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ORGAANISIIN YHDISTEISIIN LIITTYVIA PARANNUKSIA

Keksintd liitty yhdisteisiin, jotka ovat hyé-
dyllisid sytokiinin vapautumisen estdjind ja IL-1 anta-
gonisteina.

Esilld oleva keksintd tuo esiin uusia yhdis-

teitd, joilla on kaava I,

R6 f //l\\v//
0 * a\b
I

f e c
g/ N ~g”

R,

jossa R, ja R, ovat samoja tai erilaisia ja ovat H, OH,
C, ,alkoksi tai C _,alkyyli COO-,

R, on OH, C,_,alkoksi tai C, ,alkyyli COO,

vksi, -a-b- tai -d-e-, on -CHR;CHR{-ja toinen on cis-
tai trans- -CR,=CR,-, jolloin R, ja R, ovat samoja tai
erilaisia ja ovat H, OH, C _alkoksi tai C _alkyyli COO-,
¢ on CH-OH tai C=0 ja

-f-g- on —CHZ-CHZ— tai cis- tai trans- -CH=CH-,
ehdolla, ettd kun R, on H, R, on OH ja -f-g- on trans-
-CH=CH-; 1. R, ei ole OH, kun -a-b- on -CH,-CH,-, ¢ on
C=0 ja -d-e- on -CH,-CH,-, tai 2. R, ei ole metoksi, kun
-a-b- on -CH,-CH,~ tai cis- -CH=CH- ja c on C=0 tai
CH-OH ja -d-e- on -CHOH-CHOH,

vapaassa muodossa tai emd@ssuolan muodossa tai fysiolo-
gisesti hydrolysoituvan tai fysiologisesti hyvdksyttéd-
vdn esterin muodossa, ja jossa * merkitty asymmetrinen
hiili ja atomit a ja/tai b tai d ja/tai e, ndiden ol-
lessa asymmetrisi& hiiliatomeja, ovat R- tai S-konfigu-
raatiossa tai yhdiste kdsittdd sen optisten isomeerien

minkd tahansa seoksen.
R, Ja R, ovat edullisesti samoja tai erilaisia
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ja ovat H, -OH, MeO- tai Me-CQO-. R, on edullisesti -OH,
MeO- tai MeCOO-. Edullisemmin, R, on H tai MeO; R, on
MeO ja R, on OH tai MeO.

Edullisesti, -a-b- on c¢is- tai trans- -
CR,'=CR,'-, jolloin R' ja R/' ovat samoja tai erilaisia
ja ovat H, OH, MeO- tai Me-COO-. Edullisemmin, -a-b- on
cis- tai erityisesti trans- -CH=CH-.

Edullisesti, -d-e- on -CHR,'-CHR '-, jolloin R,'
ja R;' tarkoittavat samaa kuin edelld. Edullisemmin, -d-
e- on —CH{%Hg— tai erityisesti -CHOH-CHOH-, jolloin OH
ryhmdt voivat olla vapaassa tai suojatussa muodossa.

Erityisen edullisesti, -f-g- on
trans- -CH=CH-.

Keksinnoén mukaisten yhdisteiden asymmetriset
hiiliatomit ovat edullisesti kaikki S-konfiguraatiossa.

Esilld oleva keksintd tuo erityisind sovellu-
tuksina esiin kaavan I mukaisia yhdisteitd, joissa R4on
H tai metoksi, R, on metoksi, R, on OH, -a-b- on cis-
tai trans- -CH=CH-, ¢ on CHOH tai C=0, -d-e- on -CHOH-
CHOH- ja -f-g- on trans- -CH=CH-; ehdolla, ettd kun
-a-b- on cis -CH=CH-, niin R, on metoksi ja ¢ on C=0,
vapaassa muodossa tai emdssuolan muodossa tai fysiolo-
gisesti hydrolysoituvan ja fysiologisesti hyvdksyttdvdn
esterin muodossa.

Kaava I', joka on kaava I, jossa R, ja R, ovat
metokseja, R, on OH, -a-b- on cis- -CH=CH-, ¢ on C=0,
-d-e- on -CHOH-CHOH-, -f-g- on trans- -CH=CH- ja * mer-
kityt asymmetriset hiiliatomit ovat kaikki S-konfigu-

raatiossa,

II
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3
on rakenne, joka esitetdédn uutena metaboliittina, jolla

on tunnus 87-250904-F1 ja seuraavat ominaisuudet:

Valkoisia neuloja (metanoli/vedestd, 1:1), sp. 173-
174°C, [a],® = -43.6° (MeOH, c = 0.76)

Massaspektri (FAB): m/e = 393 (MH')
IR spektri, KBr:ssd: ks. kuva 1
Protoni NMR, CDCl,, 360 MHz TMS ollessa sisdisend stan-

dardina, ks. kuva 2.

Liukoisuus: ldhes liukenematon veteen, liukenee helpos-

ti metanoliin, DMSO:hon, kloroformiin.

HPLC: Pylvds: LiChrospher 100 RP-8 (5 um) (LiChro-

CART 125-4, Merck)

Liikkuva faasi: asetonitriili/vesi/ortofosfo-
rihappo 350:650:0.175 (til.)

virtausnopeus: 1.0 ml/min

Toteaminen: UV 210 nm

Retentioaika: 3.8 min

Kaavan I mukaiset yhdisteet ovat uusia yhdis-
teitd, jotka kuuluvat samaan yhdisteiden luokkaan, kuin
zearalenoni (zearalenon), joka on yhdiste, jolla on

kaava II,

II

R, R R,

jossa R, = R, = R, = R, = H, -a-b- = -CH,-CH,-, ja ¢ =

C=0. Zearalenonilla tiedetd&n olevan anabolisia vaiku-
tuksia. Kaavan II mukaisia yhdisteitd, joissa R, on
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metyyli, R, = R, = OH, R, = H, -a-b- = -CH -CH,- tai cis-
-CH=CH- ja ¢ = C=0 tai CH-OH, on kuvattu julkaisussa,
Ellestad et al, J. Org. Chem. 43 2339 (1978), jossa
niiden osalta esitetddn, ettd '"niilld ei ole mitdédn
erityisen mielenkiintoista aktiivisuutta", ja arvel-
laan, ettd fenolisen eetterin ldsndolo (so. metoksiryh-
md bentseenirenkaassa) voi olla syynd tdhdn aktiivisuu-
den puuttumiseen.

Tdmd huomioiden on ylldttdvdd, ettd kaavan I
mukaisilla yhdisteilld olisi farmakologista aktiivi-
suutta.

Kaavan I mukaiset yhdisteet 1liittyvdt my®&s
radikikoliyhdisteeseen (radicicol), joka on kaavan III

mukainen yhdiste,

OH 0

ITT

cl O

jossa R on H. Tunnetaan myds vastaava metoksiyhdiste,
jossa R on metyyli.

Radikikolilla, joka on Monosporium Bonorden
metaboliitti, tiedetddn olevan antibioottisia ominai-
suuksia [Delmotte, Nature 171 344 (1953)].

Nyt on ylldttden havaittu, ettd edelld maini-
tuilla kaavan I mukaisilla yhdisteilld, radikikolilla,
o-metyyliradikikolilla ja Ellestad et al kuvaamilla
zearalenonijohdannaisilla on myds sytokiinin vapautumi-
sta estidvid ominaisuuksia, erityisesti ne estdvdt IL-1,
IL-6 ja TNF-a vapautumista ja toimivat lisdksi IL-l:en
funktionaalisina antagonisteina.

Kaavan I' mukainen yhdiste voidaan valmistaa
kasvattamalla tuottavaa mikrobikantaa ravintovdliai-
neessa. Edullisia mikro-organismeja ovat pyknidisten
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(kuroumapullosten) epdtdydellisten sienten (pycnidial
imperfect fungi) kannat, erityisesti kanta F/87-250904,
joka tuottaa metaboliittia 87-250904-F1.

Tdmd kanta on eristetty Eteld-Afrikasta kerd-
tystd tunnistamattomasta jdkdldstd. Kannan elinkykyinen
viljelmd talletettiin 6.11.1991, ARS Patent Culture
Collection-laitokseen, US Dept. of Agriculture, Nort-
hern Regional Research Center, Peoria, Illinois, USA,
Budapestin sopimuksen alaisena talletusnumerolla NRRL
18919. Viljelmdn on saatavissa mySs Sandoz Ltd.'1ltd,
Basle, Sveitsi.

Sienikanta NRRL 18919 kasvaa useimmilla taval-
lisilla sieniagarvdliaineilla, kuten 2 % mallasuuteaga-
rilla. Kasvatusldmp6tila on n. 5 - 37 °C, optimaalinen
kasvatusldmpétila on n. 24 - 32 °C. Petrimaljoilla
olevalla 2 % mallasagarilla ja 27 °C l&mpdtilassa kanta
NRRL 18919 muodostaa 10 pdivdn inkuboinnin j&lkeen
halkaisijaltaan 25 - 35 mm pesdkkeitd. Pesdkkeet ovat
esiintyvdt ruskeasta vihrednmustan ja mustan vdrisind
ja niihin on muodostunut kohtalaisesti ilmavaa mysee-
1id. Ndissd olosuhteissa ei muodostu selvid diffundoi-
tuvia pigmenttejd. Kanta NRRL 18919 voi hajottaa tark-
kelystd ja keratiinia, mutta ei hajoita tai hajoittaa
vain hyvin rajoitetusti selluloosaa ja kitiinié.

Kannan NRRL 18919 pyknidien (kuromapullot)
muoto ja koko voi vaihdella huomattavasti. Ne vaihtele-
vat ldhtien koosta n. 30 u, jolloin niiden muoto voi
olla pallonmuotoisesta pddryndnmuotoiseen varustettuna
vksittdiselld ostiolumilla, tai ne voivat olla epdsddn-
ndéllisen muotoisia, kooltaan jopa 600 u suurien pykni-
dien tai pyknidisten kompleksien muodossa, varustettuna
useilla ostioleilla. Ulommat pyknidiset seindmdt muo-
dostuvat ruskeista soluista. Konidiat on hyaliinisia,
aseptaattisia, sauvamaisia, munuaismaisesta allan-
toidiin, usein kuroutuneita ja 3.0 - 5.5 x 1.0 - 1.7 u
suuria. Konidiat muodostetaan pyknidien sisdlld ohuiden
fialidien (phialides) toimesta ja ne kerddntyvdt os-
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tiolin wulkopuolelle valkeahkona massana. Kanta NRRL
18919 voidaan sovittaa parhaiten Phoma Sacc. sukuun ja
se sopii melko hyvin Phoma cava Schulzer kuvaukseen.

Uutta kantaa NRRL 18919 voidaan kasvattaa
sopivassa ldmpdtilassa erilaisisissa kasvatusvdliai-
neissa kdyttden sopivia ravinne- ja mineraaliaineita
aerobisena pinta- tai immersioviljelmind. Keksintd tuo
edelleen esiin fermentaatioliuokset, jotka saadaan kas-
vattamalla 87-250904-F1 tuottavaa sienikantaa, erityi-
sesti NRRL 18919 kantaa. Keksintd tuo edelleen esiin
mentelmdn kaavan I mukaisten yhdisteiden valmistamisek-
si, johon menetelmddn kuuluu 87-250904-Fl-tuottavan
sienikannan kasvatusvaihe ja muodostuneen 87-250904-F1
metaboliitin eristysvaihe.

Fermentointivdliaineen tulisi sisdltdd hyddyn-
nettdvadd hiilildhdettd ja mahdollisesti mineraalisuolo-
ja ja kasvutekijoitd, jotka kaikki voidaan lis&dtd@ hyvin
middriteltyjen tuotteiden muodossa tai monimutkaisina
seoksina, joita esiintyy eri alkuperdd olevien biolo-
gisten tuotteiden yhteydessd.

Uuden metaboliitin 87-250904-F1 valmistamisek-
si voidaankdyttdd myds kantoja, jotka saadaan valikoi-
malla tai mutaatiolla ultraviolettis&dteilytyksen, rént-
gensdteilytyksen tai muun keinon, kuten kemiallisten
mutageeninen kdytdn, vaikutuksesta.

Kun metaboliittia on Kkerddntynyt riittdvd
mddrd viljelmddn, se voidaan konsentroida ja eristéa
konventionaaliseen tapaan, esim. uuttamalla ja sita
seuraavilla kromatografisilla menetelmilla.

Kaavan I mukaisia yhdisteitd, joissa a-b on
trans- -CH=CH-, voidaan valmistaa vastaavista yhdis-
teistd, joissa a-b on cis- -CH=CH-, isomeroimalla hei-
kosti alkalisissa olosuhteissa, esim. pyridiiniliuok-
sessa, sopivasti 12 - 48 h, lampotilassa 0 - 80 °C,
edullisesti n. 50 °C.

Kaavan I mukaiset yhdisteet voidaan myds val-

mistaa kemiallisella koko- tai osasynteesilld kdyttden



10

15

20

25

30

35

7

konventionaalisia synteesimenetelmid.

Siten keksintdé tuo lisdksi esiin menetelmé&n
kaavan I mukaisen yhdisteen valmistamiseksi, jossa
vhdisteessd c on CHOH. Menetelmdssd syklistetddn yhdis-

te, jolla on kaava IV,

R 0 IV

I
OH ORll OH

R,

jossa R, R, R, -a-b-, -d-e- ja -f-g- tarkoittavat
samaa kuin edelld, poikkeuksella ettd mahdolliset OH
substituentit -a-b-:ssa tai -d-e-:ssa ovat sopivasti
suojatussa muodossa, ja R, on H tai OH suojaryhmé;
ja yhdisteestd poistetaan mahdolliset OH suojaryhmédt.
Kaavan I mukaiset yhdisteet, joissa c on C=0,
voidaan valmistaa syklistetystd tuotteesta hapettamalla
c:ssd oleva CHOH ryhma.
Kaavan IV mukaiset yhdisteet, joissa -f-g- on

trans- -CH=CH-, voidaan valmistaa 1liittdmdll&d vyhdis-

teet, joilla on kaavat V ja VI,

RS I

jossa R, R, R, R, -a-b-, -d-e- ja -f-g- tarkoittavat

samaa kuin edelld kaavan IV kohdalla ja R, ja R, ovat
OH suojaryhmid;
ja poistetaan R,, ja R, ovat OH suojaryhmid.

Kaavan VI mukaiset yhdisteet voidaan valmistaa
liittamalla 4-hydroksibut-1-yynin hydroksisuojattu
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analogi heks-l-en-5-onin kanssa, pelkistdmdlld osittain
tai kokonaan asetyleenisidos ja, tarvittaessa, lisdd-
médlld R, OH suojaryhmd.

Kaavan IV mukaiset yhdisteet, joissa -f-g- on
—CH{{HQ—, voidaan valmistaa 1liitté&mdlld vyhdisteet,
joilla on kaavat VII ja VIII,

R, O VII
VII I
| OR,, 0
+
, /Y
R; | H OR, ,
R4

jossa R,, R, R, ja R,, tarkoittavat samaa kuin kaavojen
IV ja V kohdalla ja R, on OH suojaryhm&;
pelkistédmdlld osittain tai kokonaan asetyleenisidos ja,
tarvittaessa, poistamalla OH suojaryhméat.

Kaavan VII mukaiset yhdisteet voidaan valmis-
taa liitt&mdlld edelld mainittu kaavan V mukainen yh-
diste 6-hydroksi-heks-1-eenin hydroksisuojatun analogin
kanssa, pelkistdmdlld alkyleenisidos, joka vastaa f-g
kaavassa I, poistamalla suojaryhmd terminaalisesta
hydroksiryhmédsta C, sivuketjussa ja hapettamalla tama
hydroksiryhmd aldehydiryhmdksi.

Edelld mainitut menetelmdt voidaan suorittaa
kdyttéden konventionaalisia synteesimenetelmid, reagens-
seja ja olosuhteita; esim. kuten on kuvattu esimerkeis-
sd myShemmin.

Edullisia yhdisteitd, joissa a-b on trans-
-CH=CH~, ovat yhdisteet, joilla on kaavat I", X ja XI,

I"
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Edullisia yhdisteitd, joissa a-b on cis- -CH=CH-
vhdisteet, joilla on kaavat I', XII ja XIII,

Il

XT

XII

XIII

14

ovat
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Keksinnén mukaisilla yhdisteilld on farmakolo-
gisia ominaisuuksia. Erityisesti niilld on sytokiinia
estdvid vaikutuksia siten, ettd ne eivat toimi wvain
estden IL-1, IL-6 ja TNF-a vapautumista, mutta ne ovat
my®s IL-1:n funktionaalisia antagonisteja, kuten voi-
daan todeta‘seuraavista in vitro ja in vivo koemenetel-

mista:

1. Sytokiinin vapautuminen THP-1 soluista

THP-1 solulinja on yleisesti saatavilla ja sen
on kuvannut Tsuchiya et al., Int. J. Cancer 26 171-176
(1980). 900 pl THP-1 soluja (0.5 x 10° solua) yhdessd
100 U y-interferoni/0.9 ml RPMI 1640 v&dliaineen kanssa
(sisdltdd 2 mM L-glutamiinia ja 5 % l&dmpSinaktivoitua
vasikan sikiOseerumia) pipetoidaan 24 kuopan viljelyle-
vyille. 100 ul testattavaa yhdistettd lis&tddn tdmén
'jdlkeen. Kolmen tunnin kuluttua, 37 °C, 5 % C02/95 %
ilma, lis&tddn 10 pl lipopolysakkaridia 500 ug/ml ja
inkubointia jatketaan vield 40 h ajan. Kokeessa kdyte-
tddn myds asianmukaisia kontrolleja (yhdessd ja ilman
stimulusta, liuontinta). Sitten vdliaine poistetaan ja

kirkastetaan sentrifugoimalla, 1000 g, 10 min ajan.
Kuoppiin 1lisd&tddn 1 ml 0.01 % digitoniinia solujen
lyysin aikaansaamiseksi, joita soluja on irrotettu
raaputtamalla kumisauvalla, ja jatetty 4 °C, 10 min.
Laktaattidehydrogenaasimddritykset suoritetaan vdlittd-
médsti ja ndytteitd sdilytetddn -20 °C, kunnes voidaan
suorittaa seuraavat mddritykset. Madritykset ovat: IL-
18 (vadliaine ja lysaatti), IL-6 (vdliaine), TNF-a (va-
liaine), PGE2 (vdliaine ja lysaatti), laktaattidehydro-
genaasi (LDH) (vdliaine ja lysaatti) ja DNA (lysaatit).
IL-1B, IL-6 ja TNF-a mddritykset suoritetaan kdyttden
kaupallisesti saatavia ELISA kittejd (Cistron), PGE2
mddritetddn k&yttden standardi RIA ja DNA mddritetddn
fluorimetrisesti kdyttden DAPI (4', 6-diamino-2-fenyy-
li-indoli.2HC1).

Tdssd kokeessa keksinndn mukaiset vyhdisteet
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estivdt IL-18, Il-6, TNF-a ja PGE2 vapautumista pitoi-
suuksina n. 0.001 - 10 uM. Sitd vastoin DNA tasot pysy-
vdt oleellisesti ennallaan ja yhdisteet eivdt ole tok-
sisia, silld LDH vapautuminen pysyy muuttumattomana.

2. Sytokiinin vapautuminen ihmisen monosyyteistd

a) Ihmisen monosyytit
Mononukleaarisoluja saadaan terveiden vapaaeh-

toisluovuttajien verestd sentrifugoinnin kautta ja
niitd kasvatetaan kudoskasvatusmaljoilla yhdess&d vaih-
televan pitoisuuksisilla testiyhdisteilld [Schnyder et
al., Agents & Actions, 30, 350-362 (1990)]. Ei-adheren-
tit lymfosyytit poistetaan 4 h kuluttua pesemdlld usei-
ta kertoja. Joukkoon lisdtddn tuoretta vdliainetta,
testiyhdistettd sekd LPS (10 pg/ml) stimulantiksi ja
monosyyttejd inkuboidaan vield yhden pdivdn ajan. Yh-
distetyt kasvatusvdliaineet laimennetaan 1:10 tuoreella
vdliaineella ja ne lisdtddn konfluentteihin kaniinin
kondrosyytteihin. Metallo-proteinaasi (MP) aktiivisuus
kondrosyyttikasvatusvédliaineessa mddritetddn kahden
lisdpdivdn kuluttua edelld kuvatun mukaisesti. Keksin-
non mukaiset yhdisteet ovat tdssd kokeessa aktiivisia
monokiinivapautumisen suppressoinnissa pitoisuuksina
suuruusluokkaa 0.001 - 10 uM.

b) IL-1 mddritys kondrosyyttikokeella

Puhdistettuja IL-1, rekombinantti IL-1-8
(rhIL-1) tai sdddetty (conditioned) védliaine, joka on
kerdtty stimuloiduista ihmisen monosyyteistd, hiiren
makrofaageista tai hiiren solulinjasta P388D , aiheutta-
vat luonteenomaisia muutoksia kondrosyyttien eritysta-
vassa. Erityisesti indusoituu latentti metallopro-

teinaasi (MP), kun taas plasminogeeniaktivaattorin
eritys vdhenee. Metalloproteinaasin tai stromelyysin
ominaisuudet on kuvattu yksityiskohtaisesti [Chin et
al., J. Biol. Chem. 260, 12367-12376 (1985)], kuin my0s
plasminogeeniaktivaattorin [Schynder et al., Analyt.
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Biochem. 200, 156-162, 1992]. Annos-vastekuvaajat kdyt-
tden puhdistettua tai rekombinantti IL-1 ja neutraloin-
tia ihmisen monosyytti IL-1 vastaisella vasta-aineella
ovat osoitténeet, ettd tdtd jadrjestelmdd voidaan kdyt-
tdd spesifisend ja herkkdnd biomddrityksend IL-1l:1lle.
Latentin metalloproteinaasin erityksen stimulaatio
kaniinin nivelkondrosyyteilld on suhteellisen IL-1-
spesifinen; IL-2:1la, TNF-a:lla, rekombinantti ihmisen
interferoni-a:lla ja -y:1lla, forbolimyristaattiasetaa-
tilla, konkavaliini A:lla, E-tyypin prostaglandiinilla
ja indometasiinilla ei ole siihen vaikutusta [Schnyder
ja Payne, Brit. J. Rheumatol. 24 (suppl. 1), 128-132
(1985); Schnyder et al., J. Immunol. 138, 496-503
(1987)].

Kondrosyyttejd kerdtdédn ja kasvatetaan kuvatun
mukaisesti [Evequoz et al., Biochem. J. 219, 667-677
(1984)]. Lyhyesti, kondrosyytit vapautetaan distaali-
sesta reisiluun nivelrustosta, joka on saatu 1.2 kg New
Zealand White naaraskaniineista, suorittamalla pro-
teinaasikdsittely. Pestyjd soluja kasvatetaan 48-kuopan
viljelylevyilld DMEM:ssd, jota on tdydennetty 1 % anti-
biootilla, 2 mM glutamiinilla ja 10 % l&mpé-inakti-
voidulla vasikan sikidseerumilla. Konfluenssin saavut-
tamisen jdlkeen soluja inkuboidaan testikasvatusvédliai-
neen 20 pl ndytteen kanssa IL-1 biomddritystd varten ja
tdydennetddn 300 pl tilavuuteen Iscove'en modifioidulla
Dulbecco'n vdliaineella. Supernatanttivdliaineet kerd-
td8n 48 h jdlkeen, sentrifugoidaan ja prosessoidaan

biokemiallista analyysid varten.

c) Biokemialliset mddritykset
Metalloproteinaasi (MP) mddritetddn kineetti-

sesti kdyttden 96-kuopan levyd Twinreader (Flow Labora-
torories AG), joka on yhdistetty henkildkohtaiseen

tietokoneeseen. Ac-Pro-Leu-Gly-S-Leu-Leu-Gly-OC2HS5,
' joka on synteettinen substraatti selkirankaisen kolla-

genaasille, kdytetddn MP mddritykseen [Weingarten ja
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Feder, Anal. Biochem. 147, 437-440 (1985)]. 50 ul 1la-
tenttia MP aktivoidaan 50 pl trypsiinilld (120 ug/ml,
50 mM PIPES, pH 6.8, sisdltdd 20 mM CaCl2) 30 min ajan,
37 °C, jonka jdlkeen kaikkien seriiniproteinaasien
aktiivisuudet pysdytetddn lisddmdlld 150 pl soijapaput-
rypsiini-estdjdad (SBTI; 166 ug/ml yll&d olevassa pusku-
rissa). Tdmdn jdlkeen sekoitetaan 50 ul aktivoitua MP
liuosta 100 pl reagenssiliuokseen (2.5 mM 5,5'-ditio-
bis-2-nitrobentsoehappo; DTNB, 100 ug/ml SBTI, 20 mM
CaCl2 edelld mainitussa puskurissa) ja saatua seosta
pidet&dn 10 min ajan huoneenlédmpétilassa reaktion ai-
kaansaamiseksi kaikkien vapaiden SH-ryhmien kanssa.
Reaktio aloitetaan sitten lisdd@mdlld 100 pl substraat-
tiliuosta (1.25 mM puskurissa, joka sisdltdd 100 ug/ml
SBTI) ja muutokset absorbanssissa 414 nm aallonpituu-
della mitataan 11 kertaa 1 min vdlein.

3. Funktionaaliset IL-1 antagonistiset vaikutukset
Toistetaan muuten kohdassa 2) kuvattu koemene-

telmd, mutta ihmisen monosyyttien lisd@misen kondro-
syyttiviljelmddn sijasta IL-1 itsessddn (rekombinantti
ihmisen IL-183, Sandoz) lis&dtddn 1 ng/ml pitoisuutena.
MP aktiivisuus kondrosyyttikasvuvdliaineessa mddrite-
tddn 2 pédivdan kuluttua. Keksinndn mukaiset yhdisteet
ovat aktiivisia funktionaalisina IL-1 antagonisteina

pitoisuuksina 1 - 30 nM.

4. LPS-kuume
LPS-suspensiota (Sigma, No. L-5886; 100 ug/5

ml glukoosiliuos/kg s.c.) injektoidaan Tuttlingen SD
urosrottiin (150 - 160 g). Kaksi tuntia myShemmin mita-
taan kehon ldmpotila kdyttden rektaalista termistori-
koetinta, joka on liitetty ELLAB teletermometrin yh-
teyteen. Testiyhdiste annetaan 4 h mydhemmin. Kaksi
tuntia my6hemmin (6 h LPS annon jdlkeen) lé&mpdtila
mitataan jdlleen. Kéasittelemdttémilld kontrolleilla
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esiintynyt ldmpétilan nousu otetaan 100 % ja kdsitellyn
ryhmdn vastaava ilmaistaan prosentteina tdstd arvosta.
ED,, on annos, joka aiheuttaa lédmpdtilan nousussa 50 %
estymisen, joka lampétilan nousu on mddritetty kontrol-

lirotilta. Tdssd kokeessa keksinndn mukaisten yhdistei-

den ED50 on tyypillisesti n. .1 - 1 mg/kg.

5. Rotan karrageeni(carrageenan)-indusoitu kdpdlén

turvotus
Jokaisessa ryhmdssd kédytetddn 5 OFA urosrot-

taa, jotka painavat 150-170 g. Testiainetta annetaan
oraalisesti fysiologinen suolaliuos/0.5% tragantti
suspensiona 1 h ennen karrageeni-injektiota. Karrageeni
(0.1 ml 1 % suspensio fysiologisessa suolaliuoksessa)
annetaan jalkapohjan alaisena injektiona yhteen takakd-
pdlddn. Kdpdldn turpoaminen mitataan antiflogometrillé
Kemper & Amelm mukaisesti. Kontrollilukema otetaan
vdlittOmasti injektion jédlkeen ja turpoaminen mitataan
3 ja 5 h kuluttua. Otetaan 3- ja 5-h lukemien keskiar-
vo, kun kontrollilukema on vdhennetty, ja kdsitellyiltd
eldimiltd saadut arvot ilmaistaan prosentteina ei-ké&si-
tellyiltd kontrolleilta saadusta arvosta. ED, tarkoit-
taa annosta, joka estdd 50 % karrageeni-indusoitua
turpoamista 3 h jdlkeen. Tdssd koemenetelmidssd keksin-
non mukaisten yhdisteiden ED50 on tyypillisesti n. .1 -

1 mg/kg.

Keksinnén mukaisia yhdisteitd ehdotetaan siten
kdytettdvdksi hoidettaessa hdiriditd, joiden etiologi-
aan liittyy tai kuuluu liiallista sytokiinin vapautu-
mista, erityisesti IL-1B vapautumista, esim. mitd eri-
laisimpia inflammatorisia tiloja ja sairauksia, Kkuten
nivelreumaa, osteoartriittia, septistd shokkia, psoria-
sista, ateroskleroosia, inflammatorisia suolis-
tosairauksia, Crohn'in sairautta tai astmaa.

Edelld mainittuihin kdyttotarkoituksiin tar-
vittava annos luonnollisesti vaihtelee riippuen anto-
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muodosta, erityisestd hoidettavata tilasta ja halutusta
vaikutuksesta. Yleisesti, tyydytt&vid tuloksia kuiten-
kin saavutetaan annosmddrilld n. 0.1 - 20 mg/kg eldimen
kehonpaino, edullisesti n. 0.5 - 5 mg/kg. On médritet-
ty, ettd kaavan I' mukaisen yhdisteen IC50 arvo THP-1
kokeessa . (yhdisteen pitoisuus, joka estdd 50 % IL-18
vapautumista) on n. 0.06 uM. Siten ehdotetaan, etta
tdtd yhdistettd voidaan antaa pdivdannoksina 8 mg - 2 g
p.o. suuremmille nisdkkdille, kuten ihmiselle.

Edelld esitetyn mukaisesti esilld oleva kek-
sintd tuo edelleen esiin:
i) menetelmdn hdirididen hoitamiseksi, joiden hdiri&i-
den etiologiaan liittyy tai kuuluu liiallista sytokii-
nin vapautumista, erityisesti IL-18 vapautumista, kuten
nivelreuman, osteoartriitin, septisen shokin, pso-
riasiksen, ateroskleroosin, inflammatorisen suolis-
tosairauden, Chron'in sairauden tai astman hoitamiseksi
tdllaista hoitoa tarvitsevalta kohteelta, jolloin mene-
telmdssd mainitulle kohteelle annetaan vaikuttava mdard
a) edelld mddriteltyd kaavan I mukaista yhdistettd; tai

b) kaavan II mukaista yhdistettd, jossa:

R, on H tai metyyli;

R, ja R, ovat H tai OH;

R, on H tai metoksi;

-a-b- on -CH,-CH,~ tai -CH=CH-

ja ¢ on C=0 tai CH-OH (muu kuin kaavan I mukaiset yh-
disteet); tai

c) kaavan III mukainen yhdiste, jossa R on H tai metyy-

1i,

vapaassa muodossa tai emdssuolan muodossa tai sen fy-
siologisesti hydrolysoituvaa ja fysiologisesti hyvék-

syttdvad esteria.

ii) kaavan II mukaisen yhdisteen, jossa:
R on metyyli; R, ja R, ovat H tai OH; R, on H tai me-
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toksi; -a-b- on -CH,-CH- tai cis- -CH=CH-; ja c on C=0
tai CH-OH; vapaan emdksen muodossa tai suolan muodossa,
tai sen fysiologisesti hydrolysoituvan ja fysiologises-
ti hyvdksyttdvdn esterin kdytettdvdksi farmaseuttisena
aineena esim. jonkin edelld esitetyistd sairauksista
hoidossa.

Keksinnén mukaisia yhdisteitd voidaan antaa
mitd tahansa konventionaalista reittid, erityisesti
nasaalisesti, enteraalisesti, edullisesti oraalisesti,
esim. tablettien tali kapseleiden muodossa, tai parente-
raalisesti, esim injektoitavien liuosten tai suspensi-
oiden tai perdpuikkojen muodossa. Yksikkdannosmuodot
sisdltdvdt esim. n. 2 mg - 1 g keksinndén mukaista yh-
distettd. Keksintd tuo vield esiin farmaseuttisen koos-
tumuksen, joka sisdltdd vaikuttavan mddrdn edelld koh-
dassa b) mddriteltyd kaavan II mukaista yhdistetta
yhdessd farmaseuttisesti hyvdksyttdvdn laimennusaineen
tai kantajan kanssa. Tdllaiset koostumukset voidaan
valmistaa konventionaaliseen tapaan.

Edullisia yhdisteitd farmaseuttista kayttoa
ajatellen ovat yhdisteet, joilla on kaavat I', I", X,

XI, XII ja XIII.
Seuraavat esimerkit havainnollistavat keksin-

toa:

ESIMERKIT

Esimerkki 1: Fermentointiesimerkki
Kannan NRRL 18919 siirrosteviljelmd siirroste-

taan 2 1 Erlenmeyer pulloon, joka sisdltdd 1 1 sterii-
1lid, nestemdistd vdliainetta, joka koostuu 2 % mal-
lasuutteesta ja 0.4 % hiivauutteesta deionisoidussa
vedessd. Erlenmeyer-pulloa inkuboidaan pySréravistimes-—
sa, 200 rpm, 24 °C kolmen pdivdn ajan, ja se kdytetddn
esikasvatuksena 50 1 fermentoinnille. Tédmd vdlikasvatus
suoritetaan 75 1 fermentorissa, joka sisdltdd 50 1
steriilid nestemdistd vdliainetta, joka koostuu 2 %
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mallasuutteesta ja 0.4 % hiivauutteesta deionisoidussa
vedessd. Fermentoinnin aikana lé&mpdtilaa pidetdan va-
kiona, 25 °C, sekoittimen nopeutta 50 rpm, ilmastusta
50 1/min ja ylipainetta 0.5 bar. Esikasvatusfermentoin-
ti kestdd ainoastaan yhden pdivdn, jonka j&lkeen se
kdytetddn siirrostamaan lopullinen, suurempimittakaa-
vainen fermentointi. T&md tuotantokasvatus suoritetaan
5000 1 fermentorissa, joka sisdltdd 3000 1 steriilid
nestemdistd vdliainetta, joka koostuu (g/l) 20 glukoo-
sista, 2 soijaproteiinista, 2 mallasuutteesta 2 hiivau-
utteesta, 2 KHPO, ja 2 MgSO, deionisoidussa vedessd.
Ennen siirrostamista steriiliin vdliaineeseen lis&dtdén
1 mg/l syklosporiinia A:ta liuotettuna pieneen me-
tanolitilavuuteen. Fermentoinnin aikana l&dmpdtilaa
pidetddn vakiona 25 °C, sekoittimen nopeutta 25 rpm,
ilmastusta 3000 1/min ja ylipainetta 0.5 bar. Liialli-
nen vaahtoaminen estetddn lisddmdlld kontrolloidusti
vaahdonestoainetta. Keksinnén mukaisen yhdisteen tuot-
toa seurataan HPLC avulla ja tuotantokasvatus otetaan
talteen ajankohtana, jolloin saadaan halutun metabolii-

tin korkeimmat tiitterit.

Esimerkki 2: Metaboliitin eristys

Myseeli erotetaan kasvatusliuoksesta ja super-
natanttia (2800 1) uutetaan 2800 1 etyyliasetaattia.
Myseeli poistetaan. Etyyliasetaattiliuos haihsutetaan
kuiviin vakuumissa 45 - 50 °C. Mielenkiinnon kohteena
oleva yhdiste saadaan suoraan uutosjddnndksen kiteytyk-

selld liuottamalla uutosjddnnds (n. 1 kg) 5 1 metano-
liin, 60 °C, jddhdyttdmdlld saatu liuos nopeasti ja
pitdmdlld sitd myShemmin huoneenldmpdtilassa 20 h ajan.
Saadut kiteet (n. 250 g) erotetaan suodattamalla, uu-
delleenliuotetaan metanoliin, 75 °C, ja uudelleenki-
teytetddn yén yli, -25 °C. Kiteet imusuodatetaan, pes-
tddn kylmdlld metanolilla ja kuivataan vakuumissa.
Tuote on [3S-(3R’, 5%, 8R’, 9R’, 11E)]-3,4,9,10-tetra-
hydro-8,9,16-trihydroksi-13,14-dimetoksi-3-metyyli-
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1H[2] bentsoksasyklotetradesin-1,7[8H]dioni ja se saa-
daan valkoisina neuloina, joilla on seuraavat ominai-
suudet: sp. 170 - 172 °C, ([«] * = -43.1° (c = 0.49,

metanolissa).

Esimerkki 3: Kaavan I" mukaisen yhdisteen valmistus
Kaavan I" mukainen yhdiste, [35—(3R*, 5E, 8R’,

9RZ 11E)]-3,4,9,10-tetrahydro-8,9,16-trihydroksi-13, 14~

dimetoksi-3-metyyli-1H-2-bentsoksisyklotetra-desin-

1,7(8H)-dioni, valmistetaan seuraavasti.

Esimerkin 2 mukainen tuote (1 g) liuotetaan
100 ml pyridiiniin ja sekoitetaan argonatmosféddrissd 24
h ajan, 50 °C. Saatu keltainen liuos konsentroidaan
vakuumissa ja jddnnos otetaan etyyliasetaattiin ja sitd
ravistellaan 1 N viinihapon kanssa. Orgaaninen faasi
erotetaan, pestddn keittosuolaliuoksella, kuivataan
natriumsulfaatilla ja haihdutetaan. Kiinted jd&nnds
kromatografoidaan Kieselgel pd&dlld kayttden etyy-
liasetaattia liikkuvana faasina, jolloin saadaan kaavan
I" mukaista yhdistettd, sp. 171 - 173 °C. NMR (CDCl,):
1.47 (d, 3H), 2.25-2.85 (m, 4H), 3.60 (s, 3H), 3.89 (s,
3H), 4.17 (m, 1H), 4.65 (d, 1H), 5.40 (m, 1H), 5.93 (m,
1H), 6.45 (s, 1H), 6.47 (d, 1H) 6.63 (dd, 1H), 7.00
(dt, 1H), 11.21 (s, 1H) ppm.

Esimerkki 4: Kaavan X mukaisen yhdisteen valmistus
Kaavan X mukainen vhdiste, [3S—(3R*, 5E, BRZ
9R’, 11E)]-3,4,9,10-tetrahydro-8,9,16-trihydroksi-14-
metoksi-3-metyyli-1lH-2-bentsoksasyklotetradesin-
1,7(8H)-dioni, saadaan analogisesti esimerkin 3 kanssa.

Sp. 154 - 159 °cC.

Esimerkki 5: Kaavan XI mukaisen vhdisteen valmistus
Kaavan XI mukainen yhdiste, [3S—(3R*, 5E, 8R*,

9R", 11E-)]1-3,4,9,10-tetrahydro-8,9-dihydroksi-13,14,16-

trimetoksi-3-metyyli-1H-2-bentsoksasyklotetradesin-
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1,7(8H)-dioni, saadaan vaahtona analogisesti esimerkin
3 kanssa ja silld on seuraava NMR-spektri. NMR
(CDC13):1.4(d,3H); 2.2-3.0(m, 5H); 3.61(s, 3H);

3.78(s, 3H); 3.83(s, 3H); 3.7-4.15(m, 2H); 4.75(d, 3H);
2.2-3.0(m, 1H); 6.15(d, 1H); 6.31(d, 1H); 6.38(s, 1lH);
7.85(m, 1H)ppm.

Esimerkki 65 Kaavan XIII mukaisen yhdisteen valmistus

a) Pent-l1l-en-5-oni

10 g (100 mMol) 5-hydroksipent-l1-eenin ja 100
ml dikloorimetaanin liuos lisdtddn huoneenlémpdtilassa
suspensioon, joka sisdltdd 43 g pyridiniumkloorikro-
maattia ja dikloorimetaania. Saatuun suspensioon lisa-
tddn 1 1/2 h kuluttua dietyylieetterid, suspensio suo-
datetaan kdyttden silikageelid, kiinted j&d&nnés pestdidn
useita kertoja dietyylieetterilld, joka myds suodate-
taan kdyttden silikageelid, ja etyylieetterifraktiot
yhdistetddn ja haihdutetaan hitaasti, jolloin saadaan 7

g raakaa pent-l-en-5-onia.

b) 4-trimetyylisiloksiheks-1-yyni

Seosta, joka sisdltdd 8.1 g 4-hydroksiheks-1-
yynid, 16 g t.butyylidimetyylisilyylikloridia ja 7.2 g
imidatsolia sekd 100 ml asetonitriilid, sekoitetaan yodn
yli huoneenldmpdtilassa, jonka jdlkeen lisdtddn die-
tyylieetterid ja suspensio suodatetaan kdyttden silika-
geelid. Suodosliuos haihdutetaan ja j&&nnds tislataan
vesipumppuvakuumissa, 70 °C, jolloin saadaan 17.8 g
(93%) otsikon mukaista yhdistetta.

c) 2-trimetyylisiloksi-7-hydroksi-undeka-4-yn-

10-eeni

Butyylilitiumin liuos (37 ml) lisdtddn tipoit-
tain -78 °C ldmpdtilassa liuokseen, joka sisdlt&dd 13.8
g edelld olevan kohdan b) mukaista tuotetta ja 20 ml
tetrahydrofuraania, ja saatua seosta sekoitetaan -78
°C, 1 1/2 h. Joukkoon lisdtddn tdmédn jédlkeen hitaasti
6.0 g edelld olevan kohdan a) mukaisen aldehydituotteen
10 ml tetrahydrofuraaniliuosta, seosta sekoitetaan -78
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°C 1 h ajan, jonka jdlkeen sen annetaan ldmmetd huo-
neenldmpétilaan. Joukkoon lisdtddn vettd, seos uutetaan
etyyliasetaatilla ja orgaaninen faasi kuivataan, suoda-
tetaan ja haihdutetaan, jolloin saadaan 13.1 g (72%)
otsikon mukaista tuotetta epdpuhtaassa muodossa.

d) 2-trimetyylisiloksi-7-hydroksi-undeka-cis-

4,10-dieeni

10.1 g edelld olevan kohdan c¢) mukaisen tuot-
teen 300 ml pyridiiniliuokseen lisdtddn 1 g 10% palla-
dium BaSO,:ssa ja seos hydrataan huoneenlampotilassa. 24
h kuluttua vetyd on kulunut 420 ml ja edelleen 24 h
kuluttua vetyd on kulunut 720 ml. Sitten seos imusuoda-
tetaan kdyttden Hyfloa katalyytin poistamiseksi, tuote
konsentroidaan, liuotetaan etyyliasetaattiin, sitéd
pestddn 10% sitruunahappoliuoksella ja kyll&dstetylld
keittosuolaliuoksella, kuivataan Na,SO, avulla ja kon-
sentroidaan. Tdssd vaiheessa ohutlevykromatografia kui-
tenkin osoittaa, ettd vain 15% l&htbaineesta on konver-
toitunut. Tdmdn vuoksi tuote uudelleenliuotetaan 300 ml
pyridiiniin ja joukkoon 1lis&tddn 1.5 10% palladium
BaSO,:ssa ja seosta hydrataan sekoituksen alaisena
huoneenldmpdtilassa. Nyt havaitaan, ettd jo 6 h kulut-
tua vetyd on kulunut 700 ml. Tuotteen (10.2 g) havai-
taan olevan n. 90% konvertoitunut, kun tarkastelu suo-

ritetaan ohutlevykromatografisesti.
e) 2-trimetyylisiloksi-7-{(2-metoksi)etok-

si}metoksi-undeka-cis-4,10-dieeni

10 g edelld olevan vaiheen d) otsikon mukaista
tuotetta liuotetaan 80 ml dikloorimetaaniin sekoittaen
huoneenldmpstilassa ja joukkoon lisdtd@dn 1 min kuluessa

8.5 ml di-isopropyylietyyliamiinia, ja tdmdn jdlkeen
tipoittain 10 min kuluessa 5.7 ml 1l-kloorimetyyli-2-
metyyli-glykolin 20 ml dikloorimetaaniliuosta. Reaktio
on mennyt loppuun 2 h kuluttua, kun tarkastelu suorite-
taan ohutlevykromatografisesti. Reaktioseosta pestddn
10% NaHCO,, 10% sitruunahappoliuoksella ja kylldstetylld
keittosuolaliuoksella, se kuivataan Na,SO, avulla ja
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konsentroidaan, jolloin saadaan 14 g otsikon mukaista
tuotetta raakatuotteena. Tuote puhdistetaan silikagee-
likromatografian avulla (heksaani/dietyylieetteri 8:1),
jolloin saanto on 10.5 g (83%).

f) Kaavan IV mukainen yhdiste, jossa R,on H,

sta R._ ovat MeO, -a-b- on cis- -CH=CH-, -d-e- on -CH_ -

CH, ja -f-g- on trans -CH=CH-

90 ml trietyyliamiinia sekoitetaan argonatmos-
fadrissd ja siihen lisdtddn 7.5 g kaavan V mukaista
yhdistettd, jossa R, on H, R, ja R, ovat MeO ja R, in Me,
ja sitten 10.8 g edelld olevasta vaiheesta e) saatua
tuotetta, 0.104 g palladiumdiasetaattia, 0.564 g tri o-
tolyylifosfiinia ja 3.9 g hopea-asetaattia. Seos lammi-
tetddn 80 °C ladmpdtilaan sekoituksessa 6ljyhauteessa ja
60 h kuluttua 1lis&dtddn vield 0.104 g palladium-
diasetaattia ja 0.564 g tri o-tolyylifosfiinia ja reak-

tion annetaan jatkua vield 48 h, jona aikana reaktio

menee loppuun ohutlevykromatografisesti todettuna.
Tuoteseos konsentroidaan, sitd kadsitelld&n etyy-
liasetaatilla ja se poistetaan liukenemattomasta j&dn-
teestd imemdlld Hyflon 1ldpi. Liuos konsentroidaan ja
trimetyylisiloksi/R, on Me -vdlituote puhdistetaan
silikageelikromatografisesti (heksaani/etyyliasetaatti
4:1), jolloin saannoksi tulee n. 14 q.

5.1 g NaOH liuotetaan 50 ml DMSO-liuokseen ja
30 ml veteen, joukkoon lisdtddn 7.44 g edelld esitettyd
vdlituotetta ja seosta kuumennetaan 100 °C l&mpdtilassa
4 h ajan dljyhauteessa sekoittaen. Seos jddhdytetdan,
laimennetaan vedelld, sitd pestddn kolme kertaa eette-
rilld, jddhdytetddn jdd1ld ja pH sovitetaan arvoon pH 3
2N HCl avulla. Témé&n jdlkeen tuotetta uutetaan kolme
kertaa etyyliasetaatilla, pestddn kahdesti kyllédstetyl-
1& keittosuolaliuoksella, kuivataan Na, SO, avulla, kon-
sentroidaan ja kuivataan korkeavakuumissa, jolloin
saadaan 6 g otsikon mukaista tuotetta (m/z: 453(MH+),
348(60), 329(100), 285(60), 207(60).

g) Kaavan XIII mukainen yhdiste
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5.4 g edelld olevan vaiheen f) tuotetta lisé&-
tddn 3.5 1 tetrahydrofuraaniin huoneenlémpdtilassa
sekoituksessa, joukkoon lis&tddn 18.7 ml dietyyliatso-
dikarboksylaattia ja t&m&n jdlkeen 31.3 g trifenyyli-
fosfiinia ja seos ldmmitetddn 50 °C l&mpdtilaan 61jy-
hauteessa ja sen annetaan reagoida yon yli. Tuoteseos
konsentroidaan ja jddnnés puhdistetaan kdyttden 2 Al0O,
pylvditd ja eluutioon heksaani/etyyliasetaattia (2:1).
Ensimmdisestd pylvddstd saadut fraktiot 6-1 ja toisesta
pylvddstd saadut fraktiot 7-20 tuottavat yhteensd 5 g
raakatuotetta, joka puhdistetaan edelleen silikageeli-
kromatografisesti saaden 3.2 g (62%) puhdasta hartsi-
maista vdlituotetta, joka on tuote, joka vastaa kaavan
XIII mukaista yhdistettd, jossa c¢ on CH-OCH,-O-CH,-CH,-
OCH, suojatussa muodossa.

Tdmd vdlituote konvertoidaan toiseksi vdli-
tuotteeksi, jossa c on CHOH, happokdsittelyn avulla.
5.2 g edelld mainittua vdlituotetta liuotetaan 12 ml
tetrahydrofuraaniin, joukkoon lis&tddn 10 ml 1N HCl ja
seosta sekoitetaan 45 °C 24 h ajan, jonka jdlkeen sitd
uutetaan kolme kertaa etyyliasetaatilla ja pestdén
kylldstetylld keittosuola- ja NaHCO,-liuoksella. Etyy-
liasetaattifaasit kuivataan Na,SO, avulla, konsentroi-
daan ja puhdistetaan silikageelikromatografisesti (hek-
saani/etyyliasetaatti 1:1), jolloin saadaan n. 3.4 g
tahmeaa toista vdlituotetta.

2 ml dikloorimetaania sekoitetaan huoneenldm-
pdtilassa, joukkoon lisdtddn 76 ul oksalyylikloridia,
seos jddhdytetddn -60 °C ldmpdtilaan ja 0.13 ml DMSO ja
1 ml dikloorimetaanin liuos lisdtddn tipoittain 3 min
aikana. T&td seuraavan kaasun muodostuksen annetaan
edetd 3 min ajan, jonka jdlkeen joukkoon lisdté&dn 280
mg edelld mainittua toista vdlituotetta ja 3 ml dikloo-
rimetaaniliuosta tipoittain 5 min aikana sakan muodos-
tuessa. Seosta sekoitetaan vield 15 min, jonka jdlkeen
0.56 ml trietyyliamiinia lis&td&n joukkoon 5 min aikana
tahnan saostuessa, jonka tahnan annetaan 1lisddntyd



aaaaa

10

15

20

25

30

35

23

huoneenldmpdtilassa. Tahnaa uutetaan dikloorimetaanil-
la, orgaanisia faaseja pestddn kahdesti 10 % sit-
ruunahapolla, kahdesti kyllédstetylld keittosuolaliuok-
sella, kuivataan Na SO, avulla, konsentroidaan ja puh-
distetaan silikageelikromatografisesti (dikloorimetaa-
ni), jolloin saadaan kaavan XIII mukaista tuotetta
puhtaassa muodossa. Puhdas tuote omaa seuraavat ominai-
suudet: sp. (m. pt.) 159 °C; m/z: 344(M+), 217(80),
189(60), 178(100), 95(60).

Esimerkki 7: Kaavan XII mukaisen vhdisteen valmistus
a) Kaavan XII mukaisen yhdisteen analogi,
jossa c on CH-OCHz—O—CHz—CHz—OCH3
2.9 g jodia ja 0.55 g magnesiumia lis&tdén 20

ml dietyylieetteriin ja seosta sekoitetaan, Kkunnes
éksoterminen reaktio on mennyt loppuun ja ruskea véari
kadonnut. 11 g saatua liuosta saatetaan ruiskuun ja
lisdtddn tipoittain 10 min aikana liuokseen, joka si-
sdltdd 1.64 g edelld esimerkin 6 vaiheen g) mukaista
ensimmdistd vdlituotetta ja bentseenid. Muodostuu kel-
taista sakkaa ja seosta ldmmitet&ddn 80 °C lampodtilassa
6ljyhauteessa ja sitd sekoitetaan 1 1/2 h tédssd ldampé-
tilassa, jonka jdlkeen sekoitusta jatketaan yoén yli
huoneenldmpdtilassa. Tuotetta uutetaan kahdesti etyy-
liasetaatilla, sitd pestddn NaCHO, ja kylldstettya
keittosuolaliuosta kdyttden, se kuivataan Na,so, avulla,
konsentroidaan ja puhdistetaan silikageelikromatografi-
sesti (heksaani/etyyliasetaatti 7:3), jolloin saadaan
1.6 g otsikon mukaista tuotetta puhtaassa muodossa.

b) Kaavan XII mukaisen vyhdisteen analogi,

jossa ¢ on CHOH

510 mg t&mdn esimerkin vaiheen a) tuotetta
liuotetaan 12 ml tetrahydrofuraaniin, 10 ml 1 N HCl
lisdtddn joukkoon ja seosta sekoitetaan 45 °C 24 h
ajan. Tuoteseosta uutetaan kolme kertaa etyyliasetaa-
tilla, se pestddn kylldstetylld keittosuolaliuoksella
ja NaHCO,. Etyyliasetaattifaasit kuivataan Na,sO, avulla,
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konsentroidaan ja puhdistetaan silikageelikromatografi-
sesti (heksaani/etyyliasetaatti 1:1), jolloin saadaan
330 mg tahmeaa otsikon mukaista tuotetta (m/z: 332(M+),
314(10), 203(75), 190(55), 164(60).

c) Kaavan XII mukainen vhdiste

280 mg vaiheen b) tuotetta liuotetaan 10 ml

dikloorimetaaniin sekoituksessa huoneenldmpétilassa,
joukkoon lis&tdédn 475 mg pyridiinidikromaattia ja seos-
ta sekoitetaan y6n yli huoneenldmpdtilassa. T&médn j&dl-
keen seokseen lisdtddn vield 158 mg pyridiniumdikro-
maattia ja seosta sekoitetaan jdlleen yon yli sekd
vield 24 h huoneenldmpétilassa. Saatu tuoteliuos erote-
taan kiintedstd sivutuotteesta suodattamalla Hyflon
ldpi ja puhdistetaan kromatografisesti (eluutio dikloo-
rimetaanilla), jolloin saadaan otsikon mukaista yhdis-
tettd puhtaassa muodossa (sp. (m. pt.) 137 °C; m/z:
330(M+), 312(20), 202(100), 175(75)).

Esimerkki 8: Kaavan I mukainen vhdiste, jossa R, on H,
Be ja R on OMe, -a-b- on cis -CH=CH-, ¢ on C=0 ja -d-e-

ja -f-g- ovat -CH,-CH -
a) 4-dimetyyli, t-butyyli-silyylioksi-pent-1-

yyni
17.8 g (%)-4-pentyn-2-olia liuotetaan 150 ml

asetonitriiliin sekoituksessa huoneenléampétilassa,
joukkoon lisdtddn 15.8 g imidatsolia ja sitten 35 g
dimetyyli, t butyyli-silyylikloridia, jolloin tapahtuu
eksoterminen reaktio, jolloin reaktioseoksen kaikki
komponentit menevdt aluksi liuokseen, mutta mydhemmin
saostumaa muodostuu valittomdsti. Seosta sekoitetaan
y6n yli huoneenlampotilassa, jonka jdlkeen se imusuoda-
tetaan, liuosfraktio konsentroidaan ja joukkoon 1lisd-
tddn vield 2.9 g imidatsolia ja 6.3 g dimetyyli, t
butyyli-silyylikloridia. 3 h kuluttua reaktioseos jdl-
leen imusuodatetaan ja konsentroitu liuosfraktio jako-
tislataan. Otsikon mukainen yhdiste on kolmessa ensim-
mdisessd jakessa, jotka yhdistetddn ja tuote puhdiste-
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taan tislaamalla alipaineessa (12 mm Hg), 64-68 °C.
b) Kaavan VII mukainen tuote, jossa R, on H, R,

ja R ovat OMe fja R, on Me
14.6 g vastaavaa kaavan V mukaista yhdistettd,

4.16 g tdmdn esimerkin vaiheen a) tuotetta, 0.3 g pal-
ladiumdiasetaattia, 1.1 g tri o-tolyylifosfiinia ja 7.6
g hopea-asetaattia 1lisdtddn 60 ml tetrahydrofuraaniin
ja seos ldmmitetddn sekoittamalla 70 °C lampdtilaan
6ljyhauteessa. 48 h kuluttua, jona aikana reaktio on
ohutlevykromatografian mukaan mennyt n. 70 % loppuun,
lisdtdédn vield 0.3 g palladiumdiasetaattia ja 1.1 g tri
o-tolyylifosfiinia ja seosta ldmmitetd&n viikolopun yli
70 °C. Témédn jdlkeen seos imusuodatetaan Hyfloa kdyttd-
en, konsentroidaan korkeavakuumissa ja puhdistetaan
silikageelikromatografisesti (heksaani/etyyliasetaatti
4:1), jolloin saadaan ensimmdistd vdlituotetta, so.
vastaavan kaavan VII mukaisen yhdisteen analogia, jossa
R, = OMe, R, = OMe, R, = H, R, = Me ja C, sivuketjun
aldehydiryhmd@ on dimetyyli, t-butyyli-silyyli-suojattu
OH-ryhmé.

6.7 g tdtd ensimmdistd vdlituotetta liuotetaan
100 ml metanoliin, joukkoon 1lisdtddn 500 mg palla-
dium/hiilikatalyyttid, joka sisdltdd 10 % palladiumia
(Pd/C) 10%) ja seosta hydrataan sekoituksessa 48 h ajan
(350 ml H, kulunut ensimmdisen 24 h aikana). Sitten
reaktioseos imusuodatetaan Hyfloa kdyttden ja konsent-
roidaan; jolloin havaitaan, ettd tdssd vaiheessa NMR
mukaan C, sivuketjun kaksoissidos on pelkistynyt vain
30%. Siten reaktiotuote liuotetaan 150 ml metanoliin,
joukkoon lisdtddn 500 mg Pd/C 10% katalyyttid ja seosta
hydrataan viikonlopun yli huoneenldmpdtilassa. Saatu
reaktioseos imusuodatetaan Hyfloa kdyttden, konsentroi-
daan ja toinen vdlituote, so. vastaavan kaavan VII
mukaisen yhdisteen analogi, jossa aldehydiryhméd C,
sivuketjussa on OH-ryhmd, erotetaan vastaavasta silok-
sisuojatusta vhdisteestd silikageelikromatografiaa
kdyttden (heksaani/etyyliasetaatti 2:1), jolloin saan-
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noksi saadaan 4.9 g.
_ 1.2 ml oksalyylikloridia lis&tddn 30 ml di-
kloorimetaaniin sekoituksessa huoneenldmpétilassa, seos
jddhdytetddn -60 °C ldmpdtilaan ja joukkoon lis&t&ddn
tipoittain 5 min aikana 1.9 ml DMSO ja 7 ml dikloorime-
taanin liuos, jonka jdlkeen seosta sekoitetaan vield 3
min ja liuos, joka sisgdltdd 3.5 g tadmdn esimerkin
toista vdlituotetta ja 20 ml dikloorimetaania, lisdtdén
joukkoon tipoittain 10 min aikana. Muodostuu saostuma.
Seosta sekoitetaan vield 20 min, se konsentroidaan ja
joukkoon lis&t&&n 8.2 ml trietyyliamiinia 5 min aikana.
Mucdostuu paksu tahnamainen saostuma, jonka annetaan
lisd&ntyd huoneenldmpdtilassa 1.5 ajan. Kiintedd tuo-
tetta uutetaan dikloorimetaanilla, sitd pestd&dn kahdes-
ti 10 % sitruunahappoliuoksella, kerran kylldstetylléd
keittosuolaliuoksella ja NaHCO,, se kuivataan Na,ZSO,
kdyttden ja konsentroidaan, jolloin saadaan 3.6 g otsi-
kon mukaista tuotetta kumimaisessa muodossa.

c) Kaavan IV mukainen tuote, jossa R,_on H, R,
ja R,_ovat OMe, ~a-b- on c¢is -CH=CH-, -d-e- ja -f-g-
ovat -CH -CH - ja R, on H

0.39 g tédmdn esimerkin vaiheen a) tuotetta
lisdtd8n 5 ml tetrahydrofuraaniin typpiatmosféddrissd,
joukkoon lisdtddn tipoittain 2 min aikana, -70 °C, 1.2
ml butyylilitiumia. 1 h kuluttua joukkoon lisdt&ddn ti-
poittain 5 min aikana liuosta, joka sisdltaa 0.5 g
tdmdn esimerkin vaiheen b) lopputuotetta ja 4 ml tetra-
hydrofuraania, saatua seosta sekoitetaan -70 °C 1.5 h
ajan, jonka jédlkeen sen annetaan ld&mmetd huoneenldmpo-
tilaan. Tdssd vaiheessa reaktio on mennyt ohutlevykro-
matorgrafian mukaan loppuun. Jddjddhdytyksessada tuotetta
pestddn 10% sitruunahappoliuoksella, uutetaan kolme
kertaa etyyliasetaatilla, pestddn kylldstetylld keit-
tosuolaliuoksella ja NaHCO,, kuivataan Na,SO, avulla ja
konsentroidaan, jolloin saadaan 0.87 g hartsimaista
ensimmdistd vdlituotetta, so. vastaavan kaavan IV mu-
kaisen yhdisteen analogia, jossa COOH-substituentti on
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metoksiesterin muodossa, sidos, joka vastaa kaavan I
mukaisen yhdisteen -a-b- sidosta on asetyleenisidos ja
OH-substituentti C,, sivuketjun C  hiiliatomissa on t-
butyyli-silyyli-suojattu.

3.1 g tdtd ensimmdistd vdlituotetta liuotetaan
50 ml pyridiiniin, 200 mg 10% Pd/BaSO, lisdtddn ja
seosta hydrataan huoneenlémpdtilassa magneettisekoituk-
sessa. 4 h kuluttua vetyd on kulunut enemmdn kuin teo-
reettinen tarve (240 ml). Saadusta tuotteesta otetaan
ndyte, se konsentroidaan, liuotetaan dikloorimetaaniin
ja pestddn 10 % sitruunahappoliuoksella (tdssd vaihees-
sa reaktio on mennyt NMR mukaan loppuun). Tuote erote-
taan katalyytistd imusuodatuksella kdyttden Hyfloa, se
konsentroidaan, otetaan etyyliasetaattiin, pestdén
kylldstetylld keittosuolaliuoksella, kuivataan Na,SO,
avulla ja konsentroidaan, jolloin saadaan 3.05 g hart-
simaista toista vdlituotetta, so. tdmdn vaiheen ensim-
mdisen védlituotteen analogia, jossa sidos, joka vastaa
kaavan I mukaisen yhdisteen -a-b- sidosta, on cis
-CH=CH-.

Analogisesti esimerkin 6 vaiheen f) kanssa
tdmdn vaiheen toinen vdlituote konvertoidaan otsikon
mukaiseksi tuotteeksi (m/z: 367 (MH+), 349(40),

331(100), 305(90), 191(100)).
d) Kaavan I mukainen yhdiste, jossa R, on H, R,

ja R,_ovat OMe, -a-b- on cis -CH=CH-, ¢ on C=0Q0 ja -d-e-

ja -f-g- ovat -CH -CH -

1.7 g edelld olevan vaiheen c) lopputuotetta
liuotetaan sekoituksessa 1.8 1 asetonitriiliin, jouk-
koon lis&dtddn 5.9 g 2-klooripyridiinijodidia ja 6.5 ml
trietyyliamiinia ja saatua seosta ldmmitetd&dn viikonlo-
pun yli 50 °C ldmpdtilaan Oljyhauteessa sekoituksessa.

Tdmdn jadlkeen tuote konsentroidaan, otetaan etyy-
liasetaatiin, sitd pestdd@n 10% sitruunahappoliuoksella
NaHCO, ja kylldstetylld keittosuolaliuoksella, se kuiva-
taan Na,SO, avulla ja konsentroidaan, jolloin saadaan
1.6 g raakaa vdlituotetta (so. otsikon mukaisen tuot-
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teen analogia, jossa ¢ on CHOH) ruskean hartsin muodos-
sa. Tdmd raakatuote puhdistetaan silikageelikromatogra-
fisesti (heksaani/etyyliasetaatti 3:2) kdyttden dikloo-
rimetaania liuottamaan vdlituote.

Huoneenldmpdtilassa olevaan 2 ml dikloorime-
taaniin lisdtddan 5 ul oksalyylikloridia, seos jdahdyte-
tdan -70 °C lampdtilaan ja joukkoon lisd@tddn tipoittain
3 min aikana sekoituksessa liuosta, joka sisdltdd 93 ul
DMSO ja 1 ml dikloorimetaania. Seosta sekoitetaan vield
5 min, jonka jdlkeen joukkoon lis&td&n tipoittain 5 min
aikana liuosta, joka sisd&ltdda 0.2 g tdmdn vaiheen vdli-
tuotetta. Muodostuu saostumaa. Seosta sekoitetaan vield
15 min, sitten joukkoon lisdtd&dn tipoittain 5 min aika-
na 0.4 ml trietyyliamiinia, seosta sekoitetaan 1 h ajan
-70 °C, jonka jdlkeen sen annetaan ldmmetd huoneenl&m-
potilaan 1 h aikana. Saatu tuoteseos laimennetaan di-
kloorimetaanilla se pestddn kahdesti 10 % sitruunahap-
poliuoksella, kerran kylldstetylld keittosuolaliuoksel-
la, se kuivataan Na,sSO, avulla, konsentroidaan ja puh-
distetaan silikageelikromatografisesti ja uudelleenki-
teytetddn, jolloin saadaan n. 100 mg puhdasta tuotetta

(sp. (m. pt.) 110 °C).

Esimerkki 9: Kaavan I mukainen yhdiste, jossa R, ja R,

ovat H, R. on OMe, -a-b- on trans -CH=CH-, c on C=0 ja -

d-e- ja -f-g- ovat —Cwang;
35 mg magnesiumia sekoitetaan 1 ml dietyyli-

eetterin ja 1 ml bentseenin kanssa ja joukkoon lisdtdén
0.18 g jodia, jolloin tummanruskea vdri hdvidd 1.5 h
kuluttua. Saadun seoksen nestefaasi lisdtddn liuokseen,
joka sisdltdd 50 mg esimerkin 6 lopputuotetta ja 2 ml
bentseenid, jolloin muodostuu saostumaa. Seosta sekoi-
tetaan 60 °C 2.5 h ajan, tuote otetaan etyyliasetaat-
tiin, sitd pestddn 1 N HCl1l, kylldstetylld NaHCO, ja
kylldstetylld keittosuolaliuoksella, se kuivataan Na,SO,
avulla, konsentroidan ja puhdistetaan silikageelikroma-
tografisesti (toluleeni/metanoli 98:2). Tuote puhdiste-
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taan edelleen silikageelipylvddssd (heksaani/etyyliase-
taatti 3:2), jolloin saadaan n. 30 mg puhdasta otsikon
mukaista tuotetta &ljyn muodossa 333 (MH+),
315(80), 265(100), 177(90).

(m/z:

Esimerkki 10: Kaavan I mukainen vhdiste, jossa R,_on H,
R, ja R._ovat OMe, -a-b- on trans -CH=CH-, ¢ on C=0 ja
-d-e- ja -f-g- ovat -CH,-CH -

Analogisesti esimerkkien 3 ja 9 kanssa valmis-
tetaan otsikon mukainen tuote vastaavasta tuotteesta,

jossa -a-b- on cis -CH=CH-, so. esimerkin lopputuot-
teesta isomeroimalla -a-b- sidos. Otsikon mukainen
tuote saadaan 6ljyn muodossa (m/z: 346(M+), 205(50),

191(100), 178(40), 152(40), 95(55).
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PATENTTIVAATIMUKSET

1. Kaavan I mukainen yhdiste,

R, O
I

0~ * al\b

|

jossa R, ja R, ovat samoja tai erilaisia ja ovat H, OH,
C, ,alkoksi tai C,_,alkyyli COO-,

R, on OH, C _.alkoksi tai C _,alkyyli COO-,

yksi, -a-b- tai -d-e-, on -CHR,-CHR,~ ja toinen on cis-
tai trans- -CR=CR -, jolloin R, ja R, ovat samoja tai

erilaisia ja ovat H, OH, C _,alkoksi tai C _.alkyyli COO-,
c on CH-OH tai C=0 ja

'—f-g— on -CH -CH,- tai cis- tai trans- -CH=CH-,

ehdolla, ettd kun R, on H, R, on OH ja -f-g- on trans-
-CH=CH-; 1. R5 ei ole OH, kun -a-b- on —CH{{HE—, c on
C=0 ja -d-e- on —CH{<Hg—, tai 2.1% ei ole metoksi, kun
-a-b- on -CH,-CH,- tai cis- -CH=CH- ja c on C=0 tai

CH-OH ja -d-e- on -CHOH-CHOH,

vapaassa muodossa tai emdssuolan muodossa tai fysiolo-
gisesti hydrolysoituvan ja fysiologisesti hyvdksyttdvdn
esterin muodossa, ja jossa * merkitty asymmetrinen
hiili ja atomit a ja/tai b tai d ja/tai e, ndiden ol-
lessa asymmetrisid hiiliatomeja, ovat R- tai S-konfigu-
raatiossa tai yhdiste k&dsittdd sen optisten isomeerien
minkd tahansa seoksen.

2. Kaavan I mukainen yhdiste, jossa R, on H tai
metoksi, R, on metoksi, R, on OH, -a-b- on cis- tai
trans—- -CH=CH-, ¢ on CHOH tai C=0, -d-e- on -CHOH-CHOH-
ja -f-g- on trans- ~CH=CH-; ehdolla, ettd kun -a-b- on
cis -CH=CH-, niin R, on metoksi ja c on C=0, vapaassa
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muodossa tai emdssuolan muodossa tai fysiologisesti
hydrolysoituvan tai fysiologisesti hyvdksyttdvdn este-
rin muodossa.

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen vhdis-
te, jossa a-b on trans- -CH=CH-, ja jossa asymmetriset
hiiliatomit ovat kaikki S-konfiguraatiossa.

4. Edelld mddritellyn kaavan I1', I", X, XI,

XII tai XIITI mukainen yhdiste.

5. Menetelmd kaavan I' mukaisen vyhdisteen
valmistamiseksi, t unne t t u siitd, ettd menetel-
médssd kasvatetaan 87-250904-Fl-tuottavaa sienikantaa ja
eristetddn muodostunut metaboliitti 87-250904-F1.

6. Menetelmd kaavan I mukaisen yhdisteen val-
mistamiseksi, jossa yhdisteessd a-b on trans- -CH=CH-,
tunnettu siitd, ettd menetelmdssd isomeroidaan
vastaava cis-isomeeri heikosti alkalisissa olosuhteis-
sa.

7. Menetelmd kaavan I mukaisen yhdisteen val-
mistamiseksi, jossa yhdisteessd c¢ on CHOH, t u n n e t-

tu siitd, ettd menetelmdssd syklistetddn yhdiste,
jolla on kaava IV,

R, 0 v

|
£ e /J\\ a\\//l\\

R,

jossa R,, R,, Ry, -a-b-, -d-e- ja -f-g- tarkoittavat
samaa kuin patenttivaatimuksessa 1, poikkeuksella ettd
-a-b-:ssd tai -d-e-:ssd mahdollisesti olevat OH substi-
tuentit ovat sopivasti suojatussa muodossa, ja R, on H
tai OH suojaryhm&;

ja poistetaan yhdisteessd mahdollisesti oleva OH suoja-

ryhmédt.
8. Menetelmd kaavan I mukaisen yhdisteen val-

mistamiseksi, jossa yhdisteessd ¢ on C=0, t unn e t-
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t u siitd, ettd menetelmdssd hapetetaan ¢ CHOH ryhmid
kaavan I mukaisesta yhdisteestd, jossa ¢ on CHOH.
9. Farmaseuttinen koostumus, t unnet tu
siitd, ettd koostumus sisdltdd vaikuttavan mid&dridn
a) patenttivaatimuksen 1 mukaista yhdistettd; tai
b) yhdistettd, jolla on kaava II,

OH 0O

IT

jossa
R, on H tai metyyli;

R, ja R, ovat H tai OH,

R, on H tai metoksi;

-a-b- on -CH,-CH,- tai -CH=CH-

ja ¢ on C=0 tai CH-OH (muu kuin patenttivaatimuksen 1
mukainen yhdiste); tai

c) yhdistettd, jolla on kaava III,

OH @)

bl

ITT

RO

cl O

jossa R on H tai metyyli;
vapaassa muodossa tai emdssuolan muodossa tai sen fy-

siologisesti hydrolysoituvaa ja fysiologisesti hyvak-

syttdvad esterid.
10. Kaavan II mukainen yhdiste, joka on mddri-

telty patenttivaatimuksessa 9, jossa:

R, on metyyli;
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R2 ja R3 ovat H tai OH,

R, on H tai metoksi;

-a~b- on -CH,-CH,- tai cis- -CH=CH-;

ja ¢ on C=0 tai CH-OH;

vapaan emdksen muodossa tai suolan muodossa, tai sen
fysiologisesti hydrolysoituvan ja fysiologisesti hyvédk-
syttdvdn esterin muodossa kdytettdvdksi farmaseuttisena

aineena.
11. Sienikannan NRRL 18919 puhdasviljelmd.
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