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Menetelmd spasmolyyttisesti aktiivisen koostumuksen val-

mistamiseksi,JGLa-'°jK/7 )A*““JO

Tami keksintd kohdistuu menetelmddn spasmolyyttisesti aktii-
visen koostumuksen valmistamiseksi, joka koostumus kdsittdid
seskviterpeenilaktonia sisdltdvdn uutteen kasvista Tanacetum
parthenium. Tdmd koostumus tai valmiste on kdyttdkelpoinen
hoidettaessa migreenid ja erilaisia niveltulehdus- ja keuhko-

putkitiloja.

Migreenin esiintymistiheyden sanotaan olevan noin 12 % vies-
t6std. Sen tarkkoja syitd ei ole mddritelty, mutta mddrdtty-

j& elementtejd sen aiheuttamisessa on hyvin dokumentoitu.

Sellaisia hermoneste- ja paikallisia hormooni- {autakoidi) -
tekijditd kuin noradrenaliinia, 5-hydroksitryptamiinia (sero-
toniinia), histamiinia ja prostaglandiineja liittyy migree-

niin, wvaikuttaen todenndkdisesti aivoverisuonitasolla.

On olemassa paljon todistetta, joka viittaa siihen ettd hdi-
rid verisuonen halkaisijassa liittyy migreeniprosessiin.
Raporteissa on siten havainnollistettu supistuminen aivo-
kuoriverisuonissa, jota seuraa laajennus migreenikohtauksen
aikana. Verisuonien supistumisen uskotaan johtuvan amiinin,
kuten noradrenaliinin vapautumisesta neuroneista ja 5-hydr-
oksitryptamiinin vapautumisesta verihiutaleista. Histamiinia
vapautuu myds sydttdsoluista ja silld on tdrked osa migree-
nimuunnoksessa, jota kutsutaan "rypdlepddnsdryksi" (migreeni-
hermos&rky) . La&kkeitd, joilla on noradrenaliinia, 5-hydrok-
sitryptamiinia ja histamiinia vastustava vaikutus, kdytetddn
kaikkia migreenin oireiden lie?ittémiseen. Nayttdd siitd
ettd prostaglandiineja (PG) kuten PGE,, PGE, r PGI, (pros-
tasykliini) ja tromboksaani A2 ovat mukana seuraa siitd
tosiasiasta, ettd ei-steroidiset tulehduksenvastaiset lddk-
keet kuten aspiriini, jonka toiminta perustuu prostaglan-
diinien svnteesin ehkdisemiseen, ovat erittdin tehokkaita
migreenin sekd nrofylaktiseen ettd akuuttiin hoitoon.



Mitd tulee niveltulehdustilojen syihin viittaa ei-steroi-
disten tulehduksenvastaisten ld8kkeiden, kuten aspiriinin
tai indometasiinin prostaglandiinisynteesid vaimentava
vaikutus voimakkaasti siihen, ettd prostaglandiinit ovat
tulehdusta valittdvid tekijoitd ainakin nivelreumassa.
Prostaglandiinin tapaista ainetta on l&dsnd koe-eldinten
tulehdusnesteissd. E-prostaglandiinit ovat alhaisina pi-
toisuuksina erittdin tehokkaita muiden agonistien kuten
histamiinin, 5—hydroksitryptamiininja}plasmakiinien (esim.
bradykiinin) tuskaa tuottavia ominaisuuksia, kuten myOs
muita tulehdusvaikutuksia kuten lisd&ntynyttd verisuonien
ldpdisevyyttd, punoitusta, valkosolujen akkumulaatiota ja

verihiutaleiden aggregoitumista tehostavia aineita.

Potilailla joilla on keuhkoputkiastma ja pitk&llinen keuh-
koputken tulehdus k&rsivdt lddhdtyskohtauksista ja hengi-
tysvaikeuksista. Namd johtuvat keuhkoputken supistumisesta
seurauksena bronkiaalisen siledn lihaksen kouristuksesta
tai tahmeista eritteistd tai vield tavallisemmin ndiden
kahden yhdistelmdstd. Ei olla tdysin selvilld keuhkoputken
supistumisen tarkoista syistd astmassa, mutta uskotaan

ettd siihen liittyyv sisdsyntyisid hermoneste- ja autakoi-
disia kouristusta aiheuttavia aineita, kuten asetyylikolii-
nia, 5-hydroksitryptamiinia (serotoniinia), histamiinia,
joitakin prostaglandiineja ja leukotrieenejd. Allergisia
reaktioita sisddnhengitetyssd pSlyssd oleville aineille

tai ruuasta absorboiduille aineille voi ilmetd keuhkoput-
ken supistumisena’ tai nokkosihottumana tai vesiemulsion luhistumi-—
sena, jonka histamiinin tai muiden sisdsyntysten aineiden

vapautuminen aiheuttaa.

Lddkkeitd, joilla on spasmolyyttinen vaikutus, kuten amino-
fylliinia kdytetddn keuhkoputkikouristuksen hoitoon. His-
tamiinin vastaisesti vaikuttavia l&&dkkeitd kdytetddn mySs
astmassa Jja huohotukseen sekd muihin allergiailmi&ihin

kuten heindnuhaan liittyviin oireisiin.



Monia vuosia on ollut tiedossa, ettd seskviterpeenilaktoneja
esiintyy kasveissa, esimerkiksi Compositae-heimossa (katso
Yoshio, Mabry ja Timmermann, "Sesquiterpene Lactones, Che-
mistry, NMR and Plant Distribution", University of Tokyo
Press 1973).

Ndistd kasveista Tanacetum parthenium (aikaisemmin kutsuttu
Chrysanthemum parthenium'iksi ja yleisesti kutsuttu tarha-
pdivdnkakkaraksi) on kasvilddketieteessd esitetty mahdolli-
sesti tehokkaana hoitona migreeniin, kun sit& sydtidin. Mitdin vakavaa
ld8ketieteellistd tutkimusta téstd migreggihoidosta ei ilmei-
sesti ole julkaistu eikd mitenkdédn ole pohdiskeltu mikd aines-
osa tai ainesosat kasvista liittyisivdt t&hdn kyseiseen

tehoon.

Monta vuotta sitten ilmoitettiin, ettd seskviterpeenilak-
toneja, parthenolidia ja santamariinia voidaan uuttaa tarha-
pdivinkakkarasta kdyttden petrolieetterid ja kloroformia
/katso Sorm at al., Coll. Czech. Chem. Comm,, (1961), 26,

803 ja Romo et al., Tetrahedron, (1965), 21, 1741/.

Ndissd julkaisuissa ei ollut mit&d8n mainintaa mistddn mahdol-

lisesta seskviterpeenilaktonien l&dkekdytdstd.

Jokin aika sitten on mySs ilmoitettu, ettd pathenolidilla
ja useilla muilla seskviterpeenilaktoneilla on jotakin solu-
myrkkyaktiviteettia Liee et al., Cancer Research, (1971),
31, 1669). Tdssd artikkelissa ei kuitenkaan ole mitddn viit-
tausta siihen, ettd seskviterpeenilaktoni tai sit8 sis&lt&vi
uute voi olla kdyttdkelpoinen hoidettaessa migreenid, nivel-

tulehdusta tai keuhkoputkivaivoja.

Vastikddn on osoitettu, ettd midrdtyt seskviterpeenilaktonit
ovat tehokkaita karrageenin aiheuttaman turvotuksen ja kroo-
nisen apuaineen aiheuttaman niveltulehduksen ehkdisevid ai-
neita jyrsijdisséd LEatso Hall, Starnes, Lee ja Waddell, J.
Pharm. Sci., (1979), §§,5317. Tdssd artikkelissa ei kuitenkaan

ole mitd8n viittausta siihen, ettd mill&&n seskviterpeeni-



4

laktonilla olisi farmaseuttista wvaikutusta mit&&n wvaivaa

vastaan, puhumattakaan migreenid vastaan.

Tarhapdivdnkakkara-ainesta toistuvasti selektiivisesti
uuttamalla ja testaamalla uutteita laajasti in vitro biolo-
gisen aktiivisuuden suhteen, erityisesti kouristusta lau-
kaisevan vaikutuksen suhteen siledn lihaksen testeissd, on
ylladtt8en havaittu, ettd m8dr&dtyilld 18snd oleviin seskvi-
terpeenilaktoneihin kuuluvilla yhdisteilld on ominaisuuksia,
jotka vahvasti viittaavat siihen, ettd ne ovat tehokkaita
migreenin hoidossa. T&m& on erityisen yll&ttdvasd, koska
muutamien tdllaisten yhdisteiden esiintyminen kasvissa on
ollut tunnettua monta vuotta ja silti kirjallisuudessa ei
ole miss&ddn selostettu tai ehdotettu, ettd niilld olisi
mit&an kayttokelpoista aktiviteettia migreenid wvastaan.
Ainakin joissakin ndissd tarhapdivdnkakkaran kayttod koske-
vissa raporteissa migreenin hoidossa ehdotetaan lis&ksi
vesipitoisen uutteen ottamista kasvista "teend". T&m& viit-
taisi siihen, ettd@ seskviterpeenilaktonit eivat olisi aktii-
visia ainesosia, koska ne hyvin epdtodenndkdisesti uuttau-

tuisivat kasvista tdlld menetelmdalla.

Nayttdsd siltd, ettd tdllaiset yhdisteet ovat todenndkdisesti
myds tehokkaita hoidettaessa ei ainoastaan migreenid vaan
myos keuhkoputkiastmaa sekd@ niveltulehdustiloja, kuten
nivelreumaa, luuniveltulehdusta ja sentapaisia niveltuleh-
duksia. Tdmd ei ollut ennustettavissa Lee et al:n (ks. yllé&)
raportoimasta tdysin toisentyyppisestd solumyrkyllisyysakti-

viteetista.

Esilld olevalla keksinntlld aikaansaadaan menetelmd spasmo-
lyyttisesti aktiivisen koostumuksen valmistamiseksi, joka
koostumus kdsittdd seskviterpeenilaktonia sisdltdvadn uutteen
kasvista Tanacetum parthenium (jota t&std ldhtien kutsutaan
"tarhap&ivénkakkaraksi"), jolle menetelm&lle on tunnusomais-
ta se, etta

(a) suspendoidaan mainitun kasvin kuivien lehtien osasia

6ljyyn, joka on tyydyttynyt tai tyydyttym&tdn Cig.ps5-hiili-
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vety, tyydyttynyt tai tyydyttym&tdn C;p.p5-rasvahappo,
mainitun rasvahapon polyoksietyloitu johdannainen tai maini-
tun rasvahapon rekonstituoitu glyseridi tai esteri,

(b) annetaan 6ljyn uuttaa kuivista lehdist& seskviterpeeni-
laktonia sisdltédvd uute, jolloin saadaan seos, jossa on
6ljyyn liuvennutta, seskviterpeenilaktonia sis&ltdvda uutetta
ja kuivien lehtien osasia, joka seskviterpeenilaktonia
sisdltdva uute sisdltdsd seskviterpeenilaktonin partenoli-
giﬁ§pasmolyyttisesti aktiivisena aineosana, ja

(25 joko poistetaan seoksesta kuivien lehtien osaset tai
lisdtddn seokseen stabiloimisaine pysyvdn suspension muodos-
tamiseksi, jossa on kuivien lehtien osasia 6ljyssd, jolloin
molemmissa tapauksissa saadaan spasmolyyttisesti aktiivinen

koostumus.

Mainittu 6l1ljy voi esim. olla kaupasta saatava kasvis- tai
eldintljy, kuten kookostljy, soijapapudljy tai kaladljy.

Esillad oleva keksintd perustuu p&dasiassa kolmeen yllatta-

vdaan havaintoon, nimitta&in etta

(a) aineita, joilla on erityisen toivottava biologinen
aktiivisuus, voidaan uuttaa tarhapédivankakkarasta kadyttéden
ei-polaarista liuvotinta, joka on farmaseuttisesti hyvaksyt-
tava 6ljy; ainakin joissakin tarhap&iv&nkakkaran kdyttod
koskevissa raporteissa migreenin hoidossa ehdotetaan vesipi-

toisen uutteen ottamista kasvista "teeni".

(b) aktiivinen aineosa on seskviterpeenilaktoni; tarhapai-
viankakkarassa on useita muita yhdisteit&, joihin biologinen

aktiivisuus olisi voinut perustua;

(c) seskviterpeenilaktonit ovat spasmolyyttisesti aktiivi-
sia; on olemassa aikaisempia raportteja, joiden mukaan
tietyt seskviterpeenilaktonit ovat biologisesti aktiivisia
ja on ennustettu, ettd niilld on niveltulehdusta estévia
ominaisuuksia jyrsijdille annettuina, mutta aikaisemmin ei

ole esitetty, ettd mill&dan tarhapadivankakkarassa clevilla
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seskviterpeenilaktoneilla olisi spasmolyyttistd aktiivisuut-
ta. Spasmolyyttisen vaikutuksen merkitystd selitetddn seu-

raavassa.

Tunnetaan useita l&&8keaineita, jotka spesifisesti vastusta-
vat tiettyjéd kemikaalien vaikutuksia, joita kemikaaleja
kutsutaan agonisteiksi, joita muodostuu kehossa ja jotka
liittyvat tiettyjen sairauksien oireisiin, eli jokin anta-
gonisti inhiboi tietyn agonistin, mutta ei inhiboi raken-

teellisesti erilaista agonistia.

Suhteellisen harvat lddkeaineet vastustavat useiden erilais-
ten agonistien vaikutuksia. Namd ei-selektiiviset antagonis-
tit tunnetaan spasmolyyttisind aineina, koska sileitd lihak-
sia sisdltédvissd elimissd ne inhiboivat (laukaisevat) usei-

den erilaisten agonistien aiheuttaman kouristuksen.

Koska seskviterpeenilaktonia sis8ltdv&11& uutteella tarha-
paivankakkarasta on t&dllainen spasmolyyttinen aktiivisuus,
uskotaan, ettd tdllaiset uutteet, sen lis8ksi ettd@ ne ovat
tehokkaita niveltulehdusta wvastaan, myds ovat tehokkaita
muita sellaisia sairauksia vastaan, jotka liittyvdt agonis-
tien vapautumiseen, kuten keuhkoputki-, astma- ja erikoises-

ti migreenisairaudet.

Seskviterpeenilaktonipitoisia uutteita voidaan aikaansaada
sekoittamalla kuivattuja, jauhettuja tarhapdiv@nkakkaraleh-
ti8 mainitun 6ljyn kanssa ja jadttamdlld seos seisomaan niin,
ettd uvuttautuminen voi tapahtua. Vaihtoehtoisesti voidaan
kuiva jauhe perinpohjaisesti uuttaa 6l1jylld esim. Soxhlet-

laitteessa.

Seskviterpeenilaktoniluokkia, jotka kédsitt&dvat sellaisia
yvyhdisteitd, jotka todenndkdisesti ovat tehokkaita migree-
nid, astmaa ja/tai niveltulehdustiloja vastaan, ovat germa-
kranoliit ja guajanolidit, pseudoguajanolidit mukaanluet-

N

tuna, erityisesti sellaiset sekskviterpeenilaktonit,
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joiden laktonirenkaassa on a-metyleenisubstituentti. Uute

voi sisdltdd useita tdllaisia seskviterpeenilaktoneja.

Erds germakranolidi, joka voidaan uuttaa tarhap&divdnkakka-

rasta on parthenolidi, jolla on kaava




ja on havaittu, ettd timi vyhdiste ja uutteet tarhapéivén—
kakkarasta, jotka siti sisdlt&vdt, ovat erityisenmfbdenné—

kbéisesti tehokkaita migreenid, astmaa ja erilaisia niveltu-

lehdﬁstiloja vastaan.

Toinen germakranolidi ja sitd sisdltivit tarhapaivdnkakkara-
uutteet, jotka on hvaittu tehokkaiksi, voidaan kuvata kaa-

valla i

(5)

Ta 3s

4a

6a

Tdmi yhdiste on saatu uuttamalla tarhapdivdnkakkarasta ei-

olaarisella liuvottimella, j= —Fasta eris-
p J/vj;u”l'ﬁfb- 7%'},, (_-

tetty. Sitd enkutsuttu "chrysanthemoniiniksi”. Néyttaa sil-
td, ettd yhdiste&éké el ole selostettu missddn kirjallisuu-

dessa.

Chrysanthemoninia on myds hydrolysoitu, jolloin on saatu

yhdiste, jolla on kaava %&
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(6)

On ennustettu, kuten alla selostetaan, ettd nidmd ovat eri-

tyisen tehokkaita yhdisteitéd.

Erityisid guajanolideja ja niitd sisdltdvid tarhapdividnkakka-

rauutteita, jotka todenndkbisesti ocat tehokkaita, ovat ne,

-l

joilla on kaava
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N&mi yhdisteet on aikaansaatu uuttamalla tarhapdivdnkakka-
raa ei-polaarisella liuottimella ja niitd ei ilmeisesti ai-
kaisemmin ole eristetty. Niitd kutsutaan "partholideiksi”

(3) ja "chrysanthemolidiksi" (4). N&dyttdd siltd, ettd ndita

yvhdisteitd ei aikaisemmin kirjallisuudessa ole selostettu.

Erds toinen mielenkiintoinen guajanolidi, joka on uutettu tar-

hapidivdnkakkarasta, on chrysartemiini A, jolla on kaava



On myds havaittu, ettd tadm& yhdiste ja sitd sis&ltavéat
tarhapdivankakkarauutteet ilmeisesti ovat tehokkaita mig-

reenid, astmaa ja niveltulehdustiloja vastaan.

Koska germakranolidit, esim. dimeerit ja trimeerit, sis&dltéa-
vdt useamman kuin yhden germakraaniryhmé&n, joissa kussakin
edullisesti on yksi tai useampi funktionaalinen substituent-
ti, ovat ne, ndin uskotaan, todenndkdisesti tehokkaampia
kuin yhden ainoan germakraaniryhmén sis&8lt8vd&t germakranoli-
dit. Ndin ollen on ennustettavissa, ettd niitd@ voidaan antaa
pienempind annosmddrind vastaavan vaikutuksen aikaansaami-

seksi.

Samoin guajanolidit, joilla on moninkertainen funktionaali-
suus, kuten ne, joilla on happifunktionaalisuus 10-asemassa,
ovat, ndin uskotaan, todenndkdisesti tehokkaampia kuin
sellaiset guajanolidit, joilla ei ole t&llaista moninker-

taista funktionaalisuutta.

Erityisen edullisia germakranolideja ovat edelld selostettu
trimeerinen chrysanthemoniini (5) ja siit&d hydrolysoimalla

saatu dimeeri (6).

Erityisen edullisia guajanolideja ovat edelld m&&riteltyjen
kaavojen (3') ja (4) partholidi ja chrysanthemolidi.

Esilléd olevan keksinn®n mukainen seskviterpeenilaktonipitoi-
nen uute tai valmiste voidaan aikaansaada tarhapdivankakka-

rasta sekoittamalla kasvin kuivattuja, jauhettuja lehtia
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6ljyn kanssa suspension muodostamiseksi ja antamalla seoksen
seistd, niin ettd seskviterpeenilaktonit saavat uuttautua

kasvista.

Suspensio voidaan sen jdlkeen stabilisoida kdyttden sopivia
kiinteitd rasvaseoksia ilman tai mehildisvahan tai muiden

mineraalivahojen, kolloidaalisen piioksidin, selluloosajoh-
dannaisten, kuten karboksimetyyliselluloosan ja/tai luonnon-
kumien, kuten agarin ja ksantaanin, tédrkkelysten, tédrkkelys-
johdannaisien ja muiden sopivien hiilihydraattien kanssa,

ilman kostutusaineita, kuten sorbitaanirasvahappoja ja lesi-

tiinid tai niiden kanssa.
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Keksinndn mukaisesti valmistettua valmistetta voidaan antaa
sellaisenaan, so. kasvisuutteen muodossa, mutta se sekoite-
taan tavallisesti farmaseuttisesti hyvdksyttdvédn tdyteaineen

kanssa.

Kun uute on aikaansaatu muodostamalla stabiili suspensio
kuivatusta, jauhetusta tarhapdivdnkakkaran lehdestd 6ljyssé,
voidaan valmiste muodostaa kapseloimalla suspensio joko
hermeettisesti suljettuun yhtd kappaletta olevaan pehme&an
kuoreen tai kahdesta kappaleesta muodostuvaan kovakuoriseen
gelatiinikapseliin, joka edustaa yhtd annosyksikk®td, edulli-
sesti 0,25-200 mg tarhap&diva&nkakkaralehted.

Vaihtoehtoisesti voidaan kuivattu, jauhettu tarhapdivankak-
kara jéttda seisomaan 6ljyyn niin kauaksi, esim. 14 p&divak-
si, ettd uuttautuminen tapahtuu ja sen jalkeen se suodate-

taan uuttoliuoksen aikaansaamiseksi.

Suspensio tai uuttoliuos voidaan sekoittaa pinta-aktiivisten
aineiden tai niiden seosten kanssa, kuten polyoksietyleeni-
rasvahapposorbitaaniesterien, mono- ja diglyseridien ja
asetyloitujen glyseridien kanssa itse emulgoituvien jarjes-

telmien aikaansaamiseksi.

Migreenin hoitamiseksi voidaan valmisteita antaa suun kautta
ja ne ovat tavallisesti tablettien tai nestesuspensioiden

muodossa.

Aktiivisen ainesosan annos voi olla 0,25-200 mg p&divassa.
Yleensd 0,25-20 mg pdivdssd on riittdva, mutta akuutin
migreenikohtauksen tai sen sukuisen h8irién hoidossa on

optimaalinen annostusalue korkeampi, noin 2-200 mg pdivéssa.

Sitd annetaan parhaiten suun kautta tablettina, kapselina
tal nestesuspensiona lddkd&rin mddr&dmé&nd p&ivdannoksena
tai sd&dnndllisend annoksena. Yhden annoksen tulisi olla

tehokas, mutta voidaan uudistaa tarvittaessa. Voi kuitenkin
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syntyd tapauksia, jolloin sitd@ parhaiten annetaan peré&puik-

kona.

Suun kautta antamista varten sekoitetaan valmiste jonkin
tavanomaisen tabletointi- tai kapselointikantajan kanssa
tai minkd tahansa suun kautta annettavaksi hyvadksytyn myr-
kytttmé&n nestemdisen kantajan kanssa suspensioksi. Halutta-
essa voidaan l&ddke aikaansaada kapseloidussa muodossa vii-

vastynyttd vapautumista varten pidemm&n ajanjakson aikana.

Esillada olevan keksinntn mukaisesti valmistettu valmiste on
todennikdisesti erittdin tehokas (a) hoidettaessa klassista
ja tavallista migreenid, (b) hoidettaessa paddhermonsarkyéa
(rypédlepédénsarkyd) ja (c) hoidettaessa kuukautisia edeltédvaa

ja kuukautisten aikaista migreenid ja muita p&ddnsarkyja.

Valmisteet ovat todenndkdisesti kayttdkelpoisia y11ld mainit-
tua tyyppid olevan pddnsdryn ehkdisyssd, jolloin se tehok-
kaasti v@hentdd kohtauksien taajuutta, ankaruutta ja kestoa.
Niiden pitédisi tehokkaasti vd@hentdd t&llaisiin kohtauksiin
liittyvdd pahoinvointia ja oksetusta tai pahoinvointia ja
oksetusta erillisind oireina. Niitd voidaan todenn&kdisesti
myds kayttda edelld mainittua tyyppid olevan padnsdryn
dkillisten kohtausten hoitamiseksi niiden keston, ankaruuden

ja niihin liittyvien oireiden v&hentédmiseksi.

Tarkkaa syytd valmisteiden tehokkuuteen migreenin hoidossa
ei tunneta, mutta arvellaan ettd migreenihdiridissd@ ja
niihin liittyviss& tiloissa aivoverensuonet reagoivat vaih-
televasti elosyntyisiin amiineihin ja prostaglandiineihin,
joita vapautuu paikallisesti tai verenkiertojdrjestelm&aén.
Taman olettamuksen perusteella uskotaan, ettd esilléd olevan
keksinndn mukaisesti valmistetun valmisteen vaikutukset
migreenin hoidossa johtuvat verisuonen sile&n lihaksen
solukalvojen stabilisoitumisesta, mikad johtaa elosyntyisten
amiinien ja prostaglandiinien aiheuttaman vaikutuksen suo-

raan ehkdisyyn tai vahenemiseen tai epdsuoraan vaikutuk-
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seen, Kkun ndiden aineiden vaikutukset estyvdt kallonsisdi-

siin verisuonihermoihin.

On havaittu, ettd esilléd olevan keksinntn mukaisesti valmis-
tetut valmisteet salpaavat hermonestevdlittdjien ja auta-
koidien, kuten asetyylikoliinin, noradrenaliinin, 5-hydrok-
gitryptamiinin, histamiinin, bradykiinin ja prostaglandiinin
E, vaikutuksia sile8dn lihakseen. Uutteiden krooninen anta-
minen marsuille aiheuttaa lis&ksi progressiivisen alenemisen
ndiden siledn lihaksen reaktiivisuudessa 5-hydroksitrypt-
amiiniin ja histamiiniin. T&llaisia testej&d voidaan tosiaan-
kin suorittaa mddrdtylle valmisteelle sen todenndkdisen

tehokkuuden md&rittédmiseksi migreenin hoidossa.

Niveltulehdusten hoidossa keksinndn mukaisesti valmistettuja
valmisteita voidaan antaa suun kautta tai per&suoleen ja

ne ovat edullisesti tabletin, kapselin, perdpuikon tai
nestesuspension muodossa. Aktiivisen ainesosan annos voi
olla 0,25-200 mg p&divassd. Yleensd 0,25-20 mg pdivdssd on
riittdvd, mutta nivelreuman tai siihen liittyv&n haitan
akuuttikohtauksen hoidossa on optimaalinen annos suurempi,

noin 2-200 mg p&ivassi.

Sitd annetaan parhaiten suun kautta tablettina tai nestesus-
pensiona pdivittédisannoksena tai s&dnndllisesti 1l&&kdrin
mAdraamdlla tavalla. Yhden annoksen pit&isi olla tehokas,
mutta se voidaan uudistaa tarvittaessa. Voi kuitenkin esiin-
tvd sellaisia olosuhteita, ettd sitd annetaan parhaiten

perdpuikkona.
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Esilld olevan keksinndén mukaisesti valmistetun valmisteen
tehokkuus ilmenee (a) nivelreuman hoidossa, (b) luu-niveltu-
lehduksen hoidossa ja (c) Felty'n oireyhtymd@an, Still'in
tautiin, systeemiseen punahukkaan, valtimoiden kyhmytuleh-
dukseen, ihon kovettumatautiin, kihtiin, mahansuun kouris-
tukseen, Crohn'in tautiin, krooniseen luomatautiin, selk&-
rangan niveljdykistymddn, sarkoidoosiin, psoriasikseen ja

tippuriin liittyvén niveltulehduksen hoidossa.

Valmisteet ovat ilmeisesti kayttdkelpoisia edelld mainittu-
jen niveltulehduksien ehkdisyyn, ollen tehokkaita kohtauksi-
en taajuuden, ankaruuden ja keston vahent&djia. Yhdisteita
voidaan myds kdyttdd edelld mainittujen niveltulehduksien
akuuttien kohtauksien hoidossa niiden keston, ankaruuden

ja niihin liittyvien oireiden v&hent&miseksi.

Ndiden aineiden todenngkdisen tehon tarkkaa syytd niveltu-
lehduksen hoidossa ei tunneta, mutta arvellaan, ettd nivel-
reumassa ja siihen liittyvissd8 tiloissa nivelten ympédrilla
vapautuu prostaglandiineja ja muita aineita, kuten histamii-
nia, 5-hydroksitryptamiinia ja bradykiinid. Prostaglandiinit
tehostavat muiden aineiden kipua tuottavia ominaisuuksia.
Tdmdn oletuksen perusteella oletetaan, ettd keksinndn mukai-
sen valmisteen todenn&k&iset vaikutukset niveltulehdustilo-
jen hoidossa voivat johtua niiden prostaglandiinin, hista-
miinin, 5-hydroksitryptamiinin ja bradykiinin vastaisista

vaikutuksista.

On havaittu, ettd keksinndtn mukaisesti valmistetuilla val-
misteilla on merkitté&vi& kouristusta laukaisevia vaikutuksia
hyvin monia siledlihasta kouristavia aineita vastaan. Siten
ne salpaavat histamiinin, 5-hydroksitryptamiinin, bradykii-
nin ja prostaglandiinin E,) vaikutuksia. Siten ne vaikuttavat
useimpien sellaisten aineiden farmakologisiin wvaikutuksiin,
joiden vé@itetd&dn valittdvdn kroonista tulehdusta. On havait-
tu, ettéd tédllaisia testejd voidaan suorittaa md&rdtylle
valmisteelle sen todenndkéisen tehokkuuden mésrittimiseksi

nivelreuman ja niihin liittyvien tilojen hoidossa.
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Astman hoitamiseksi voidaan keksinntén mukaisesti valmistet-

tuja valmisteita antaa suun kautta tai perédsuoleen.

Aktiivisen ainesosan annostus voi vaihdella 0,25-200 mg:n
valilla paivassd. Yleensd 0,25-20 mg pdivdssd8 on riittava,
mutta hoidettaessa astman tai siihen liittyvd@n hdiridn
akuuttia kohtausta on optimaalinen annos yleensd korkeampi,

noin 2-200 mg p&ivésséE.

Sitd annetaan parhaiten suun kautta tablettina tai kapselina
tai nestesuspensiona pdivittdisannoksena tai sddnndllisesti
ladkéarin maddrddamalla tavalla. Yksi annos voi olla tehokas,
mutta se voidaan uudistaa tarvittaessa. Joissakin olosuh-

teissa voi kuitenkin olla parasta antaa sitd perdpuikkona.

Tamé&n keksinndn mukaisesti valmistetun valmisteen tehokkuus
ilmenee (a) keuhkoputkiastman hoidossa, (b) keuhkoputken
kurouman hoidossa, joka liittyy pitkdlliseen keuhkoputken
tulehdukseen, (c) allergisissa yliherkkyysilmidissd, kuten
heindnuhassa ja anafylaksiassa vapautuvaan histamiinin

lijittyvien oireiden hoidossa.

Tarkka syy ndiden aineiden ehdotettuun tehokkuuteen astman
ja muiden allergisten reaktioiden hoidossa perustuu niiden
kykyyn ehkdist& tai inhiboida lukuisten sis@isyntyisten
aineiden, kuten asetyylikoliinin, histamiinin, 5-hydroksi-
tryptamiinin, bradykiinin ja prostaglandiinien aiheuttamaa
sile&n lihaksen kouristusta, jotka aineet kykenevdt vapautu-
maan paikallisesti tai verenkiertojarjestelm@én. Siten
esilla olevan keksinndn mukaisesti valmistetun valmisteen
erinomaiset vaikutukset Kkeuhkoputken kuroutuman hoidossa
voivat johtua siledn lihaksen solukalvojen stabilisoitu-
misesta, mikd johtaa elosyntyisten amiinien, prostaglandii-
nien ja polypeptidien aiheuttaman vaikutuksen suoraan inhi-
bitioon tai vd@henemiseen tai epdsuoraan vaikutukseen, kun
ndiden aineiden vaikutukset keuhkoputkilihaksistoon ja/tai

limaa eritt8viin soluihin johtaviin hermoihin estyvét.
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On havaittu, ettd keksinnt6n mukaisesti valmistetut valmis-
teet salpaavat asetyylikoliinin, 5-~hydroksitryptamiinin,

histamiinin, prostaglandiinin E) ja bradykiinin aiheuttamia
siled&n lihaksen kouristuksia (supistuksia). Itse asiassa

on todettu, etta tdllaisia kouristusta laukaisen aktivitee-
tin testejd voidaan suorittaa md&r&dtylle valmisteelle, sen
todenndkdisen tehokkuuden m8&rittémiseksi keuhkoputkihdiri-

0iden hoidossa.

Esill3d olevan keksinndén mukaisesti valmistettujen valmistei-

den uuttoa tarhapdivédnkakkarasta kuvataan esimerkeissd 1-3.

Tutkittaessa tarhapdivdnkakkarasta saatavaa uutetta on

uuttoaineena kdytetty petrolieetteris, joka ei ole keksin-
nén mukainen uuttoaine. T&116in seskviterpeenilaktonipitoi-
nen uute tai valmiste voidaan aikaansaada tarhapaivdnkakka-

rasta seuraavasti.

Tarhapdividnkakkaran lehti& pakastekuivataan ja jauhetaan sen
jédlkeen. Kuivaa jauhetta uutetaan perinpohjaisesti Soxhlet-
laitteessa orgaanisella liuottimella, esim. petrolieetteril-
14, joka kiehuu v&lilla 60/40°C. Uute haihdutetaan kuiviin
ja kromatografoidaan, esim. piigeelikolonnilla. Kolonnin
eluointi suoritetaan liuottimella, jonka polaarisuus nousee,
esim. alkaen 100 %:sesta petrolieetteristsd, joka kiehuu
vdlilla 60/40°C ja paattyen 40 %¥:seen metanoliin klorofor-
missa. Jakeita otetaan talteen ja yhdistetd&n sopivalla
tavalla niiden ohutkerroskromatografointia silm&ll& pitden.
YE%&gtettyjen jakeiden kouristusta laukaisevaa vaikutusta
testataan, kuten jaljempd&nd on selostettu. Ne jakeet, jotka
<;g§ggg;g; 100 %:sesti ehk&disevdn agonisteja jaetaan viela
alijakeisiin. N&ita alijakeita g;g;%gggp sen jalkeen. Aktii-
viset ainesosat voidaan mahdollisésti eristad jatkopuhdis-
tuksen j&dlkeen (tavallisesti preparatiivinen ohutkerros-
kromatografia). Puhtaat yhdisteet voidaan uudelleenkiteyttas
sopivista liuottimista ja analysoida spektroskooppisilla
menetelmilld, esim. 1H NMR-, CNMR-, massaspektroskopialla,
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infrapunaspektroskopialla tai ultarviolettispektroskopial-

la.

Tdllaisten valmisteiden uuttoa tarhapdivadnkakkarasta ja
niiden tehokkuutta havainnollistetaan seuraavassa yksityis-

kohtaisemmin viitaten oheiseen piirustukseen.

Oheisessa piirustuksessa on esitetty uutto- ja eristysmene-
telmd, joka alkaa tarhapdivd@nkakkaran petrolieetteriuutosta.

Piirustuksessa "PTLC" tarkoittaa "preparatiivista ohutkerros-
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kromatografiaa™, luvut edustavat yhdistettyjé jakeita, esi-
merkiksi 1-8 ja uudet yhdisteet ja seokset on ilmaistu seu-

raavilla koodeilla:

DJ 156a - ylld olevan kaavan (3)' partholidi
DJ 177b - ylld olevan kaavan (4) krysanthemolidi
DJ 140a - ylld olevan kaavan (5) krysanthemonfﬁi
DJ 140a H2 - ylld olevan kaavan (6) yhdiste

DJ 6la - pitk&ketjuinen rasvahappoesteri

DJ 192a - parthenolidin ja mddrittelemdttOmdn terpeenin
seos.

DJ 125a - rasvahappoesterien seos

DJ 179%9al - mahdollisesti reynosiinin, krysartemiinin A ja
uuden seskviterpeenilaktonidihydroreynosinin seos.

DJ 179c - kompleksinen seskviterpeenilaktoni, joka sisdltdd

o-metyleeni-y-laktonia.

1. Yleisid vksityiskohtia

A. Kromatografia

(a) Adsorbentteja

Kaikkeen kromatografiaan kdytettiin adsorbenttina piigeelid.
KolOnnikrbmatografiafiaan kdytetty piigeeli oli Kieselgel

60 (Merck) ja ohutkerroskromatografiaan (TLC) Kieselgel G
(Merck) ja Kieselgel GF,cy (Merck) . TLC-levyja rutiinity65~
kentelyd, sekd analyyttistd ettd preparatiivista varten,
valmistettiin sekoittamalla 15 g Kieselgel G ja 15 g Kiesel-
gel GF,ey 60 ml:n kanssa tislattua vettd. Lietettd suihku-
tettiin 0,25 mm:n paksuisena kerroksena 20 x 20 cm:n lasile-
vyille. Levyt kuivattiin avoimessa ilmassa ja aktivoitiin
sen jdlkeen 105°C:ssa tunnin ajan. Hopeanitraatilla impreg-
noituja levyjd valmistettiin sekoittamalla 30 g Kieselgel G
60 ml:n kanssa 10 %:sta paino/tilavuus hopeanitraattiliuosta
tislatussa vedessd. Lietettd suihkutettiin kerroksena, kuten
edelld.

(b) Liuotinjdrjestelmid

Kolonnien eluointiin ja TLC-levyjen kehittdmiseen kdytetyt

liuvuottimet on yksildity sopivissa osissa.
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(c) Ainesosien havaitseminen TLC-levyilld

Lyhytaaltoista ultraviolettivaloa (254 nm) ja suihkutusta
20 %:sella tilavuus/tilavuus rikkihapolla tislatussa vedessi,
jota seuraa kuumennus 105°C:ssa 10 minuutin ajan, kédytettiin

ainesosien toteamiseen.

B. Infranpunaspektri

Saatu kiinteind filmeind, Nujol-harsoina, kloroformiliuoksi-

na tai KBr-levyind kdyttden Unicam SP 200 spektrometriid.

C. Ultraviolettispektrit

Otettu spektroskooppisessa etanolissa 1 cm:n pituudelta kdyt-
tden Perkin-Elmer Lambda 3 UV/VIS-spektrofotometrii.

D. Sulamispiste

Otettu Electrotermal-sulamispistelaitteella ilman korjausta.

E.  Vety-1l ydinmagneettiset resonanssispektrit

Mitattu 400 MHz:ssd& kdyttden Bruker WH 400-spektrometrid tai
200 MHz:ssd Nicolet NT 200-spektrometrilld deuteroklorofor-
missa kdyttden tetrametyylisilaania (TMS) sisdisend standar-

dina.

FP. Hiili-13 ydinmagneettinen resonanssispektri

Mitattu 100,6 MHz:ssd kdyttden Bruker WH 400-spektrometrid
deuterokloroformissa kdyttden tetrametyylisilaania sisdisend

standardina.

Sekd lH ettd 13C—resonanssit on annettu § (TMS 6 0,0) ja seu-
raavia lyhenteitd on kéytetty: s, singletti; d, dubletti;
t, tripletti; g, kvartetti; m, multipletti ja J, kytkentdvakio.

G. Massaspektrit

Mitattu AEI MS 902~-massaspektrometrilld, jolla on suuri erot-
telukyky tai VG Micromassa 1l6S-spektrometrilld 18 tai 70
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eV:ssa, joissa suora tuloldmpdtila oli v&lilld 180°cC ja
240°C.

2. Tanacetum partheniumin uutto petrolieetterilld (kiehumisalue
40-60°C)

5,8 kg Tanacetum parthenium'in lehtid otettiin talteen tam-

mikuussa 1980 Chelsea Physic Garden'ista, Royal Hospital

Road, Lontoo SW3 ja pakasteluivattiin kdyttden Chemical
Laboratory Instruments'in SB4 pakastekuivainta. Kasvin kui-
vattujen maanpddllisten osien todistuskappale tallennettiin
Chelsea Collegen museoon. Pakastekuivattujen lehtien paino
putosi 82,8 % kuivatessa) jolloin saatiin lopulliseksi painok-
si 1 kg. Ndmd jauhettiin ja uutettiin perinpohjaisesti
Soxhlet~laitteessa petrolieetterilld, jonka kiehumispistealue
oli 40-60°C, 7 pdivdn ajan. Uute haihdutettiin kuiviin k&yt-
tden pydrivdd haihdutinta alennetussa paineessa, jolloin saa-

tiin keltainen &ljymdinen jddnnds, joka painoi 44 g.

3. Petrolieetteriuutteen kouristusta laukaiseva vaikutus

50 mg petroliuutetta testattiin sen kouristusta laukaisevan
aktiviteetin suhteen kdyttden asetyylikoliinia (Ach), 5-
hydroksitryptamiinia (5-HT) ja histamiinia agonisteina, kuten

alla on selostettu.

200-300 g painavia marsuja tapettiin iskulla pddhdn. Ldhin
sykkyrédsuoli leikattiin pois ja 2-3 cm:n pituuksia puhdistet-
tiin ja suspendoitiin Krebs'in liuokseen (NaCl 118,4, KCl1l 4,7,
CaCl2 2,5, MgSO4 1,2, KH2P04 1,2, NaHCO3 25 ja glukoosia

11,5 mmoolia/l) 37°C:ssa, jonka l4pi jatkuvasti kuplitettiin
seosta, jossa oli 95 % 02:ta ja 5 % COZ:ta. Sykkyradsuolipi~-
tuuksista mitattiin pituussuuntaiset supistukset isometrises-
ti. Log (annos) versus vaikutus-kdyrdt mitattiin asetyyli-
koliinille, 5-hydroksitryptamiinille ja histamiinille, josta
otettiin ja annettiin EDSO—annokset toistuvasti, kunnes saa-
tiin tasainen vaikutus. Antagonisti, so. petroliuute liuo-
tettiin sen jdlkeen mahdollisimman pieneen middrddn dimetyyli-

sulfoksidia ja siitd valmistettiin 10_4 g/ml:n pitoisuus
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Krebs'in liuosta. T&mi lis&dttiin sykkyrdsuolta sisdltdvdan
kylpyyn ja jdtettiin 30 minuutiksi seisomaan. Perusteellisen
pesun jdlkeen Krebs'in liuoksella jdljelld olevan antagonis-
tin poistamiseksi, mitattiin agonistien vaikutuksen kudokseen

ja prosentuaalinen muutos lakettiin.

Vertailukoe suoritettiin t&dysin samalla tavoin, paitsi etta
antagonisti jdtettiin pois. (Tdmd oli olennaista, koska kd-
sittelemdttomdn kudoksen jéttéminen seisomaan 30 minuutiksi
lisd3d usein sen herkkyyttd ulkosyntyiselle agonistille).

Petroliuute ehk&isi 100 %:sesti kolmea agonistia.

4, Petrolieetteriuutteen raakaerotus

1,25 g petroliuutetta otettiin ja kromatografoitiin piigeeli-
kolonnilla (50 g) 1ldsnd@ olevien ainesosien ja erotusasteen
tutkimiseksi. suurmittakaavatutkimukseen ndhden. Tédmd koemit-
takaavatutkimus osoittautui tyydyttédvdksi ja siten 40 g pet-
roliuutetta asetettiin kolonniin, jossa oli 1,2 kg piigeelid
sekoitettuna lietteeksi petrolieetterin kanssa, kp. 40-60°C.
200 ml:n suuruisia jakeita otettiin talteen. Jakeet tutkit-
tiin TLC:114 ja vhdistettiin sopivalla tavalla (katso piirus-
tusta) .

Kolonnin liuotineluointi ja yhdistettyjen jakeiden painot

on esitetty taulukoissa 1 ja 2.
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Taulukko 1

Petrolieetteriuutteen kolonnikromatografian liuotineluointi

Jakeiden
lukumdédra v Liuotin
1 - 24 petrolieetteri, kp. 40-60°C
25 - 36 1,0 %:sta tilavuus/tilavuus etyyliasetaattia
petrolieetterissé
37 - 50 2,5 %$:sta tilavuus/tilavuus etyyliasetaattia
petrolieetterissa
51 - 65 5,0 %:sta tilavuus/tilavuus etyyliasetaattia
petrolieetterissd
66 - 95 7,5 %:sta tilavuus/tilavuus etyyliasetaattia
petrolieetterissa
96 - 112 10,0 %:sta tilavuus/tilavuus etyyliasetaattia
petrolieetterissi
113 - 118 25,0 %:sta tilavuus/tilavuus etyyliasetaattia
A petrolieetterissé
119 - 166 50,0 %:sta tilavuus/tilavuus etyyliasetaattia
petrolieetterissa
167 - 174 75,0 %:sta tilavuus/tilavuus etyyliasetaattia
petrolieetterissd
175 - 180 etyyliasetaattia
181 - 185 1,0 %:sta tilavuus/tilavuus kloroformia etyyli-
asetaatissa .
186 - 188 5,0 %:sta tilavuus/tilavuus kloroformia etyyli-
asetaatissa
189 - 192 10,0 %:sta tilavuus/tilavuus kloroformia etyyli-
, asetaatissa :
193 - 195 25,0 %:sta tilavuus/tilavuus kloroformia etyyli-
‘ asetaatissa
196 - 201 50,0 %:sta tilavuus/tilavuus kloroformia etyyli-
asetaatissa
202 - 217 kloroformia.
218 - 237 10,0 %:sta tilavuus/tilavuus metanolia kloro-
formissa
238 50,0 %:sta tilavuus/tilavuus metanolia klorofor-

missa
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Taulukko 2
Petrolieetteriuutteen kolonnikromatografian yhdistettyjen

jakeiden painot

Yhdistetyt jakeet Paino % kokonaisuudesta
(jakeiden (pySritetty ensim-
lukumddrd) (grammoissa) mdiseen desimaaliin)

1l - 8 2,995 7,5
9 - 26 ’ 2,692 : 6,7
27 - 50 0,380 1,0
51 - 61 5,850 13,7
62 - 170 1,170 2,9
71 - 74 ‘ 0,230 0,6
75 - 80 0,700 1,8
81 - 84 1,800 4,5
85 - 86 0,764 1,9
87 - 92 2,380 6,0
93 - 101 1,520 3,8
102 - 111 1,878 4,7
112 - 118 1,409 3,5
119 - 123 1,743 4,4
124 - 143 7,625 19,1
144 - 176 2,059 5,2
177 - 200 0,796 2,0
201 - 228 1,646 4,1
229 - 238 2,046 5,1
39,633 98,5

5. Petrolieetteriuutteen yhdistettyjen jakeiden kouristusta

laukaiseva vaikutus

Petroliuuton yhdistetyt jakeet testattiin kouristusta laukai-
sevan vaikutuksen suhteen, kuten on selostettu ylld olevassa

osassa 3. Tulokset on esitetty taulukossa 3.
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Taulukko 3
Petrolieetteriuuton yhdistettyjen jakeiden kouristusta lau-

kaiseva vaikutus, testattu 10_4 g/ml:n pitoisuudessa

Jakeet n:o Ach:n 5-HT:n Histamiinin

prosentitaalinen inhibiitio

i- 8 0 0 0
9 - 26 0 0 0
27 - 50 20 31 33
51 - 61 . 89 160 96
62 - 70 26 32 26
71 - 74 55 87 50
75 - 80 91 100 100
81 - 84 0 0 0
85 - 86 12 27 26
87 - 92 5 42 39
93 - 101 60 86 79
102 - 111 58 62 66
112 - 118 20 42 35
119 - 123 84 97 97
124 - 143 91 100 100
144 - 176 100 100 100
177 - 200 81 100 100
201 - 228 50 57 46
6. Tanacetum parthenium'in uutto kloroformilla

Kasviainesta, 950 g, jota sitd ennen oli uutettu petroli-
eetterilld, kp. 40-60°C, uutettiin perinpohjaisesti klorofor-
milla Soxhlet-laitteessa 9 pdivdd. Uute haihdutettiin kuiviin
alennetussa paineessa kdyttden pydrivdd haihdutinta alenne-
tussa paineessa, jolloin saatiin vihred Gljymdinen jddnnds,

joka painoi 46 g.

7. Kloroformiuutteen kouristusta laukaiseva vaikutus

50 mg kloroformiuutetta testattiin kouristusta laukaisevan
vaikutuksen suhteen, kuten edelld (katso ylld oleva osa 3),

Saatiin kolme agonistia inhiboiduksi 100 %:sesti.
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8. Kloroformiuutteen raakaerotus

4,5 g kloroformiuutetta kromatogtafoitiin piigeelikolonnilia
(120 g) ldsnd olevien ainesosien ja erotusasteen tutkimisek-
si suurmittakaavatutkimusta silmdlld pitden. Otettiin 100 ml:
suuruisia jakeita ja yhdistettiin sopivasti TLC:n suhteen.
Kolonnin liuotineluointi ja yhdistettyjen jakeiden painot

on esitetty taulukoissa 4 ja 5.

Taulukko 4

Kloroformiuutteen kolonnikromatografian liuotineluointi

Jakeet n:o Liuotin

1 -12 50,0 ¢ tilavuus/tilavuus etyyliasetaattia
petrolieetterissa

13 - 16 75,0 & tilavuus/tilavuus etyyliasetaattia
petrolieetterissa

17 - 27 etyyliasetaattia

28 - 32 10,0 & tilavuus/tilavuus kloroformia etyyli-
asetaatissa

33 - 36 20,0 % tilavuus/tilavuus kloroformia etyyli-
asetaatissa

37 - 40 50,0 % tilavuus/tilavuus kloroformia etyyli-
asetaatissa

41 - 45 kloroformia

46 - 54 10,0 % tilavuus/tilavuus metanolia kloroformissa

o0

55 - 62 25,0
63 - 68 50,0

o0

tilavuus/tilavuus metanolia kloroformissa

tilavuus/tilavuus metanolia kloroformissa
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Taulukko 5

Kloroformiuuton kolonnikromatografian yhdistettyjen jakeiden

paino
Yhdistetyt jakeet Paino b kgkgnaisuudestg
(pybristetty ensim-
(jakeet n:0) (grammoina) mdiseen desimaaliin)
1 - 2 0,429 9,5
3 - 4 0,417 9,3
5 - 6 0,171 3,8
7 - 8 0,097 2,2
9 - 12 0,201 4,5
13 - 18 0,362 8,1
19 - 22 0,273 6,1
23 - 25 0,410 9,2
26 - 39 0,264 5,9
40 - 54 0,940 20,9
55 - 68 0,805 17,9
4,369 97,4

Kloroformiuutteen yhdistettyjen jakeiden kouristusta laukai-

‘'seva vaikutus
Kloroformiuutosta saatujen yhdistettyjen Jjakeiden kouris-

tusta laukaiseva vaikutus testattiin, kuten on selostettu
y1lld olevassa osassa 3. Tulokset on esitetty taulukossa 6.
Mikd4d jae ei antanut 100 %:sta antagonismia kaikkiin kolmeen
agonistiin eikd niitd sen vuoksi tutkittu enempdd farmakolo-
gisen aktiviteetin suhteen. Uute jakotislattiin kuitenkin
uusien yhdisteiden eristdmiseksi siind toivossa, ettd nama
olisivat avuksi aktiivisten yhdisteiden rakenteellisessa

selvittimisessi petrolieetteriuutteista;



30

Taulukko 6
Kloroformiuutosta saatujen yhdistettyjen jakeiden kouristus-

ta laukaiseva vaikutus, testattu pitoisuudessa 1074 g/ml

Prosentuaalinen inhi-

Jakeet n:o Ach biitio Histamiini
ST 5oy
1 - 2 9 0 26
3 - 4 46 50 100
5 - 6 91 ‘ 94 93
7 - 8 60 65 78
9 - 12 52 54 63
13 - 18 22 33 80
19 - 22 0 0 0
23 - 25 0 0 0
26 - 39 43 32 16
40 - 54 48 47 35
55 - 68 23 37 14

Petrolieetteriuutosta saatujen jakeiden 144-175 (A) tutkimi-
.nen
Petroliuutosta saadut jakeet 144-176 ehk&disivdt 100 %:sesti

kolmea agonistia Ach, 5-HT ja histamiinia pitoisuudessa
A=l
10 g/ml.

A Jakeiden 1144-176 (A) lisderotus

Ndmd jakeet (1,959 g) kromatografoitiin piigeelikolonnilla

(40 g). Otettiin 100 ml:n jakeita ja yhdistettiin sopivalla
tavalla referenssin kanssa TLC:td varten. Kolonnin liuotin-
eluointi ja yhdistettyjen jakeiden paino on esitetty taulu-

koissa 7 ja 8.
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Taulukko 7
Petrolieetteriuuton jakeiden 144-176 (A) kolonnikromatogra-

fian liuvotineluointi

Jakeet n:o Liuotin

A 1 - 7 heksaani

A 8 - 25 10 & tilavuus/tilavuus etyyliasetaattia
heksaanissa

A 26 - 50 20 & tilavuus/tilavuus etyyliasetaattia

, heksaanissa

A 51 - 65 40 % tilavuus/tilavuus etyyliasetaattia
heksaanissa

A 66 - 78 60 % tilavuus/tilavuus etyyliasetaattia
heksaanissa

A 79 - 85 etyyliasetaatti

A 86 kloroformi

Taulukko 8

Petrolieetteriuuton jakeiden 144-176 (A) kolonnikromatografian

vhdistettyjen jakeiden painot

Paino . % kokonaisuudesta

Jakeet n:o (grammoissa) (1 desimaalin tarkkuudella)
A 1 - 7 0,022 1,1 .

A 8- 9 0,014 0,7

A 10 - 18 0,017 0,9

A 19 - 24 _ , 0,048 2,5

A 25 - 29 0,096 4,9

A 30 - 34 0,211 10,8

A 35 - 36 0,146 7,5

A 37 - 38 0,102 5,2

A 39 - 46 0,262 13,4

A 47 - 52 0,177 9,0

A 53 - 58 0,218 11,1

A 59 - 65 0,267 13,6

A 66 - 67 0,104 5,3

A 68 - 72 0,125 6,4

A 73 - 85 0,156 8,0

1,965 100,2
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B Jakeiden 144-176 (A) kouristusta laukaiseva vaikutus

Ne jakeet, jotka painoivat yli 50 mg testattiin kouristusta
laukaisevan aktiviteetin suhteen, kuten on selostettu osassa

3 ylld. Tulokset on esitetty taulukossa 9.

Taulukko 9
Kevytpetroliuuton4jakeiden_144-176‘(A)Vkouristusta laukaise~

va Vaiktuus;‘testattu'pitOisuudeSSa'10*4 g/ml.

Prosentuaalinen

Jakeet n:o Ach inhibiito Histamiini
A | i
A 25 - 29 77 100 87
A 30 - 34 60 48 55
A 35 - 36 94 100 100
A 37 = 38 97 98 97
A 39 - 46 83 93 92
A 47 - 52 100 100 100
A 53 - 58 100 100 100
A 59 - 65 100 100 100
A 66 - 67 90 - 100 100
A 68 - 72 87 90 » 92
A 73 - 85 75 80 70

Taulukosta 9 nihd&d3n, ettd esilld olevan keksinndn mukaisesti
tarhapdivdnkakkarasta saadut uutteet, jotka on saatu uutta-
malla ei-polaarisella liuottimella, omaavat erityisen korkean
kouristusta laukaisevan aktiviteetin, jonka uskotaan olevan
kdyttdkelpoinen migreenin hoidossa. Sen vuoksi on odotetta-
vissa, ettd ainakin ne jakeet, jotka 100 %:sesti inhiboivat
kaikkia kohmﬁ.agonistia Ach, 5-HT ja histamiinia tulevat ole-
maan tehokkaita migreenid vastaan. On myds odotettavissa,
ettd ndmd jakeet ovat kdyttokelpoisia tulehduksenvastaisia
aineita ja hoidettaessa niveltulehdus- ja keuhkoputkivaivoja.
Kaikki ndmd jakeet sisdltdvat seskviterpeenilaktoneja, kuten

seuraavasta nahdian.
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C Kolmea agonistia 100 %:sesti inhiboivien jakeiden lisé&-
tutkimukset

(a} Jakeet A 59 - 65

Koska jakeet A 59-65 painoivat eniten 100 %:sesti aktiivisis-

ta jakeista, ne tutkittiin ensiksi.

Pddtettiin erottaa jakeet A 59-65 preparatiivisella TLC:1l1l&.
204 mg asetettiin neljédlle 20 x 20 cm:n TLC-levylle (0,25 mm
paksuja) ja kehitettiin kloroformi:metanolissa (98:2).

Kahdeksan nauhaa paikallistettiin ultraviolettivalossa
(254 nmm) . Kussakin nauhassa olevat ainesosat uutettiin kloro-

formilla tavanomaiseen tapaan.

Jakeiden A 59-65 pddainesosat, so. nauha 6, kiteytyivdt klo-
roformista ja metanolista DJl40a:n, 8'&-LZ'a,S'B-epoksi—l'B—
(1B,108~epoksi-4a-hydroksigermakr-11 (13) ~eeni-12, 6a-olaktoyy-
li-5B8-yylioksi)-germakra-10'(14"'), 11'(13')-dieeni-12', 6'a~-
olaktoyyli/-8"a~(3a-hydroksi-3a, 4a-dimetyyli-2a-metyleeni-
pentanoyyli)-4"q,5"B-epoksi-1"B, 6"a~dihydroksigermakra-
10"(14"), 11" (13"})—-dieeni-12"ocaatin (chrysanthemoniinin, ),
hienoina neuloina (26 mg), Sﬁiiiiéz égiggaa); Uv: A izgg

(log €) 210 (4,01) nm; IR: maks 3470 (hydroksyyli),
1760 (>C=0, y-laktoni, 1715 (>C=0, esteri), 1665 >Cc=Cc<,
konjugoitu), 1640 (>C=C=<), 1265 (—é—O—é—, epoksidi) cm-l;
1y NMR; § (400 MHz, CDCl,), 1,07 (3H: hajoaa, J = 7,0 Hz,
H-5as tai 6as), 1,21 (3H, hajoaa, J = 7,0 Hz, H-6as tai
5as), 1,32 (3H, s, H-15s), 1,33 (3H, s, H~7as), 1,43 (3H,
s, H-15's), 1,44 (3H, s, H-15"s), 1,59 (3H, s, H-14s), 1,97
(14, 44, J = 8,0, 2,0 Hz, 8-9'), 2,03 (lH, m, H-9"), 2,18
(14, 4, J = 10,0 Hz, H-5), 2,38 (lH, 4, J = 9,5 Hz, H-5"),
2,42 (1H, 4, J = 11,5 Hz, H-5'), 2,58 (1H, m, H-3a), 2,82
(g, 44, 3 = 9,0, 9,0 Hz, H-7'), 2,89 (lH, d4d, J = 9,5, 9,5
Hz, H-7"), 2,99 (1H, m, H-1"), 3,08 (1lH, m, H-7), 3,36 (1H,
s, H-1), 3,99 (1H, m, H-1'), 4,01 (1H, 44, J = 11,5, 9,0 Hz,
H-6'), 4,09 (1H, dd, J = 9,5, 9,5 Hz, H-6"), 4,13 (1H, dd,
J =10,0, 10,0 Hz, H-6), 4,78 (1H, d, J = 2,0 Hz, H-14'), 4,81



34

(18, d, J = 2,0 Hz, H-14"), 5,09 (1H, d, J = 2,0 Hz, H-14'),
5,12 (1H, d, J = 2,0 Hz, H-14"), 5,19 (lH, m, H-8'), 5,33
(1H, &, J = 3,5 Hz, H-13a), 5,36 (1H, m, H-8"), 5,39 (IlH,

d, J = 3,5 Hz, B-13"a), 5,94 (2H, m, H-8a), 6,05 (1H, dd,
Jg=5,5 1,0 Hz, H-13'a), 6,07 (1H, d, J = 3,5 Hz, H-13b),
6,09 (14, dd, J = 5,5, 1,0 Hz, H-13'b), 6,13 (1H, d, J -

3,5 Hz, H-13"b); MS: m/z (%, rel. int.), 381 (1,7), 367
(2,0), 273 (2,1), 261 (1,7), 259 (1,9), 247 (2,4), 246 (8,1),
245 (4,7), 243 (11,0), 229 (13,0), 228 (39,0), 226 (14,2),
213 (12,2), 202 (6,3), 201 (10,7), 200 (10,2), 199 (6,0),
198 (5,2), 197 (5,7), 185 (7,0), 183 (9,1), 173 (6,4), 169
(7,1), 167 (7,9), 157 (8,6), 156 (8,2), 97 (34,5), 95 (15,2),
94 (100,0), 83 (33,1), 71 (19,8), 43 (11,3).

(i) DJl40a:n hydrolyysi

52 mg DJ1l40a (vhdistetty emdliuosten kanssa) liuotettiin
dioksaaniin (5 ml) ja stdkidmetrinen mddré K2C03:a (so. 245
mikrolitraa liuosta, jossa on 500 mg 5 ml:ssa) lisdttiin.
Reaktiota seurattiin TLC:11d. Seitsemdn pdivdn jdlkeen asteit-
taisella. ldmpdtilan lisdykselld ja lisddmélld vield emistd

voitiin havaita ainoastaan lihtdainetta.

2 ml KOH:n 2 %:sta vesiliuosta lisdttiin sen jidlkeen ja liuos
refluksoitiin 30 minuuttia. Tavanomaisen ké&sittelyn Jjdlkeen
erotettiin seos preparatiivisella TLC:113 k3yttden CHCl3:
MeOH:ta (49:2) kehitysliuottimena. Y1li 20 nauhaa paikallis-
tettiin ultraviolettivalossa (254 nm) ja kun levyn reunaa
suihkutettiin 20 %:sella tilavuus/tilavuus rikkihapolla ja
kuumennettiin. Nauhassa 2 oleva pddainesosa uutettiin

CHCl3
sa 3 ja tdmd uutettiin ja hydrolysoitiin uudestaan kdyttden

:1la. DJ140a (so. ldhttaine) paikallistettiin nauhas-

2 %:sta paino/tilavuus KOH-liuosta ja jatkokdsiteltiin kuten
y1lld. Tdm&n nauhan orgaaniseen liuottimeen liukeneva osa

ja alkuperdisen hydrolyysin nauhan 2 uute olivat identtisiia
TLC:ssd. Ne yhdistettiin ja puhdistettiin TLC:11& kdyttden
CHC13:MeOH:ta (98:2) kehitysliuottimena. Levy kehitettiin

kolme kertaa. Pddainesosa paikallistettiin nauhaan 2 suihkut-
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tamalla levyn reunaa rikkihapolla, kuten ylld ja kuumenta-

malla.

Tdmd ainesosa puhdistettiin edelleen TLC:118 k&yttden kehitys-
livottimena CHC13:MeOH:ta (98:2). Kloroformiin uuttamisen
jdlkeen kiteytyi aine kloroformista ja heksaanista vdrittd-
mind levyinid (5 mg), joka oli DJ 140aH2, 4'a,5'B-epoksi-8'a-
hydroksi-1'g8-(18,108-epoksi-4o-hydroksigermakr-11 (13)-eeni~-
12,60-olaktoyyli-58-yylicksi)-germakra-10"'(14"), 11'(13')~-
dien-lZ',Ga-olaktoni), Sp. 159°C (d); UV: A 5222 (log ), 209
kiinted kalvo

(3,99) nm; IR:v =0 , 3500 (0H), 1760 (>C=0, y-lak-

toni), 1665 (>C=C, konjugoitu), 1640 (=C=CZ ), 1260
(—é—o—é—, époksidi) em™t; e wMR: § (400 MHzZ, CDCl4), 1,32
(38, s, H-15s), 1,40 (3H, s, H-15's), 1,48 (1H, m, H-8), 1,55
(34, s, H-14s), 1,77 (1H, m, H-9'), 2,06 (1H, m, H-9'), 2,23
(14, m, H-8), 2,30 (1H, 4, J = 14,5 Hz), 2,44 (1H, m, H-7"),
2,46 (1H, &4, J = 11,5 Hz, H-5'), 2,59 (1H, dd4, J = 14,5,

5,0 Hz), 2,68 (1H, 4, J = 9,5 Hz, H-5), 3,01 (l1H, m, H-8'),
3,20 (1H, m, H-7), 3,35 (1H, g, H-1), 3,92 (lH, 44, J = 11,5,
8,0 Hz, H-6'), 4,03 (1H, m, H-1'), 4,13 (1H, dd4, J = 9,5,
9,5 Hz, H-6), 4,91 (1H, 4, J = 1,5 Hz, H-14'), 5,15 (1lH, 4,
J =1,5 Hz, H-14'), 5,35 (14, 4, J = 3,5 Hz, H-13a), 5,89
(1, 44, § = 5,5, 0,7 Hz, H-13'a), 6,07 (1H, dd4, J = 5,5,
0,7 Hz, H-13'b), 6,09 (1H, d, J = 3,5 Hz, H-13b); 1°C NMR:

§ (100,6 MHz, CDCly), 15,10, 18,69 ja 29,10 (C-14, C-15 ja
c-15'), 23,40, 33,35, 34,64, 38,09, 38,77, 65,04 ja 66,08
(c-2, c-2', ¢-3, c-3', C-8, C-9 ja C-9'), 43,24 ja 44,31
{e-7 ja c-7'), 50,72 (c-8'), 55,30, 61,39 ja 73,27 (C-4,
c-10 ja C-4'), 50,86, 62,90, 65,66 ja 68,88 (C-1, C-1', C-5
ja C-5'), 75,35 ja 79,95 (C~6 ja C-6'), 118,00 ja 118,64
(C-13 ja C-13'), 135,69 (c-14'), 137,92 (c-10'), 140,98
(c-11), 170,60 ja 178,64 (C-12 ja C-12'), C-11' ei havaittu;
MS: m/z (%, rel.int.), 430 (1,1), 356 (1,3), 342 (1,3),

281 (2,7), 281 (1,0), 280 (4,3), 279 (12,9), 266 (1,4),

265 (7,1), 261 (1,3), 247 (2,7), 228 (5,0), 207 (8,9), 167,
(15,4), 150 (10,5), 149 (100), 113 (5,3), 99 (6,1), 98
(5,4), 97 (6,4), 94 (9,7), 87 (5,5), 85,1 (11,1), 85,0
(30,6), 83,1 (7,8), 83,0 (46,0), 71 (18,4), 70 (10,5), 69
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(15,2), 60 (5,6), 57 (50,7), 56 (16,9), 55 (22,9); tarkat
massaspektrimittaukset: saatu: 265,1449; C15H2104 edellyt-
tdd 265,1440; havaittu: 279,1241; ClSHl9QS edellyttasd
279,1232.

(b) Jakeet A 53-58 ja A 66-67
N&ama jakéégggz;ettﬁé yhdistettiin (0,236 g) ja kromatogra-

)

SR
foitiin piigeelikolonnilla (10 g). 100 ml:n jakeita otettiin

ja yhdistettiin sopivasti TLC:t34 varten. Kolonnin liuotin-
eluointi ja yhdistettyjen jakeiden painot on esitetty taulu-~

koissa 10 ja 11.

Taulukkd'ld
Petrolieetteriuuton jakeiden A 53-58 ja A 66-67 kolonnikroma-

tografian liuotineluointi

Jakeet n:o Liuoctin

Aa 1 -19 2,5 % tilavuus/tilavuus kloroformia
heksaanissa

Aa 20 - 22 5 % tilavuus/tilavuus kloroformia
heksaanissa

Aa 23 - 30 10 % tilavuus/tilavuus kloroformia
heksaanissa

Aa 31 - 63 20 % tilavuus/tilavuus kloroformia
heksaanissa

Aa 64 - 98 30 % tilavuus/tilavuus kloroformia
heksaanissa

Taulukko 11
Petrolieetteriuuton jakeiden A 53-58 ja A 66-67 kolonnikroma-

tografoinnin vhdistettyjen jakeiden painot

Jakeet n:o Paino - % kokonaisuudesta
Aa 1 - 46 0,007 3,0
Aa 47 - 49 0,019 8,1
Aa 50 - 63 0,039 16,5
Aa 64 - 69 0,048 20,3
Ra 70 - 76 0,030 12,7
Aa 77 - 93 0,056 23,7
Aa 94 - 98 0,028 11,9

0,227 96,2
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Jakeet Aa 70-76 sisdlsivdt ainocastaan pddainesosaa, joka
kiteytyi kloroformista ja metanolista, jolloin saatiin 14 mg
Djl40a, joka oli didenttinen yll3d olevista jakeista A 59-65

saadun kanssa.

Jakeet Aa 50-63 (0,039 g) erotettiin edelleen preparatiivi-
sesti TLC:114 kdyttden kloroformi:metanolia (98:2) kehitys-
liuottimena. Kolme nauhaa paikallistettiin ultraviolettiva-
lossa (254 nm) Jja niiden ainesosat uutettiin kloroformilla.
Jakeiden Aa 50-63, so. nauvhassa 2, pdadainesosat painoivat

18 mg‘ja kiteytyivit kloroformista ja heksaanista virittd-

mind neuloina (8 mg), Jjotka olivat DJ177b, 9,10-epoksi-3,5-
dihydroksiguja-4(15), 11(13)~dieeni-12, 6a-olaktonia (chry-

santhemolidia, ), sp. 116-117° (d);UV: 2 i;gH (log e) 215 (4,10)
kiinted kalvo b

nm; IR: Vmaks , 3540 (OH), 1760 (=>C=0, y- laktonl),
1665 (>C=C<_, konjugoitu), 1640 (>C= c<), 1250 ( ? O- C—
epoksidi) cm_l; lH NMR: & (400 MHz, CDC1l ), 1,57 (3H, 5,

H-14s), 1,73 (2H, m, H-9s), 1,98 (2H, m, H—8s), 2,18 (2H,

m, H-2s), 2,31 (1H, dd, § = 13,5, 11,0 Hz, H-7), 2,81 ja
3,97 (1H, kukin, br ss, C-3 ja C-5 OHs), 4,41 (1#, m, H-3),
4,88 (1H, s, H-15a), 5,21 (1H, g, H~15b), 5,23 (1H, d, J =
11,0 Hz, H-6), 5,45 (1H, 4, J = 3,5 Hz, H-13a), 6,18 (lH, 4,
J = 3,5 Hz, H-13b); MS: m/z (% rel.int.), 280 (2,0), 279 (2,6),
278 (0,2), 267 (3,4), 266 (5,5), 265 (16,8), 264 (40,8),

263 (17,9), 262 (6,2), 258 (4,9), 260 (8,0), 258 (4,9), 230
(22,0), 226 (10,5), 223 (7,2), 222 (18,2), 220 (10,7), 180
(18,6), 179 (11,9), 169 (10,9), 166 (13,2), 165 (18,0), 164
(14,7), 163 (14,6), 161 (10,4), 157 (20,4), 155 (14,1), 153
(10,7), 152 (19,2), 151 (21,9), 150 (24,7), 143 (24,0), 137
(32,9), 135 (21,1), 129 (20,1), 125 (25,8), 124 (30,1), 123
(37,4), 111 (43,4), 110 (45,4), 109 (46,6), 101 (54,0), 97
(68,1), 95 (74,3), 85 (58,9), 84 (65,7), 83 (100,0), 81
(64,0), 69 (68,7); tarkat massaspektrimittaukset: saatu
278,1150; C15H18O5 edellyttdd 278,1154.
(1) DJ177b:n asetylointi

4 mg DJ177b:td asetyloitiin tavalliseen tapaan kdyttden
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pyridiinid ja etikkahappoanhydridid. Tavanomaisen jatkoké&-
sittelyn jdlkeen havaittiin TLC-tutkimuksessa tdplid sekd
ldhtbaineesta ettd vdjemmdn polaarisesta tuotteesta. Ainetta
oli liian vdh&n t&dydellistd puhdistusta varten, mutta raaka-
tuotteen 1y NMR-spektri antoi seuraavia lisdsignaaleja, jotka
johtuivat asetaattitudtteesta: 3§, CDC13: 2,16 (3H, s,
CH3C02—) ja 4,60 (1H, m, H-3).

(cf Jékeet'A47;42 »
Jakeet 47-52 (0,123 g) kromatografoitiin piigeelikolonnilla

(10 g). 100 ml:n jakeita otettiin ja yhdistettiin sopivalla
tavalla TLC:t8 silmdlld pitden. Kolonnin liuotineluointi ja
yhdistettyjen jakeiden paino on esitetty taulukoissa 12 ja
13.

Jakeet Ab 34-56 erotettiin edelleen edeleen preparatiivisel-
la TLC:114 kidyttden kloroformi/metanolia (98:2) kehitys-
liuvottimena. Nelj& nauhaa paikallistettiin ultraviolettiva-
lossa (254 nm) ja niiden ainesosat uutettiin kloroformilla.
Pddainesosa, so. nauhassa 3 oleva painoi 20 mg ja kiteytyi
kloroformista ja n—-pentaanista, jolloin saatiin DJ179c.

T&m&d aine oli seskviterpeenilaktonien seos, joka vastusti
kaikkia puhdistusyrityiksid. Sitd ei sen vuoksi tutkittu

enempid .

Taulukko 12

Petrolieetteriuuton jakeiden A47-52 kolonnikromatografian

liuvotineluointi

Jakeet n:o , Liuotin

Ab 1 - 8 10 ¢ tilavuus/tilavuus kloroformia
heksaanissa

Ab 9 - 20 20 % tilavuus/tilavuus kloroformia
heksaanissa

Ab 21 - 56 25 ¢ tilavuus/tilavuus kloroformia
heksaanissa

Ab 57 kloroformia
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Taulukko 13

Petrolieetteriuuton jakeiden A47 - 52 kolonnikromatografoin-

Jakeet n:o : Paino : -% kokonaisuudesta
‘ A (grammoina) T .
Ab 1 - 19 0,015 12,2
Ab 20 - 23 0,004 3,3
Ab 24 - 33 0,039 31,7
Ab 34 - 56 0,053 43,0
Ab 57 ..0,007" 5,7
0,118 95,9

Nauhassa 1 olevat ainesosat (11 mg) puhdistettiin edelleen
preparatiivisella TLC:11l&4. Levy ajettiin seitsemdn kertaa
kdyttden kloroformi:metanolia (98:2) kehitysliuottimena.
Nelj&d nauhaa paikallistettiin ultraviolettivalossa (254 nm)
ja niiden komponentit uutettiin kloroformilla. Ainesosat
jdlkimmdisen levyn nauhassa 1 painoivat 6 mg ja kiteytyivét
kloroformista ja n-pentaanista, jolloin saatiin DJ1l79%al.
Tdm& aine oli mahdollisesti myds seskviterpeenilaktonien
geos, siitd huolimatta, ettd se antoi ainocastaan yhden t&p-
l&n TLC~-tutkimuksessa. lH—NMR—spektrisséi ndhtiin signaaleja,
jotka voivat johtua reynosinista, chrysarteminista B ja mah-
dollisesti reynosinin dihydro~johdannaisesta. Aineen vdh&i-
syys esti lisdtutkimukset tdssd vaiheessa, mutta se lisdmah-
dollisuus, ettd aine on trimeerinen yhdiste, joka on melko

13helld DJ140a:ta, on otettava huomioon.

16 Petrolieetteriuuton jakeiden 124-143 (B) tutkimukset

Petroliuutosta saadut jakeet 124~143 eihk&isivdt 100 %2:sesti

molempia agonisteja 5-HT:t& ja histamiinia ja 91 %:sesti
Ach:ta.

A Jakeiden 124-143 (B) jatkoerotus

Namd jakeet (7,526 g) kromatografoitiin piigeelikolonnilla
(150 g). Otettiin 100 ml:n jakeita ja yhdistettiin TLC:td&

varten sopivalla tavalla. Kolonnin liuotineluointi ja
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yvhdistettyjen jakeiden paino on esitetty taulukoissa 14 ja 15.

Taulukko 14

Petrolieetteriuutin jakeiden 124-143.(B) kolonnikromatogra-

fian liuotineludointi

Jakeet n:o "Liuotig

B 1 - 27 heksaani -

B 28 - 45 1 ¢ tilavuus/tilavuus kloroformia
heksaanissa

B 46 - 51 2 % tilavuus/tilavuus kloroformia
heksaanissa

B 52 - 60 5 % tilavuus/tilavuus kloloformia
heksaanissa

B 61 - 67 10 & tilavuus/tilavuus kloroformia
heksaanissa

B 68 - 80 » 20 % tilavuus/tilavuus kloroformia
heksaanissa

B 81 - 136 40 % tilavuus/tilavuus kloroformia
heksaanissa ' :

B 137 - 149 60 % tilavuus/tilavuus kloroformia
heksaanissa

B 150 - 170 75 % tilavuus/tilavuus kloroformia

: heksaanissa

B 171 -~ 194 kloroformia

B 195 - 203 90 % tilavuus/tilavuus kloroformia
metanolissa

B 204 50 % tilavuus/tilavuus kloroformia

metanolissa
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Taulukko 15
Petrolieetteriuuton jakeiden 124-143 (B) kolonnikromatogra-

fian yhdistettyjen jakeiden painot

Jakeet n:o Paino : "% kokonaisuudesta
(grammoina) oS ROR At

B 1 - 9 0,011 0,1

B 10 - 90 0,040 0,5

B 91 - 106 0,025 0,3

B 107 - 111 2,484 33,0

B 112 - 115 1,537 20,4

B 116 - 122 0,490 6,5

B 123 - 130 0,316 4,2

B 131 - 147 0,252 3,3

B 148 - 163 0,454 6,0

B 164 - 171 0,200 2,6

B 172 - 19 0,810 10,8

B 197 - 198 0,682 9,1

B 199 0,078 1,0

B 200 0,083 1,1

B 201 - 204 0,048 0,6
7,510 99,6

B Jakeiden 124-143 (B) kouristusta laukaiseva vaikutus

Yli 50 mg painavien jakeiden kouristusta laukaiseva vaikutus
testattiin, kuten on selostettu ylld osassa 3. Tulokset on

esitetty taulukossa 16.
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Taulukko 16

Petrolieetteriuuton jakeiden 124-143 (B). kouristusta laukai-

' Seva'Vaikutus;'ééstéttulpitOisuude5sa'10%4jg/ml‘
Jakeet n:o 7" pProsentuaalinen
inhibiito
“Ach 5-HT "7 Histamiini

B 107 - 111 100 100 100
B 112 - 115 100 100 100
B 116 - 122 95 100 100
B 123 - 130 82 100 98
B 131 - 147 78 : 100 100
B 148 - 163 - 51 88 97
B 164 - 171 22 29 90
B 172 - 196 3 44 100
B 197 - 198 16 58 33
B 199 31 72 65
B 200 27 42 20

C Kolmea agonistia 100 %:sesti ehkdisevien jakeiden jatko-

tutkimus

Jakeet B 107 - 111 ehkdisivdt 100 %:sesti kaikkia kolmea ago-
nistia. Jakeet (2,434 g) kromatografoitiin piigelikolonnilla
(120 g). Otettiin 100 ml:n jakeita ja vhdistettiin sopivalla
tavalla TLC:td varten. Kolonnin liuvotineluointi ja yhdistet-

tyjen jakeiden paino on esitetty taulukoissa 17 ja 18.

Taulukko 17

Petrolieetteriuuton jakeiden B 107 - 111 kolonnikromatogra-

fian livotineluointi

Jakeet n:o ‘Liuotin

Ba 1 - 5 10 ¢ kloroformia heksaanissa
Ba 6 - 11 20 8% kloroformia heksaanissa
Ba 12 - 70 30 % kloroformia heksaanissa

Ba 71 - 73 kloroformia

—
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Taulukko 18

Petrolieetteriuudton jakeiden B 107 - 111 kolonnikromatogra-

fian yhdiStettyjen'jakeiqen painot""""""""‘

‘Jakeen n:o ' Paiﬁo‘(grammoiné) '”%'kokonaisﬁudesta
Ba 1 - 20 0,112 4,6
Ba 21 - 32 0,465 19,1
Ba 33 © 0,057 2,3
Ba 34 - 55 1,421 58,4
Ba 56 - 58 0,128 A 5,3
Ba 59 - 68 0,130 5,3
Ba 69 - 70 0,094 3,9
Ba 71 - 73 0,030 1,2
2,437 100,1

" B 107 - 11 piikomponentti, so. alajakeissa Ba 34 - 55 ole-
va, kiteytettiin kloroformistaja heksaanista, jolloin saatiin
parthenolidia (478 mg) virittdémind levyind, sp. 113-114°;
(log €) 213 (4,20) nm; IR: Vv igis 1760 (>C=0,
Y—%akt?ni), 1660 (>C=C<, konjugoitu), 1640 (>c=Cc-), 1250
(-¢-0~C~) em™t; lu NMR: & (400 MHz, CDCl,), 1,32 (3H, s,
H-15s), 1,73 (3H, s, H-14s), 2,81 (1H, 4, J = 8,5 Hz, H-5),
2,81 (18, m, H-7), 3,87 (lH, dd, J = 8,5 Hz, H-6), 5,23 (1lH,
ad, J = 12,5, 3,0 Hz, H-1), 5,64 (1H, d,J = 3,8 Hz, H-13a),
6,35 (11, d, J = 3,8 Hz, H-13b); ~5C NMR: § (100,6 Mz,
cocl,), 16,97, 17,24 (C-14 ja c-15), 24,11, 30,64 (C-8 ja
c-3), 36,35, 41,19 (C-2 ja c-9), 47,65 (C-7), 61,45 (C-5),
66,36 (C-4), 82,38 (C-6), 121,08 (C-1), 125,24 (c-13), 134,51
(C-10), 139,21 (c-11), C-12 ei havaittu; MS: m/z (%, rel.
_int.), 248 (1,5), 233 (1,1), 230 (8,1), 190 (9,3), 107 (8,4),
105 (12,2), 95 (8,9), 91 (13,6), 81 (12,4), 79 (11,7), 77
(9,2), 67 (9,6), 58 (24,8), 55 (12,0), 53 (17,3), 43 (100,0).

Tami aine o0li identtinen kaikissa suhteissa F. Sorm'in au-

tenttisen ndytteen kanssa.

17 Petroliecetteriuuton jakeiden 75-80 (C) tutkimukset
Petroliuuton jakeet 75-80 (C) ehkdisivdt 100 2:sesti kahta

agonistia, 5-HT histamiinia ja 91 %:sesti Ach:ta.
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A Jakeiden 75-80 (C) jatkoerotus

0,65 g kromatografoitiin piigeelikolonnilla (60 g). Otettiin
talteen 100 mLin jakeita ja yhdistettiin TLC:td silmdlld pi-~-
tden sopivalla tavalla. Yhdistettyjen jakeiden painot ja

kolonnin liuotineluointi on esitetty taulukoissa 19 ja 20.

Taulukko 19

Petrolieetteriuuton jakeiden 75-80 (C) kolonnikromatografian

liuotineluointi =~ N
‘Jakeet'nﬁo " 'Liuoctin

c 1 - 3 5 ¢ kloroformia heksaanissa
C 4 - 12 10 ‘% kloroformia heksaanissa
c 13 - 29 20 % kloroformia heksaanissa
C 30 - 33 40 % kloroformia heksaanissa
C 34 kloroformia

Taulukko 20
Petrolieetteriuuton jakeiden 75-80 (C) kolonnikromatografian

vhdistettyjen jakeiden painot

Jakeet n:o Paino (grammoina) % kokonaisuudesta
c 1-15 0,020 3,1
C 16 - 19 0,036 . 5,5
C 20 - 24 0,446 . 68,6
¢ 25 - 26 0,044 6,8
cC 27 - 39 . 0,103 15,8
0,649 ' 99,8

Kaikilta ndiltd alajakeilta puuttui kouristusta laukaiseva
vaikutus pitoisuudessa 10—4 g/ml eikd niitd sen vuoksi tut-

kittu enempdd.

18 Petroliuuton jakeiden 177 - 200 (D) tutkimukset

Petroliuuton jakeet 177 - 200 ehkdisivdt 100 %:sesti molem-

pia agonisteja 5-HT ja histamiinia ja 81 %:sesti Ach:tas

A Jakeiden 177 - 200 (D) jatkoerotus

N&md jakeet (0,729 g) kromatografoitiin piigeelikolonnilla
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(30 g). Otettiin 100 ml:n jakeita Jja yhdistettiin sopivasti
TLC:td varten. Kolonnin liuotineluointi ja yhdistettyjen ja-

keiden painot on esitetty taulukoissa 21 ja 22.

‘Taulukko 21
Petrolieetteriuuton jakeiden‘l77—200 (D)Akolonnikromatogra—

fian lTiuvotineluointi

Jakeet n:o Lidotin

D 1 - 12 25 % tilavuus/tilavuus etyyliasetaattia
heksaanissa

D 13 - 17 40 % tilavuus/tilavuus etyyliasetaattia
heksaanissa

D 18 - 24 60 % tilavuus/tilavuus etyyliasetaattia
heksaanissa

D 25 - 31 80 % tilavuus/tilavuus etyyliasetaattia
heksaanissa

D 32 - 36 etyyliasetaattia

D 37 - 40 . 10 ¢ tilavuus/tilavuus kloroformia etyyli-
asetaatissa :

D 41 - 45 30 $ tilavuus/tilavuus kloroformia etyyli-
asetaatissa

Taulukko 22
Petrolieetteriuuton jakeiden 177-200 (D) kolonnikromatogra-

fian vhdistettyjen jakeiden painot’

Jakeen n:o Paino 2% kokonaisuudesta
(grammoina) - '
D 1 - 3 0,037 5,1
D 4 - 8 0,090 12,3
D 9 - 10 0,049 6,7
D 11 - 15 0,088 12,1
D 16 - 20 0,240 32,9
D 21 - 26 0,160 21,9
D 27 - 45 0,070 . 9,6
Yhteensd = 0,734 100,6

B Kokeiden 177 - 200 (D) kouristusta laukaiseva vaikutus

Yli 50 mg painavia jakeita testattiin kouristusta laukaise-
van vaikutuksen suhteen, kuten on selostettu yll8 osassa 3.

Tulokset on esitetty taulukossa 23.
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Taulukko 23

Petrolieetteriuuton jakelden 177 - 200 (D) kouristusta laukai-
v

seva valkutus,féé

ttu pltOlsuudessa 1077 g/ml

Jakeet n:o - Prosentuaalinen Histamiini
inhibiito
Ach e
D 1- 4 64 - 96 91
D 4 - 8 81 92 93
D 11 - 15 97 100 100
D 16 - 20 100 100 ‘ 100
D 21 - 26 100 100 100
D 27 - 45 47 52 67

C Agonisteja 100 %:sesti ehkdisevien jakeiden jatkotutkimus

(a)  Jakeet D 16 =20
Jakeet D 16-20 (0,175 g) erotettiin edelleen preparatiivisel-
la TLC:114 kdyttden kloroformi:metanolia (95:5) kehitysliuot~-

timena. Levyjd ajettiin kolme kertaa. Kolme nauhaa paikallis-
tettiin ultraviolettivalossa (254 nm) ja niiden ainesosat
uutettiin kloroformilla. Pdgkomponentti, so. nauhassa 1,
painoi 59 mg ja kiteytyi kloroformista ja metanolista vdrit-
témind levyini (26 mg), joka oli DJ 154a, sp. 248°; wv:
XEtOH KBr

.maks (log €) 208 (3,98) nm; IR: Vm ks 3420 (OH)( 1760

C O y-laktoni), 1675 (=C=C<, konjugoitu), 1260
(- C -0- C—, epoksidi) cm l; lH»NMR. § (400 MHzZ, CDC13), 1,5
(31, s, ®-15s), 1,58 (3H, s, H-14s), 2,87 (1K, d, J = 11,0
Hz, H-5), 3,30 (1H, m, H-7), 3,32 (1H, 4, J = 1,3 Hz, H-3),
3,57 (14, 4, J = 1,3 Hz, H-2), 4,09 (1H, 44, J = 11,0, 10,0
Hz, H-6), 5,54 (14, 4, J = 3,5 Hz, H-13a), 6,19 (1H, d,
J. = 3,5 Hz, H-13b); MS: m/z (%, rel. int.) 279 (0,7), 278
(2,1), 263 (2,3), 262 (4,7), 260 (3,1), 249 (3,1), 231 (6,3),
217 (8,6), 203 (9,4), 189 (12,5), 175 (15,6), 165 (26,6),
151 (40,6), 149 (23,4), 147 (28,9), 123 (26,6), 121 (33,6),
112 (88,3), 109 (42,2), 97 (35,9), 95 (93,8), 91 (41,4),
85 (47,7), 83 (44,5), 81 (36,7), 79 (38,3), 77 (35,9), 71
(78,1), 69 (52,3), 67 (49,2), 57 (93,8), 55 (71,1), 53

(75,8), 43 (100,0). Xirjallisuudesta sp. 250°
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Tdmd aine oli identtinen kaikissa suhteissa chrysarteminin

A kirjallisuutietojen kanssa.

(b) Jakeet D 21 - 26
Jakeet D 21 - 26 (0,110 g) erotettiin edelleen preparatiivi-
sella TLC:114 kdyttden kloroformi:metanolia (95:5) kehitys-

liuvottimena. Levyjd ajettiin kolme kertaa. Kolme nauhaa pai-.
kallistettiin ultravioclettivalolla (254 nm) Jja suihkuttamalla
levyn reunaa H2804:llé ja kuumentamalla. Niiden ainesosat

uutettiin kloroformilla.

Jakeiden D 21 - 26 pdidkomponentti, s0. nauhassa 2, kiteytyi
kloroformista ja heksaanista, jolloin saatiin varittomid
neuldja (16 mg), jotka olivat DJ1l56a, 4a,108-dihydroki-
18,50-guija-11(13) ~eeni-12,60a-0laktonia (partholidia), sp.
154°; UV: ) ﬁ;gg (log €) 208 (3,95) nm; IR: iiigteé kalvo
3490 (oH), 1750 (=C=0, y-laktoni), 1660 (>C=C<, konjugoi-
tu), 1640 (>C=C<); TH NMR: § (400 MHz, CDCl;), 1,25 (3H, s,
H-14s), 1,35 (3H, ®, H-15s), 1,47 (1H, m, H-8), 1,62 (2H,

m, H-2s), 1,67 - 2,04 (6H, leved m, H-3s, H-9s, 2 x OHs),
2,16 (1H, m, H-8), 2,39 (1H, dd, J = 12,3, 12,3 Hz, H-5),
2,63 (1H, m, H-1), 2-70 (1H, m, H-7), 4,24 (1H, 4d, J = 12,3,
9,5 Hz, H-6), 5,54 (1H, 4, J = 3,5 Hz, H-13a), 6,25 (1H, 4,

J = 3,5 Hz, H-13b); 13C NMR: § (100,6 MHz, CDCl3), 23,51,
24,25 (C-14 ja C-15), 25,01, 25,33 (C-2 ja C-8), 39,34,

43,77 (C-3 ja Cc-9), 47,22 (c-7), 49,78 (c-1), 55,35 (C-5),
74,72 (c-4), 79,88 (c-10), 82,74 (C-6), 120,37 (C-13),
138,45 (c-11), 169,37 (C-12); MS: m/z (% rel.int.), 266
(0,4), 265 (0,9), 264 (1,8), 263 (1,8), 262 (3,6}, 261 (2,7),
260 (4,5), 249 (3,0), 248 (6,0), 247 (7,2), 246 (18,0}, 245
(6,3), 244 (13,5), 232 (4,5), 231 (15,3), 230 (10,0), 229
(9,0), 228 (19,8), 215 (l12,6), 213 (18,9), 203 (22,5), 191
(22,5), 190 (27,0), 188 (24,3), 175 (24,3), 173 (22,5},

159 (24,3), 105 (45,0), 95 (44,6), 93 (44,1), 91 (59,5),

83 (85,6), 81 (51,4), 79 (49,5), 71 (42,3), 69 (47,7), 57
(59,5), 55 (91,9), 43 (100,0); tarkat massaspektrimittaukset:
saatu: 264,1364; O4 edellyttdd 264,1362.

14

CisHyg



48

19 Petrolieetteriuuton jakeiden 119 - 123 (E) tutkimukset

Petroliuuton jakeet 119-123 ehk&disivdt 97 %:sesti 5-HT:td

ja histamiinia ja 84 %:sesti Ach:ta.

A Jakeiden 119 - 123 (E) jatkoerotus

Ndm&d jakeet (1,583 g) kromatografoitiin piigeelikolonnilla
(30 g), Otettiin 100 ml.n jakeita ja yhdistettiin sopivalla
tavalla TLC:td varten. Kolonnin liuotineluointi ja yhdistet-

tyjen jakeiden painot on esitetty taulukoissa 24 ja 25.

‘Taulukko 24 .

Petrolieetteriuuton jakeiden 119-123 (E) kolonnikromatogra-

‘fian liuotineluointi

Jakeet n:o : Liuotin
E 1 - 2 heksaania
TR 3 - 5 10 ¢ tilavuus/tilavuus kloroformia
heksaanissa
E 6 - 31 20 % tilavuus/tilavuus kloroformia
_ heksaanissa
E 32 , kloroformia

Taulukko 25 ,
Petrolieetteriuuton jakeiden 119 - 123 (E) kolonnikromato-

grafian yvhdistettyjen jakeiden painot..

Jakeen n:o Paino "% kokonaisuudesta
‘ ' (grammoina) ‘ '

E 1 - 13 0,010 0,6
E 14 - 0,007 ' 0,4
E 15 0,058 3,7
E 1l6 - 18 0,450 28,4
E 19 - 21 0,201 : 12,7
E 22 - 31 0,148 9,3
E 32 - 36 0,251 15,9
E 37 - 38 0,064 4,0
E 39 0,395 . ..25,0

1,584 100,0
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B Jakeiden 119 - 123 (E) kouristusta laukaiseva wvaikutus

Yli 50 mg painavien'jakeiden kouristusta laukaiseva vaikutus
testattiin, kuten on selostettu ylld osassa 3. Tulokset on
esitetty taulukossa 26.

‘Tauiukko'26

Petrolieetteriuuton jakeiden'll9r—_123 (E) kouristusta lau-

kaiseva vaikutus, téstattu pitoisuudessa 10”2 g/ml.

-Jakeen n:o Prosentuaalinen
inhibiito .
Ach ~° '5=HT =~ =~ '~ " Histamiini
E 15 67 97 91
E 16 - 18 57 96 89
E 19 - 21 85 100 - 100
E 22 - 31 28 100 92
E 32 - 36 85 100 98
E 37 - 38 56 100 100
E 39 78 100 91

C Agonisteja 100 %:sesti inhiboivien jakeiden lis&tutkimus

Jakeet E 15 - 21 yhdistettiin ja puhdistettiin TLC:11& kayt-

tden kloroformi:heksaania (75:25) kehitysliuottimena. P&ddkom
ponentti uutettiin ja identifioitiin parthenolidiksi vertaa-
malla kromatografisesti autenttisen ndytteen kanssa ja

spektroskooppisilla menetelmillsd.

Kuten ylld olevasta ndhdddn, voidaan uuttamalla tarhapdivdn-
kakkaraa ei-polaarisella liuottimella aolaansaada jakeita,
joilla on korkea kouristusta laukaiseva aktiviisuus, Jjoista

jakeista voidaan saada puhtaita seskviterpeenilaktoneja.

Yhdisteet 140a, 156a ja 177b , joita ilmeisesti ei kirjalli-
suudessa aikaisemmin ole selostettu, liikkuvat ohutkerros-

kromatografiassa seuraavasti:
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Yhdiste Liuotin R

£
140a kloroformi/metanoli (98/2) 0,49
- kehitetty kerran
156a kloroformi/metanoli (95/5) 0,35
- ajettu kolme kertaa
177b kloroformi/metanoli (98/2) 0,34

- kehitetty kerran

‘Kapselien valmistus

" Esimerkki 1

Jauhettuja tarhapdivédnkakkaran lehtid ja soijapapu®dljyd sekoi-

tettiin seuraavissa suhteissa:

jauhettua tarhapdivdnkakkan lehted 10,0 kg
soijapapudlijya 100,0 kg

Seoksen annetaan seistd 14 pdivdd sekoittaen aktiivisten ai-

nesosien uuttamiseksi ja stabiloitiin sen jdlkeen:

lesitiinid 2,2 kg
hydrattuja rasvoja 30,0 kg

mehildisvahaa 10,0 kg

Seos kapseloidaan pehmedkuoriseen kapseliin tai kovakuori-
seen kapseliin, edustaen 25 mg:n annosta kuivattua lehted.
Tdmd pannaan 7,5 ovaaliin pehmedkuoriseen kapseliin tai
numero 2:n kovakuoriseen kapseliin t&yttdpainon ollessa
380,5 mg.

Erddssd vaihtoehtoisessa menetelméssa seos siiviloiddan ja
saatu massa, kapseloitu 6ljymaisena uutteena, stabiloidaan
yhdelld tai useammalla ylld selostetulla suspendointiaineel-
la pehmedkuoriseen tai kaksiosaiseen kovakuoriseen gelatiini-

kapseliin.

Esimerkki 2

Jauhettua tarhapdivinkakkaran lehted ja turskanmaksidljyi

sekoitetaan seuraavissa suhteissa: —
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kuivaa tarhap&ivdnkakkaran lehted 10,0 kg

turskanmaksadlijvd 100,0 kg

Seocksen annetaan seistd 14 pdivdd aktiivisten ainesosien

uuttamiseksi.

Saatu seos suodatetaan ja suodate kapseloidaan'téyttépainon
ollessa 250 mg annosyksikkdd kohti, joka vastaa suurin piir-
tein 250 mg kuivattua lehted pehmedkuoriseen tai kaksiosai-

seen kovakuoriseen kapseliin.

Erddssd vaihtoehtoisessa menetelmidssd suspensio tai massa
sekoitetaan pinta-aktiivisten aineiden tai niiden seoksien
kanssa, kuten polyetoksirasvahapposorbitaaniesterien, mono-
ja diglyseridien, asetyloitujen glyseridien kanssa itse-

emulgoivan jdrjestelmdn aikaansaamiseksi.

Saatu formulaatti kapseloidaan pehme&kuoriseen tai kahdesta

osasta olevaan kovakuoriseen kapseliin.

On odotettavissa, ettd seokset ja annokset edistivit 6ljy-
midisten aktiivisten prinsiippien vapautumista siddetylld no-
peudella.

Esimerkki 3

Alla olevat aineet sekoitetaan keskenddn:

Puriste tarhapdivinkakkaran kuivista kehdistd

e

(kuten yl1d) e 100,0 kg
Polyetoksisorbitaanomono-oleaattia 37,0 kg
Mono—- ja diglyseridien seos 29,0 kg

Ndmi sekoitetaan ja kapseloidaan annostéyttdpainon ollessa
415 mg pehmedkuoriseen tai kahdesta osasta koostuvaan kova-
kuoriseen kapseliin, joka edustaa suurin piirtein 25 mg kui-

via tarhapdivédnkakkaran lehtid.
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Pehmedkuorista tai kahdesta osasta muodostuvaa kovakuorista
gelatiinikapselia voidaan kdyttdd suun kautta tai perédsuo-

leen otettuna.

Hajoamisen tai absorption viivyttdmiseksi voidaan ne kdsitelld
kdyttdmédlld mahanesteille vastustuskykyisid pddllysteitd,
kuten hydroksimetyylipropyyliselluloosaa tai sisdltd voidaan
sekoittaa polymeeristen matriisiaineiden kanssa farmaseutti-
sesta teollisuudesta tunnetulla tavalla aktiivisten prinsiip-

pien Vapauttamiseksi sdddetylld nopeudella.
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmd@ spasmolyyttisesti aktiivisen koostumuksen
valmistamiseksi, joka koostumus késittdd seskviterpeenilak-
tonia sis&ltdvdn uutteen kasvista Tanacetum parthenium,

tunnettu siitd, etta

(a) suspendoidaan mainitun kasvin kuivien lehtien osasia 61-
jyyn, joka on tyydyttynyt tai tyydyttymatdn Cyg_p5-hiili-
vety, tyydyttynyt tai tyydyttym&tdn Cyg_p5-rasvahappo,
mainitun rasvahapon polyoksietyloitu johdannainen tai maini-

tun rasvahapon rekonstituoitu glyseridi tai esteri,

(b) annetaan 6ljyn uuttaa kuivista lehdistd seskviterpeeni-
laktonia sisdltédva uute, jolloin saadaan seos, jossa on
6ljyyn liuennutta, seskviterpeenilaktonia sis&ltévdad uutetta
ja kuivien lehtien osasia, joka seskviterpeenilaktonia

sisdltdvd uute sisaltdd seskviterpeenilaktonin partenoli- _%%

N

n
di spasmolyyttisesti aktiivisena aineosana, ja

(c) joko poistetaan seoksesta kuivien lehtien osaset tai

lis&t&dn seokseen stabiloimisaine pysyvdn suspension muodos-
tamiseksi, jossa on kuivien lehtien osasia 6ljyssd, jolloin
molemmissa tapauksissa saaaaan spasmolyyttisesti aktiivinen

koostumus.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnettu
siitd, ettd vaiheessa (c) lisdtddn seokseen stabiloimisaine
pysyvan suspension muodostamiseksi, jossa on kuivien lehtien

osasia 0ljyssa.

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelm&d, tunnet-

tu siita, ettd 61jy on kasvis- tai eldindljy.

4. Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelmd, tunnettu

siitd, ettd kasvisdljy on kookosdljy tai soijadljy.

5. Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelm&, tunnettu

siitd, ettd eldindljy on kaladljy.
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6. Patenttivaatimuksen 5 mukainen menetelm&, tunnettu

siit8, ettd kala®dljy on turskanmaksadljy.

Patentkrav

1. Forfarande f6r framst&dllning av en spasmolytiskt aktiv

komposition, vilken komposition innefattar ett seskviterpen-
lakton innehdllande extrakt ur vdxten Tanacetum parthenium,

kdnnetecknat av att man

(a) suspenderar partiklar av torra blad av ndmnda vadxt i en
olja som utgdres av ett méttat eller omadttat Cjp_,5-kolvidte,
en méttad eller omdttad Cjg_o5-fettsyra, ett polyoxietylerat
derivat av ndmnda fettsyra eller en rekonstituerad glycerid

eller ester av namnda fettsyra,

(b) later oljan utextrahera det seskviterpenlakton innehdl-
lande extraktet ur de torra bladen, varvid man erhaller en
blandning av det seskviterpenlakton innehallande extraktet
uppldst i oljan och partiklarna av de torra bladen, vilket
seskviterpenlakton innehdllande extrakt innehdller seskvi-
terpenlaktonet partenolid som en spasmolytiskt aktiv kom-

ponent, och

(c) antingen avl&dgsnar fran blandningen partiklarna av de
torra bladen eller tillsdtter i blandningen en stabilisator
for bildande av en stabil suspension av partiklarna av de
torra bladen i oljan, varvid man i bada fallen erhdller en

spasmolytiskt aktiv komposition.

2. Forfarande enligt patentkravet 1, kannetecknat av att
man i steg (C) tills&tter i blandningen en stabilisator
f6r bildande av en stabil suspension av partiklarna av de

torra bladen i oljan.

3. Forfarande enligt patentkravet 1 eller 2, k&nnetecknat

av att oljan 8r en vegetabilisk eller animalisk olja.
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4. Forfarande enligt patentkravet 3, kdnnetecknat av att

den vegetabiliska oljan &r kokosolja eller sojaolja.

5. Forfarande enligt patentkravet 3, kdnnetecknat av att

den amimaliska oljan dr fiskolja.

6. Forfarande enligt patentkravet 5, kidnnetecknat av att

fiskoljan &r torskleverolja.
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