan 1lisadtd tarvittavin va-

lein.

Fermentointi kdyttidm3dlld Acremonium strictum X06/15/458:aa
voidaan suorittaa ld&mpdtiloissa alueella 20-30 °C, edulli-
sesti 24-30 °C. Optimaalisten tulosten saamiseksi on tar-
koituksenmukaisinta suorittaa ndmd fermentoinnit 1&mpdti-
lassa alueella 24-26 °C. Ravintovdliaineen pH, joka on so-
piva yhdisteiden valmistamiseen, voi vaihdella vd1illd 5,0-

8,5 edullisen alueen ollessa 6,0-7,5.

Pienen mittakaavan fermentoinnit suoritetaan tarkoituksen-

mukaisesti sijoittamalla sopivia mddrid ravintovdliainetta
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pulloon tunnetuilla tekniikoilla, inokuloimalla pullo joko
Acremonium strictumin itidilld tai vegetatiivisella solu-
kasvulla, sulkemalla pullo puuvillatulpalla 18ysdsti ja an-
tamalla fermentaation edistyd vakiohuoneenl&mp&tilassa noin

25 °C kiertoravistimessa noin 95-300 rpm:ssd 2-10 pdivaa.

Suuremman mittakaavan tydssd on edullista suorittaa fermen-
tointi sopivissa sdilidissd, jotka on varustettu sekoitti-
mella ja fermentointivdliaineen ilmastusvdlineelld. Ravin-
toainevdliaine valmistetaan s3ilié6n ja steriloinnin jal-
keen se inokuloidaan Acremonium strictumin vegetatiivisen
solukasvun l&hteelld. Fermentaation annetaan jatkua 1-8
pdivdd sekoittaen ja/tai ilmastaen samalla ravintovdliai-
netta ldmpdtilassa alueella 24-30 °C. Ilmastuksen mdara
riippuu useista tekijdistd, kuten fermentterin koko ja se-
koitusnopeus. Yleensd suuremman mittakaavan fermentointeja
sekoitetaan noin 95-500 rpm ja ilmastuksissa noin 0,1-1,0

vvm.

Kaavan I mukainen seskviterpeeni l&ydetd3n ensisijaisesti
huovastosta fermentoinnin pddtyttyd ja se voidaan ottaa
talteen ja puhdistaa. Yhdisteen erottaminen ja puhdistami-
nen fermentointiliemestd ja sen talteenotto voidaan suorit-
taa kdyttamdalld liuvotinuuttoa, mitd seuraa konventionaalis-
ten kromatografisten fraktionointien k&dyttdminen erilaisil-
la kromatografiatekniikoilla ja liuotinjdrjestelmilld.

Seskviterpeeni voidaan saada oleellisesti puhtaassa muodos-

Sa.

Kaavan I mukaiset seskviterpeenit ovat orgaanisiin liuot-
timiin mukaan lukien etyyliasetaatti, metanoli ja asetoni,
liuvkenevia. T&td ominaisuutta voidaan kdyttd3 niiden tal-
teenottamiseen fermentointihuovastosta. Tdten fermentoin-
tihuovastoon yhdistet&d&@n sopivasti suunnilleen yhtdl3dinen
tilavuus orgaanista liuotinta, esimerkiksi asetonia. Saatu
raakauute voidaan sitten konsentroida lasketussa paineessa
vesisuspension saamiseksi, joka takaisinuutetaan orgaani-
sella liuottimella raa'an orgaanisen uutteen saamiseksi.

Kokonaisuute suodatetaan (tai sentrifugoidaan) lasketussa



10

15

20

25

30

35

11

paineessa. Orgaaninen Jjddnnods puhdistetaan sitten ensin
kromatografoimalla, esimerkiksi Sephadex LH-20 -pylvédskro-

matografialla metanoli eluenttina.

Haluttu tuote ja Jjoitakin epddpuhtauksia pysyy pylvdédssi,
joskin monet epdpuhtaudet (erityisesti ei-polaariset epé-
puhtaudet) eivdt pysy. Pylvds pestddn ei-polaarisella or-
gaanisella liuottimella, kuten heksaanilla tai tolueenilla
muiden epdpuhtauksien poistamiseksi, mitd seuraa jaksoit-
taiset dikloorimetaanin tai kloroformin ja toisen orgaani-
sen liuottimen, kuten metanolin tai etyyliasetaatin, seok-
set. Liuotin haihdutetaan ja j&&nnds kromatografoidaan
edelleen esimerkiksi pylvidskromatografialla, ohutkerroskro-
matografialla, preparatiivisella kerroskromatografialla tai
suuren suorituskyvyn nestekromatografialla. Edullisessa
suoritusmuodossa tdmd lisdkromatografointivaihe kdsittda
toistetun kddnteisfaasi-C18 HPLC:n (25 x 10 cm, CH3CN:HpO-
gradientti).

Sopivat adsorboivat aineet kdsittdvdt piidioksidigeelin ja
oktadekyylisidotun piidioksidin samalla kun eluenttina voi-
daan kdyttd3d erilaisia liuottimia tai liuottimien yhdistel-
mid. Sitten eluaatin fraktiot tutkitaan ohutkerroskromato-
grafialla, suuren suorituskyvyn nestekromatografialla tai
muilla konventionaalisilla tekniikoilla halutun yhdisteen
havaitsemiksi ja erist8miseksi. Edelld mainittujen teknii-
koiden kdyttdminen tuottaa puhdistettuja koostumuksia, jot-
ka sisdltdvdt haluttua seskviterpeenid, jonka ldsniolo md&-
ritetddn analysoimalia erilaisista kromatografisista frak-
tioista fysikaalis-kemialliset piirteet ja/tai bentsodiat-

sepiinireseptorikompleksiin sitoutumisaktiivisuus.

Kaavan I mukainen seskviterpeeni, jossa A on rengas (c)
(yhdiste E) voidaan hapettaa 15,16-ortokinonijohdannaisek-
seen, joka on kaavan I mukainen seskviterpeeni, jossa A on

rengas (d) (yhdiste F). Yhdisteen F rakenne on seuraava:
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(F)

Hapettaminen voidaan saavuttaa antamalla yhdisteen E liuok-
sen seisoa ilmassa. Vaihtoehtoisesti hapettaminen voidaan
saavuttaa tai edelld kuvattua ilmahapettamista voidaan
kiihdyttaa 1isd3amdll3 yhdisteen E liuokseen hapetusainetta.

Sopiva esimerkki hapetusaineesta on natriumperjodaatti.

Kaavan I mukainen seskviterpeeni voidaan muuttaa farmaseut-
tisesti tai eldinld&kinnidllisesti hyvdksyttdvdksi suolak-

seell.

Esimerkit sopivista suoloista k3sittdvit ne, joissa on al-
kalimetalleja, kuten natriumia ja kaliumia, ja ammoniumsuo-
lat. Yhdiste D, yhdisteen A natriumsuola, voidaan valmistaa
esimerkiksi kdsittelem3@llid yhdiste A natriumhydroksidilla

metanolissa.

Esilld olevilla yhdisteilld on aktiivisuutta hoidettaessa
sairauksia, joita moduloivat GABA-Bz-Cl--ionoforireseptori-
kompleksin sisdltamidt bentsodiatsepiinireseptorin ligandit.
Potilasta hoidetaan keksinn®n mukaisesti menetelmdlld, joka
kasittad terapeuttisesti tehokkaan madaran jotakin keksinndn
mukaista yhdistettd antamisen potilaalle. T&1lld tavalla
esilld olevan keksinndn mukaisia yhdisteitd, joissa on ago-

nistiaktiivisuutta, voidaan kdyttd3 bentsodiatsepiinin si-
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toutumisesta GAB-Bz-Cl--ionoforireseptorikompleksin sisdl-
tdmddn bentsodiatsepiinireseptoriin johtuvien tilojen estd-

miseen.

Esilld olevilla yhdisteilld on osoittautunut olevan aktii-
visuutta bentsodiatsepiinireseptoriin sitoutumistestissd,
jossa kdytetddn puhdistetussa GABA-Bz-Cl~-ionoforiresepto-
rikompleksissa ldsndolevalle reseptorille spesifistd tri-

tiumoitua ligandia. Testin yksityiskohdat on esitetty j&l-

jempdnd olevassa esimerkissd 5.

Esilld olevia yhdisteitd voidaan antaa erilaisissa annos-
muodoissa, esimerkiksi oraalisesti, kuten tablettien, kap-
selien, sokerilla tai kalvolla pddllystettyjen tablettien,
nestemdisten liuosten tai suspensioiden muodossa, tai pa-
renteraalisesti, esimerkiksi lihaksen sisdisesti, suonen-
sisdisesti tai ihonalaisesti. Esilld olevat yhdisteet voi-

daan antaa siten injektoimalla tai infuusiona.

Annos riippuu erilaisista tekij®istd, kuten potilaan iké&,
paino ja kunto sekd antoreitti. Kuitenkin tavallisesti an-
nos, joka sopii jokaiselle antoreitille aikuisille ihmisil-
le annettavaksi, on 0,001-10 mg/kg, yleisemmin alueella
0,1-5 mg/kg ruumiinpainokiloa kohti. T&llainen annos voi-
daan antaa esimerkiksi 1-5 kertaa pdividssi oraalisesti tai
bolusinfuusiona, infusoimalla useita tunteja ja/tai anta-

malla toistuvasti.

Esilld olevan keksinn®dn mukaiset yhdisteet formuloidaan
kdytettdviksi farmaseuttisena tai eldinl&&kinndllisend
koostumuksena, joka sisdltdd lisdksi farmaseuttisesti tai
eldinl&&kinndllisesti hyvdksyttdvdd kantoainetta tai lai-
menninta. Koostumukset valmistetaan tyypillisesti noudat-
tamalla konventionaalisia menetelmid ja niitd annetaan far-

maseuttisesti tai eldinlddkinndllisesti sopivassa muodossa.

Kiinted oraalinen muoto voi sisdltdd esimerkiksi yhdessd
aktiivisen yhdisteen kanssa laimentimia, kuten laktoosia,

dekstroosia, sakkaroosia, selluloosaa, maissitdrkkelystd
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tai perunatdrkkelystd, liukastavia aineita, kuten piidiok-
sidia, talkkia, steariinihappoa, magnesium- tai kalsium-
stearaattia ja/tai polyetyleeniglykoleja, sideaineita, ku-
ten tdrkkelyksid, arabikumeja, gelatiinia, metyyliselluloo-
saa, karboksimetyyliselluloosaa tai polyvinyylipyrrolido-
nia, hajotusaineita, kuten t&rkkelystd, algiinihappoa, al-
ginaatteja tai natriumtdrkkelysglykolaattia, poreiluseok-
sia, vdriaineita, makeutusaineita, kostutusaineita, kuten
lesitiinis, polysorbaattia, lauryylisulfaatteja. Tdllaisia
valmisteita voidaan valmistaa tunnetulla tavalla, esimer-
kiksi sekoittamalla, granuloimalla, tabletoimalla, sokeri-

pddllystys- tai kalvopddllystysmenetelmilla.

Oraaliseen antamiseen tarkoitetut nestemdiset dispersiot
voivat olla siirappeja, emulsioita ja suspensioita. Siira-
pit voivat sisdltdid kantoaineena esimerkiksi sakkaroosia
tai sakkaroosia glyserolin ja/tai mannitolin ja/tai sorbi-
tolin kanssa. Erityisesti diabeetikkopotilaille tarkoitettu
siirappi voi sisdltd3 kantoaineina vain tuotteita, esimer-
kiksi sorbitolia, jotka eividt metabolisoidu glukoosiksi tai
jotka metabolisoituvat vain pienend mddrdnd glukoosiksi.
Suspensiot tai emulsiot voivat sisdltdd kantoaineena esi-
merkiksi luonnonkumia, agaria, natriumalginaattia, pektii-
nid, metyyliselluloosaa, karboksimetyyliselluloosaa tai

polyvinyylialkoholia.

Lihaksen sisdiseen injektointiin tarkoitetut suspensiot tai
liuokset voivat sisdltdd yhdessd aktiivisen yhdisteen kans-
sa farmaseuttisesti hyvdksyttdvdd kantoainetta, kuten ste-
riilid vettd, oliivi&ljyd, etyylioleaattia, glykoleita,
kuten propyleeniglykolia, ja haluttaessa sopivan mddrén
lidokaiinihydrokloridia. Suonensisdiseen injektointiin tai
infuusioon tarkoitetut suspensiot tai liuokset voivat si-
sdltdd kantoainetta, kuten steriili¥ vettd, joka on taval-
lisesti injektointivesi. Ne voivat olla kuitenkin edulli-
sesti steriilin, vesipitoisen, isotonisen suolaliuoksen
muodossa. Vaihtoehtoisesti esilld oleva yhdiste voi olla

kapseloitu liposomeihin.
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Seuraavat esimerkit valaisevat keksintoa:

Esimerkki 1: X06/15/458:n viljeleminen nestemdisessd vali-

aineessa

Kannan X06/15/458 ldhtOmateriaali generoitiin suspendoimal-
la kypsa vinopintaviljelmd, joka on kasvatettu MEA:ssa (2
% mallasuutetta, 1,5 % agaria), 5 ml:ssa 10-}%:ista glysero-
lin vesiliuosta. 1 ml tidtd suspensiota 1,5 ml:ssa kryoldd-
kepullossa kdsittda lahtdmateriaalin, joka siirrettiin -135
°C:n varastosta. Esiviljelmd valmistettiin sijoittamalla
aseptisesti 0,5 ml 13dhtOmateriaalia 10 ml:aan ravintoaine-
livosta S (1,5 % glyserolia, 1,5 % soijapapupeptonia, 1 %
D-glukoosia, 0,5 % mallasuutetta, 0,3 % NaCl, 0,1 % CaCO3,
0,1 % Tween 80, 0,1 % Junlon PW110 (toimittajat: Honeywell

and Stein Ltd., Times House, Throwley Way, Sutton, Surrey,
SM1 4AF, sdadettynd pH:hon 6) testiputkessa (25 mm x 200

mm), jota ravistettiin 240 rpm:ssd 4 pdivdd 25 °C:ssa.

Vialituoteviljelma valmistettiin sitten siirtdmdlld asepti-
sesti esiviljelmd 300 ml:aan ravintoaineliuosta S 21 Erlen-

meyer -pulloon ja inkuboimalla kiertoravistimessa 240

rpm:ssd 3 pdivdad 25 °C:ssa.

Tuotantoviljelmd generoitiin siirt8mdlld aseptisesti vali-
tuoteviljelmd 14 1l:n sekoitettuun fermentteriin, joka si-
sdlsi 10 1 ravintoaineliuosta P (2,38 % trehaloosia, 0,69
% hiivauutetta, 0,1 % karboksimetyyliselluloosaa, 0,1 %
Tween 80, 0,98 ¥ MES, sdaddettynd pH:hon 6). Astiaa sekoi-
tettiin 340 rpm:ssd ja se ilmastettiin 0,7 vvm:ssd. pH:ta
ei sdddetty vaan se pysyi alueella 6,0-7,0. Fermentoinnin
aikana fermentterid pidettiin vakioldmpdtilassa 25 °C. 7
pdivdn kuluttua fermentaatio pysdytettiin ja biomassa otet-

tiin talteen tuotteen uuttamista varten.

Suuremman mittakaavan fermentaatiot kdyttden 75 litran fer-
menttereitd suoritettiin seuraavasti. 40 ml:n esiviljelma
valmistettiin aiemmin kuvatusti (nelja 25 x 200 mm:n tes-
tiputkea) ja ne siirrettiin kukin 2 litraan ravintoaineliu-

osta S, joka on 3 litran fermentterissd. Astiaa sekoitet-
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tiin 500 rpm:ssid ja ilmastettiin 0,25 vvm:ssid. pH:ta ei
sdddetty ja ldmpdtila pidettiin 25 °C:ssa. 4 pdivédn kulut-
tua tdmd vdlituoteviljelmd siirrettiin aseptisesti 75 lit-
ran fermentteriin, joka sisdlsi 50 litraa ravintoaineliuos-
ta P. Astia ilmastettiin 0,5 vvm:ssd ja sitd sekoitettiin
350 rpm:ss3d ylldpitden liuenneen hapen paine >70 % koko
fermentoinnin ajan. pH:ta ei sdddetty vaan se pysyi vdlilla
6,0-7,0 ja ldmpdtila pidettiin vakiona 25 °C:ssa. 7 pdivédn
kuluttua fermentaatio pysdytettiin ja biomassa otettiin

talteen.

Esimerkki 2: Yhdisteen A uuttaminen ja puhdistaminen
14 ml fermentointilientd sentrifugoitiin ja huovasto (7344
g) uutettiin asetonilla (3 x 5 1). Uute konsentroitiin kui-

vaksi (8,0 g) ja liuotettiin uudelleen puhtaaseen metano-
liin. Puhdistaminen suoritettiin kd&dnteisfaasipreparatiivi-
sella HPLC:114 kdyttim#lli Waters Delta-Pak C18- (100 &,
15 ym) -pylvdstd (ID 10,0 mm, pituus 25,0 cm) ja 4 minuutin

liikkuvan faasin gradienttia (80-%:inen asetonitriilin ve-

siliuos, 12 ml/min virtausnopeus) nostaen lineaarisesti 20
minuuttiin (100 % asetonitriilid, 12 ml/min virtausnopeus).

Aallonpituuden monitorointi oli 280 nm:ssd.

17-18 minuutissa keridtty huippu alistettiin lisdpuhdistuk-
seen kidyttidmdlld samaa pylvdstd mutta 15 minuutin liikku-
van faasin gradienttia (40-%:inen asetonitriilin vesiliuos,
12 ml/min virtausnopues), joka nousi lineaarisesti 20 mi-

nuuttiin (100 % asetonitriilii, 12 ml/min virtausnopeus).

9-10 minuutin v&1ill3 ker&tty huippu oli kaavan II mukainen
seskviterpeeni, jossa Y on kaksoissidos. Yhdisteelld oli

seuraavat fysikaaliset piirteet:
Molekyylikaava: CppH3004 Molekyylipaino: 358

Liukenevuus kdsittdd metanolin, asetonin, etyyliasetaatin.

UV: [y, (nm) (€)]:
276.6 (4900) MeOH
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207.6 (30000) MeOH-KOH

311.2 (4100)

Massaspes.: [m/z (intensiteetti (%)]:
DEI 358 (M‘,IOO), 233 (55), 203 (15), 155 (20)

DCI (NHy) 359 (MH',100), 233 (10), 203 (20), 155 (20)

Suuren resoluution CI: 359.2270,
C24H3104 edellyttdd 359.2214

IR (KBr): [V in em’'):

3395.2, 2930.2, 1730.4

'H-NMR: [400 MHz, CD;0OD, & (m, J, posn)):
1.13 (3H, s, 3H-21), 1.14 (3H, s, 3H-20), 1.37 (1H, m,
H-10a), 1.51 (3H, §, 3H-19), 1.58 (1H, bddd, 13.2, 10.1,
6.8, H-10a), 1.72 (3H, s, 3H-22), 1.85 (1H, bdd, 13.0, 4.5,
H-6a), 2.08 (1H, bdd, 12.5, 7.1, H-%a), 2.22 (1H, bdd, 9.8,
5.2, H-11), 2.23 (1H, bdd, 11.6, 11.6, H-9b), 2.33 (1H,
bad, 12.7, 12.7, H-6b), 2.38 (1H, dd, 14.5, 9.9, H-2a),
2.70 (1H, bddd, 14.5, 2.2, 1.6, H-2b), 3.02 (1H, ddd, 7.8,
5.6, 1.5, H-17), 3.67 (1H, dd, 5.8, 5.8, H-13), 3.80 (1H,
dd, 9.3, 7.9, H-18a), 3.83 (1H, bdd, 6.0, 6.0, H-12), 4.03
(1H, bdd, 9.3, 1.5, H-18b), 5.17 (1H, m, H-7), 5.24 (1H,
dd, 15.9, 1.5, H-4), 5.32 (1H, d4d4, 15.9, 10.0, 2.2, H-3).

Bc-NMR: [100 MHz, €D,0D, & (m, posn)):
17.66 (g, C-22), 23.71 (g, C-19), 24.92 (g, C-20), 30.85

(g, €-21), 32.24 (t, €-10), 37.37 (t, C-9), 39.37 (s, C-5),
42.22 (d, c-13), 43.11 (t, C-6), 45.01 (d, C-11), 45.17 (t,

c-2), 48.97 (4, c-17), 70.86 (t, C-18), 83.70 (4, C-12),
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88.94 (s, C-1), 121.90 (d, €-3), 124.68 (d, C-7), 135.25
(s, C-15), 137.39 (s, C-8), 144.73 (4, C-4), 166.96 (s, C-

14), 200.99 (s, C-16).

Esimerkki 3: Yhdisteen B uuttaminen ja puhdistaminen

75 ml fermentointilientd sentrifugoitiin ja huovasto uutet-
tiin etyyliasetaatilla (5 x 10 1). Tdmi uute konsentroitiin
kuivaksi ja liuotettiin uudelleen metanoliin. Puhdistaminen
suoritettiin k&dnteisfaasipreparatiivisella HPLC:113 kayt-

tdmdl1l3 Waters Delta-Pak C18- (100 &, 15 um) -pylvdstd (ID
10,0 mm, pituus 25,0 cm) ja 5 minuutin liikkuvan faasin

gradienttia 80 %:ssa asetonitriilid (10 ml/min virtausno-
peus). Aallonpituuden monitorointi oli 280 nm:ssd. Yhdiste,
joka eluoitui 23-25 minuutin va1lilld, oli yhdiste B, kaavan
ITII mukainen seskviterpeeni, jossa R on H. Yhdisteelld oli

seuraavat fysikaaliset piirteet:
Molekyylikaava: Cp4H300¢g Molekyylipaino: 414

Liukenevuus kdsitti3 metanolin, etyyliasetaatin, klorofor-

min, asetonin.

Ui [l (nm) ()]
200 HPLC-liuotin (H2O-CH3CN)

268
368

277.0 (29500) MeOH

353.5 (3900)

285.8 (32100) MeOH-KOH

344.4 (3800)
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271.6 (47000) MeOH-TFA

324.8 (3400)

Massaspes.: [m/z (intensiteetti (%)]:

DEI 414 (M',100), 331 (45), 277(20), 211 (50)
DCI (NH,) 415 (MH®,100)

Suuren resoluution EI: 414.2059,

Cp4H300¢ edellyttdd 414.2034
211.0240, CgH70g edellyttdd 211.0240.

IR (KBr): [V in em’'):
3265, 2960, 2930, 2855, 1735, 1625

'H-NMR: [400 MHz, €DCly, § (m, J, posn)]:

1.4(t), 1.7(dd), 1.75(dd), 2.05(dd), 2.16(d+dd), 2.3(t),

2.4(dd), 2.7(dt), 4.9(d+td), 5.05(d+d), 5.2(dd), 5.25(dd).

Be-NMR: {100 MHz, CDCly, & (m, posn)]:

160.4,150,146.1,144.2,144,142.1,136,126o9'123~7:123:118-7:

86.9,84.3,72.3,43.5,41.4,40.7,38.2,37.7,29.4,28.2,24.2,

22.7,17

Esimerkki 4: Yhdisteen C uuttaminen ja puhdistaminen

75 ml fermentointilientd sentrifugoitiin ja huovasto uutet-
tiin etyyliasetaatilla (5 x 101). Tdmad uute konsentroitiin
kuivaksi ja liuotettiin uudelleen metanoliin. Puhdistaminen

suoritettiin kdanteisfaasipreparatiivisella HPLC:11l&d kayt-
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tdmalla Waters Delta-Pak PrepPak 3000 -panosta (C18, 100
&, 15 ym ID 47 mm, pituus 30,0 cm) ja 0,5 minuutin liikku-

van faasin gradienttia 80-%:isessa asetonitritriilin vesi-
liuocksessa (50 ml/min virtausnopeus) nostaen lineaarisesti
30 minuuttiin 100-%:isessa asetonitriilissd (50 ml/min vir-
tausnopeus). Yhdiste, joka eluoitui 18-19 minuutin valillad,
0li yhdiste C, kaavan II mukainen seskviterpeeni, jossa R
on H. Tamd huippu puhdistettiin edelleen kdyttamdlld samaa
pylvdstd mutta ilman 5 minuutin liikkuvan faasin gradient-

tia 30-%:isessa asetonitriilin vesiliuoksessa (50 ml/min

virtausnopeus) nostaen lineaarisesti 10 minuuttiin 15-%:i-
sessa asetonitriilin vesiliuoksessa (50 ml/min virtausno-
peus). T&td liuvotinkoostumusta pidettiin sitten 15 minuut-
tia 15-%:isessa asetonitriilin vesiliuoksessa (50 ml/min
virtausnopeus) ja nostettiin sitten lineaarisesti 5 minuu-
tin kuluttua 100 %:iin asetonitriilid (50 ml/min virtausno-
peus). Mielenkiinnon kohteena oleva huippu (yhdiste C) elu-
oitui 22-24 minuutin v&31ill3 t&mdn gradientin alaisena. Yh-

disteelld oli seuraavat fysikaaliset piirteet:
Molekyylikaava: Cz4H3(Os5 Molekyylipaino: 398

Liukenevuus kdsittdd metanolin, asetonin, etyyliasetaatin.
v (Auax (nm) (€) ]
270.6 (41700) MeOH

338.4 (3800)

209.3 (13300) MeOK-KOH
282.3 (41400)
326.4 (3200)
342.8 (3900)

390.0 (3000)

271.2 (52200) MeOK~-TFA

316.6 (4300)
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Massaspes.: [m/z (intensiteetti (%)]:

DEI 398 (M',100), 315 (90), 256 (100), 233 (95),
195 (40)

DCI (NH;) 399 (MH',100), 222 (10), 205 (90), 195 (20),
172 (70)

Suuren resoluution EI: 398.2093,
Cp4H3005 edellyttda 398.2085
IR (KBr): [V in cm’'):

3400 (sh), 3200, 2928, 1750, 1600, 1380

'H-NMR: [400 MHz, C,D,, verrattu 7,16 ppm:dan, § (m, J,
posn) J:

0.75*« (3H, s, 3H-23), 0.93*% (3H, s, 3H-22), 1.01 (3H,s, 3H-
21), 1.11 (1H, t, 11.7, H-10a), 1.40 (1H, bdd, 14.9, 7.§,
H-10b), 1.45 (3H, bs, 3H-24), 1.63 (1H, d4d, 13.0, 5.0, H-
6a), 2.05 (1H, bt, 11.5, H-6b), 2.10 (1H, m, H-2a), 2.11
(1H, m, H~%9a), 2.17 (1H, 44, 11.0, 3.8, H-11), 2.60 (1H, ¢t,
12.1, H-%b), 2.74 (1H, bd, 14.5, H-2b), 4.37 (1H, 44, 12.9,
1.6, H-20a), 4.44 (1H, dd4, 13.0, 3.2, H-20b), 4.59 (1H,
bdt, 11.2, 3.0, H-12), 5.01 (1H, d4, 15.8, 1.5, H-4), 5.11
(1H, 44, 15.8, 2.8, H-3), 5.15 (1H, bdd, 10.0, 3.2, H-7),

6.57 (1H, s, H-18).

Bc-NMR: [100 MHz, C,D,, verrattu 128,00 ppm:&&n, & (m,
posn) )¢
17.20 (g, C-24), 22.82 (g,C-21), 24.21* (g, C-23), 28.61

(t, ¢-10), 29.55* (g, C-22), 38.28 (t, C-9), 38.33 (s, C~
5), 41.44 (4, C-11), 41.93 (t, C-6), 43.98 (t, C-2), 75.35

(t, c-20), 85.28 (4, C-12), B6.75 (s, C-1), 108.49 (4, C-
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18), 120.05 (d, C€-3), 124.20 (d, C-7), 127.94 (s, C-13),
136.22 (s, C-8), 137.45 (s, C-19), 143.74 (d, C-4) 147.96

(s, C-14), 149.71 (s, C-15), 160.00 (s, C-17), 165.58 (s,

c-16).

Esimerkki 5: Yhdisteen A' uuttaminen ja puhdistaminen
X06/15/458:n biomassa kerdttiin suodattamalla, uutettiin
seuraavaksi asetonilla (25 ml) ja uute erotettiin biomas-

sasta suodattamalla. Asetoni poistettiin kiertohaihdutta-

malla ja jdljelle jEdnyt vesiliete pakastekuivattiin kumik-
si. Kumi liuotetttiin metanoliin (250 ml), suodatettiin,

haihdutettiin sitten (150 ml). N&yte kromatografoitiin
kd3&nteisfaasi-HPLC:114 kdyttden 47 x 100 mm C18 (oktadekyy-

lipiidioksidi) Delta-Pak -panosta 15 mikronin pakkauksel-
la. 10 ml/min virtausnopeutta kdytettiin gradientin ollessa
80 % vettd - 20 % asetonitriilid - 20 % vettd - 80 % aseto-
nitriilid@ 30 minuutin ajan. Yhdiste A havaittiin 278 nm:s-
sd. Aktiivinen fraktio kromatografoitiin uudelleen kayttaen
samaa pylvdstd ja virtausnopeutta gradientin ollessa 60 %
vettd - 40 % asetonitriilid - 35 % vettd - 65 % asetonit-
riili&d 40 minuutin ajan. Aktiivinen fraktio konsentroitiin
asetonitriilin poistamiseksi ja sitten se pakastekuivattiin

kiintedksi (yhdiste A, erd 1).

Lisdpuhdistaminen suoritettiin normaalilla faasikromatogra-
fialla kayttden leimahduspylvdstd (30 cm x 1,4 cm), Jjoka
tdytettiin 16 cm:n syvyyteen piidioksidigeelilld (MERCK,
230-400 meshid, partikkeli 0,040-0,063 mm) ja eluoitiin
isokraattisesti 40 %:1la heksaania - 60 %:1la etyyliase-
taattia - 1 %:1la etikkahappoa. Haihtuva liuotin poistet-
tiin lasketussa paineessa vdrittdman 6ljyn saamiseksi, jal-
jelle jadneen liuvottimen poistaminen pakastekuivaamalla
tuotti valkean kiteisen kiintoaineen (yhdiste A, erd 3).

Tuotetta varastoitiin pakastimessa kuusi viikkoa. Kiinto-
aineen kdidnteisfaasikromatografia suoritettiin varastoinnin
jdlkeen Prep 3000:1la kdyttden 25 x 100 mm:n panostusta
pakattuna Cqg-Nova-Pak HR:11% (6 mikronia). 20 ml/min vir-
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tausnopeutta kdytettiin gradientin ollessa 70 % vetta - 30
% asetonitriilia - 100 % asetonitriilid 20 minuutin ajan.
Yhdisteen A lisdksi erotettiin toinen polaarisempi yhdiste
ja se identifioitiin yhdisteen A 7,8 epoksidiksi, yhdis-
teeksi A'. Vaihtoehtoinen menetelmd yhdisteen A erottami-
seksi 7,8-epoksidistaan on Delta-Propin kayttdminen gradi-
entin ollessa 60 % vetta - 40 % asetonitriilia - 40 & vet-

ta - 60 % asetonitriilid 20 minuutin ajan.
Yhdisteen A' identifiointi suoritettiin vertaamalla UV-,

MS- ja NMR-datatietoja yhdisteestd8 A saatuihin vastaaviin

tietoihin (katso esimerkki 2).

Yhdisteen A' fysikaaliset piirteet ovat seuraavat:
Molekyylikaava: Cp2H3(0g Molekyylipaino: 374

Liukenevuus: MeOH (hyvid)

278 (metanoli

Massaspes.: tekniikka m/z intensiteetti (%)
CI MH* 375 100
MNH,* 392 2
EI M 374
219 20
153 40
43 100

I.R. (KBr): V in cm™': 3383 br, 2959 br, 1624, 1387.

1 o
H-N.M.R.: §/ppm in CD;0D : 1.13(3H,s), 1.29(3H,s),
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1.39(3H,s), 1.45(1H, m), 1.49(3H,dd), 1.53(2H,m),
1.82(1H,dd), 2.00(1H,m), 2.10(2H,m), 2.55(1H,m),
2.75(1H,m), 2.80(1H,m), 3.00(1H,m), 3.70(1H,ad),

3.75(1H,dd) 3.80(1H,dd), 5.55(2H,d).

13 :
C-N.M.R.: é/ppm in CD,0D : 200.7(Cy), 165.9(Cy,),

143.4(C,), 135.0(Cy), 122.6(Cy), B7.6(C,), 82.6(Cy,),

70.7(Cyg), 63.7(Cy), 62.3(C,), 47.6(Cy,), 44.9(C;), 42.1(C;),

41.4(C,) , 36.6(C5), 36.5(Cy), 31.2(C;), 27.4(Cy), 24.7(Cy),

23.1(Cy), 17.6(C,), 48.6(C,,) -liuottimen h&mértdmi.

Esimerkki 6: Yhdisteen E uuttaminen ja puhdistaminen
75 ml X06/15/548:n fermentointilientd sentrifugoitiin ja

huovasto uutettiin etyyliasetaatilla (5 x 101). T&m& uute

konsentroitiin kuivaksi ja liuotettiin uudelleen puhtaaseen
metanoliin. Puhdistaminen suoritettiin k&&nteisfaasiprepa-
ratiivisella HPLC:11d kdytt&m&dlla Waters Delta-Pak PrepPak
3000 -panosta (C18, 100 &, 15 um ID 47 mm, pituus 30,0 cm)
ja 40-%:isen asetonitriilin vesiliuoksen isokraattista
liikkuvaa faasia (40 ml/min virtausnopeus) 50 minuuttia,
mitd seurasi asetonitriilihuuhtelu 10 minuuttia. Yhdiste,
joka eluoitui 44-48 minuutin v&1illd, oli kohdeyhdiste E.
Aallonpituuden havainnointi asetettiin 200 nm:ssd. Tamd
huippu puhdistettiin edelleen kd&dnteisfaasipuolipreparatii-
visella HPLC:114 kidyttden Waters Delta-Pak-pylvdstd (C18,
100 &, 15 wm, ID 10,0 mm, pituus 25,0 cm) ja 55-%:isen ase-
tonitriilin vesiliuoksen isokraattista liikkuvaa faasia (15
ml/min virtausnopeus) 28 minuuttia, mitd seurasi asetonit-
riilihuuhtelu 10 minuuttia. Yhdiste, joka eluoitui 23-28
minuutin v&1ill1%, oli kohdeyhdiste E. Aallonpituuden ha-

vainnointi asetettiin 200 nm:ssd.
Yhdisteelld E oli seuraavat fysikaaliset piirteet:

Molekyylikaava: CpgaH3004 Molekyylipaino: 370
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Liukenevuus: metanoli, etyyliasetaatti

ov: (., (am) (¢) liuotin]
213.4 24400 MeOH
230.0, 7500
277.3 9200
215.6 6900 MeOH-KOH
228.2, 5400
286.1 5200
Massaspes.: [m/z (intensiteetti (%)]:
EI: 370 (M°, 2%), 167 (80), 166 (100)
DCI (NHy): 371 (MH', 30%), 205 (100), 167 (100), 149 (40),

135 (25), 123 (40), 121 (30), 109 (40)

IR (KBr): [V 4in em’'):

3333.4, 2932.2, 2862.7, 1720.7, 1622.3, 1496.9, 1381.2
+<y

1329.1, 1286.7, 1167.1

TH-NMR: [400 MHz, CgDg/CD30D (verrattu CD30OD:hen 3,40

ppm:ssd) § (m, J, posn)]):
0.86" (3H, s, 3H-22), 1.07° (3H, s, 3H-21), 1.26 (3H, 8,
3H-20), 1.36 (1H, 4d, 13.6, 11.3, H-10a), 1.62 (3H, bs, 3H-
23), 1.68 (1H, m, H-10b), 1.75 (1H, m, H-6a), 2.09 (1H, dd,
9.8, 8.6, H~11), 2.21 (1H, t, 12.3, H-6b), 2.27 (1H, dd,
2.7, 7.1, H-%a), 2.34 (1H, dd, 14.5, 10.3, H-2a), 2.70
(1H, bt, 11.7, H-9%b), 2.84 (1H, dt, 14.5, 2.1, H=-2b), 4.81

(1H, 44, 11.4, 1.2, H-19a), 4.88 (1H, bddd, 1b.2, 2.3, 1.5,
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H-12), 5.02 (1H, ddd, 11.3, 2.5, 0.9, H-19b), 5.19 (1H, dd,
15.9, 1.7, H-4), 5.24 (1H, bddd, 11.9, 4.5, 1.2, H-7), 5.33

(1H, d&dd, 15.9, 10.3, 2.4, H-3), 6.64 (1H, bs, H-17).

13C-NMR: [100 MHz, CgDg/CD30D (verrattu CD3OD:hen 49,00

ppm:ssd), § (m, posn)]:

17.8 (g, C-23), 22.20 (g, C-20), 24.11" (g, C=22), 29.56
(t, ¢-10), 30.32" (g, c-21), 38.33 (s, C-5), 38.55 (t, C-
9), 42.12 (t, C-6), 43.72 (d, C-11), 43.89 (t, C-2), 73.50
(t, ¢c-19), 83.12 (4, Cc-12), 86.05 (s, C-1), 101.43 (d, C-
17), 119.23 (s, C-13), 121.10 (d, C-3), 123.84 (d, C-7),
131.08" (s, C€-15), 131.08" (s, C-18), 136.89 (s, C-8),
140.31 (s, C-14), 143.02 (d, C-4), 147.54 (s, C-16).

¥, **¥: merkinndt voivat vaihdella keskendin

Esimerkki 7: Yhdisteen F valmistaminen ja identifioiminen

Esimerkissd 6 kuvatun yhdisteen liuosta metanolissa alis-

tetaan ilmahapetukseen, jota kiihdytet&&n lisddmallad yli-

mddrd NaIOg4:a.

Yhdisteen puhdistaminen suoritetaan k3&dnteisfaasiprepara-
tiivisella HPLC:11d kdyttden Waters Delta-Pak-pylvdsta
(c18, 100 &, 15 ym, ID 10,0 mm, pituus 25,0 cm) porrastetun
gradienttiliuottimen ollessa 25-%:inen asetonitriilin vesi-
liuos (12 ml/min virtausnopeus) 5 minuuttia, joka nostetaan
85-%:iseksi asetonitriilin vesiliuokseksi (12 ml/min) 35
minuutin aikan. Yhdiste, joka eluoitui 30-32 minuutin v&-
1i1134, oli kohdeyhdiste F. Aallonpituuden havainnointi

asetettiin 200 nm:sséd.
Yhdisteelld F oli seuraavat fysikaaliset piirteet:

Molekyylikaava: C3Hpg0y4 Molekyylipaino: 368
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Liukenevuus: metanoli

ov: (Ao (nm) (€) 1liuotin]
204 CH3CN:H2O-hplc-liuotin
> 300
482

VH-NMR: [400 MHz, CD3/OD (verrattu CD30D:hen 3,40 ppm),
10 & (m, )

6.03 (1H, bs), 5.24 (1H, dd, J=1.8, 15.9), 5.07 (1H, bdd,
J=3.4, 10.9), 5.00 (1H, ddd, J=2.5, 10.6, 15.9), 4.79 (1H,

g 94, J=1.2, 15.6), 4.65 (1H, dd, J=2.2, 15.5), 4.55 (1H, d,
$.7), 2.63 (1H, dt, J=2.1, 14.8), 2.44 (1H, dd, J=10.5,
14.7), 2.27 (2H, m), 2.11 (1H, dd, J=7.2, 12.9), 1.88 (1H,
d, J=9.0), 1.77 (1H, m), 1.65 (3H, s), 1.50 (1H, bt,

20 J=11.0), 1.27 (3H, s), 1.07 (3H, s), 1.04 (3H, s).

13c-NMR: [100 MHz, CD30D (verrattu CD30D:hen 49,00

ppm:ssd), delta (m)]:

25
124.25 (d), 120.6 (d), 114.37 (d), 88.75 (s), 81.63 (),

71.91 (t), 43.40 (t), 42.68 (t), 42.58 (t), 39.19 (s),
38.96 (t), 30.52 (g), 30.22 (t), 24.50 (g), 21.90 (q),

30 17.21 (q).

Esimerkki 8: Esilld olevien yvhdisteiden testaaminen bentso-

diatsepiinireseptoriin sitoutumistestissa

35 Reseptoriuute o0li raaka synaptosomaalinen valmiste, joka
oli eristetty hd3rdn aivokuoresta Lang et al:n menetelmdlli
(FEBS Lett., 104 149-152, 1979). Reseptoriin sitoutuminen
mddritettiin kdyttdmdlld O'Beirne ja Williamsin kuvaamaa

modifikaatiota (Eur.J.Biochem, 175, 413-421, 1988) Brae-
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strupin ja Squiresin menetelmdstd (PNAS 74 3805-3809,
1977). Reseptorivalmistetta inkuboitiin 50 mM:ssa Tris/C1,
pH 7,4, yhdisteen A ja [3H]—flunitratsepaamin (agonisti)
kanssa lopullisessa konsentraatiossa 1 nM. Sitoutunut ra-
dioligandi kerdttiin lasikuitusuodattimille ja mitattiin
nestetuikelaskennalla. Mitdan spesifistd sitoutumista ei

mddritetty korvaamalla ligandi Diazepamilla (1 wul).

Sitoutumistiedot kiinnitettiin yhteen tai kahteen paikka-
malliin painotetulla ei-lineaarisella regressioanalyysilléd
kdyttden tietokoneohjelmaa LIGAND (Munson and Rodbart: Ana-
lytic Biochem 107 220-239, 1980) ja EBD (McPherson-Computer
Prog. in Biomed. 17 107-114, 1983).

Edelld kuvattu menetelmd toistettiin kdyttidmdllad esimer-
keissd 3 ja 4 vastaavasti kuvattuja yhdisteita B ja C sekad

kdyttdmdllsd myds yhdistettda D, joka on yhdisteen A natrium-

suola.

IC-arvot mddritettiin myds vastaavasti esimerkeissda 5-7

kuvatuista yhdisteistd A', E ja F.
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Saadut tulokset olivat seuraavat:

Taulukko 1: Bentsodiatsepiinin bentsodiatsepiiniresepto-

riin sitoutumisen inhibointi esilli olevilla

yhdisteill¥
Yhdiste Konsentraatio Inhibointi, )3 Ic
A 93uM 107 40nM
28 106
9 99
3 93
930nM 92
2890 80
93 65
28 44
9 35
3 11
B 177uM 78 SuM
53 92
18 82
5 ) 69
2 53
530nM 42
177 36
53 21
18 21
o 242uM 88 20uM
80 77
24 54
8 35
2 12
800nM 9
240 -3
) 80 9
D 100uM 92 10nM
50 103
10 100
5 98
1 86
500nM 81
100 65
50 70
10 45
5 45
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A’ 2.sx10'56 M 104 85nM
9.3x10° 103
2.8x10°° 85
9.3x10°7 83
2.8x1077 79
9.3x10°8 51
2.8x10°% 32
9.3x107° 19
2.8x107° 8
E 9.5):10'55 M 104 500nM
4.8x10° 101
9.5x10° 93
4.8%10°° 88
9.5x10°7 65
4.8%x10°7 52
9.5%x10°8 42
4.8%x10°° 37
9.5x%10°° 27
4.8%x10°° 22
F 2.7x1o"5 M 94 3.0uM
9.0x10° 89
2.7x10°° 77
9.0x10°° 65
2.7x10°° 48
5.0x1077 41
2.7x10°7 33
9.0x10°8 27
2.7x10°8 24
5.0x10°° 15
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Esimerkki 9: Farmaseuttinen koostumus

Seuraavalla tavalla voidaan valmistaa tabletteja, jotka

painavat kukin 0,15 g ja sisdlt&dvdt 25 mg jotakin esilld
olevaa yvhdistettd:

10000:een tablettiin tarkoitettu koostumus
esilld oleva yhdiste (250 g)

laktoosi (800 g)

maissitdrkkelys (415 g)

talkkijauhe (30 g)

magnesiumstearaatti (5 g)

Esilld oleva yhdiste, laktoosi ja puolet maissitdrkkelyk-
sestd sekoitetaan. Sitten seos pakotetaan 0,5 mm meshin
seulan ldpi. Maissitd3rkkelystd (10 g) suspendoidaan lampi-
mddn veteen (90 ml). Saatu tahna granuloidaan jauheeksi.
Granulaatti kuivataan ja jauhetaan hienoksi 1,4 mm meshin
seulalla. Jdljelle jd&dnyt mddrd tdrkkelystd, talkki ja mag-
nesiumstearaatti l1is&t&8n, sekoitetaan varovasti ja tydste-

tddn tableteiksi.
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Patenttivaatimukset

Seskviterpeenin, jolla on kaava I:

10

(1)
15
jossa sekd __a__ ettd____ b on yksdissidos tai toinen on
ykééissidos ja toinen on kaksoissidos,
A muodostaa yhdessd __a__:n ettd____b :n ja hiiliato-

mien, Jjoihin se on kiinnittynyt, Xkanssa renkaan, Jjoka on

valittu seuraavista:

OK

-

(a) (b) 0

OH

jossa R on H tai OH

OH
(¢) @ iJa (4d)
OH ’

ja Y on kaksoissidos tai, kun A on edelld mdidritetty rengas
(a), Y on joko kaksoisidos tai muodostaa yhdessd hiiliatomien,

joihin se on kiinnittynyt, kanssa epoksidikytk&ksen,
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No -~ , tai sen farmaseuttisesti tai eldinlddketieteel-
lisesti hyvdksyttdvan suolan valmistusmenetelmd,
tunnettu siitsd, ettd nmenetelmid kasittda (1)

X06/15/458:ksi (IMI 354451) nimetyn sienikannan tai sen mu-
tantin, joka tuottaa Kkaavan (I) mukaista seskviterpeenid,
fermentoimisen hiilen, typen Jja ei-orgaanisten suolojen
lihteessd, (ii) mainitun seskviterpeenin eristdmisen fer-
mentointivdliaineesta, (iii) kaavan I mukaisen seskviterpeenin,
jossa A on rengas (c), hapettamisen haluttaessa kaavan I
mukaiseksi seskviterpeeniksi, jossa A on rengas (d) ja ja/tai
(iv) mainitun seskviterpeenin muuttamisen haluttaessa

farmaseuttisesti tai eldinlddkinndllisesti hyvdksyttdvaksi

suolakseen.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t un ne t t u
siitd, ettd valmistettavalla seskviterpeenilld on kaava II:

II

jossa -Y- on kaksoissidos tai muodostaa yhdessd hiiliatomien,
joihin se on kiinnittynyt, kanssa epoksidikytkdksen o~ ,

‘tai sen farmaseuttisesti tai eldinlddkinndllisesti hyvdksyttava

suola.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t unnet tu

siitd, ettd valmistettavalla seskviterpeenilld on kaava III:



II1T

24 CHs
jossa R on H tai OH, tai sen farmaseuttisesti tai eldinl&a-

kinndllisesti hyvdksyttdvd suola.

4, Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t un ne t t u
siitd, ettd valmistettavalla seskviterpeenilld on kaava IV:

20

25

30

35

jossa X on

tai

J

20

/4

Iv
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tai farmaseuttisesti tai eldinlddkinndllisesti hyvdksyttédva

suola.

5. Farmaseuttisen tai el&dinlddkinndllisen koostumuksen
valmistusmenetelmd, t unne t tu siitd, ettd se kdsittdad
farmaseuttisesti tai eldinld&dkinndllisesti  hyvdksyttdvan
kantoaineen tai laimentimen formuloimisen aktiivisena aineena

toimivan patenttivaatimuksen 1 mukaisen yhdisteen kanssa.

6. Menetelmd X06/15/458:ksi (IMI354451) nimetyn Acremonium
strictum -sienikannan tai sen mutantin, joka tuottaa patent-
tivaatimuksessa 1 mddritettyd kaavan I mukaista seskviter-
peenid, fermentoimiseksi, tunnettu siitd, ettd se
kd3sittdd mainitun X06/15/458:ksi nimetyn kannan tai sen
mutantin fermentoimisen hiilen, typen ja ei-orgaanisten suo-

lojen ldhteessa.
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