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îáùåé ôîðìóëû (I),

ãäå R1 âûáðàí èç ôåíèëà èëè ïèðèäèíèëà, ãäå

êàæäîå ôåíèëüíîå êîëüöî R1 èëè ïèðèäèíèëüíîå

êîëüöî R1 ìîæåò áûòü âîçìîæíî è íåçàâèñèìî
äîïîëíèòåëüíî çàìåùåíî õëîðîì, ôòîðîì, áðîìîì
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êîìïîçèöèè íà îñíîâå ýòèõ ñîåäèíåíèé,
îáëàäàþùåé δ-àãîíèñòè÷åñêîé àêòèâíîñòüþ, è ê
ñïîñîáó ëå÷åíè  áîëè. Òåõíè÷åñêèé ðåçóëüòàò -
ïîëó÷åíèå íîâûõ ñîåäèíåíèé ôîðìóëû I äë 
ïðèìåíåíè  äë  óñòðàíåíè  áîëè è ïðîèçâîäñòâà
ëåêàðñòâ äë  ýòîé öåëè. 3 í. è 5 ç.ï. ô-ëû, 3 òàáë.
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(54) NEW COMPOUNDS

(57) Abstract: 
FIELD: organic chemistry, medicine, pharmacy.
SUBSTANCE: invention relates to new compounds

of the general formula (I):

wherein R1 is taken among phenyl or pyridinyl and

wherein each phenyl ring R1 or pyridinyl ring R1 can

be substituted additionally and independently
with chlorine, fluorine, bromine and iodine atom
at any position of indicated ring, and also to
their pharmaceutically acceptable salts. Also,
invention relates to pharmaceutical composition
based on these compounds eliciting δ-agonistic

activity and to a method for pain treatment.
Invention provides preparing new compounds of the
formula (I) used in applying for pain treatment
and for manufacturing drugs for this purpose.

EFFECT: valuable medicinal properties of new
compounds.

8 cl, 3 tbl, 4 ex
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Îáëàñòü èçîáðåòåíè 
Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê íîâûì ñîåäèíåíè ì, ê ñïîñîáó èõ ïîëó÷åíè , èõ

ïðèìåíåíèþ è ôàðìàöåâòè÷åñêèì êîìïîçèöè ì, ñîäåðæàùèì ýòè íîâûå ñîåäèíåíè . Ýòè
íîâûå ñîåäèíåíè   âë þòñ  ïîëåçíûìè â òåðàïèè è, â ÷àñòíîñòè, äë  ëå÷åíè  áîëè.

Ïðåäøåñòâóþùèé óðîâåíü òåõíèêè
δ-Ðåöåïòîð èäåíòèôèöèðîâàí êàê ðåöåïòîð, èãðàþùèé ðîëü âî ìíîãèõ ôóíêöè õ

îðãàíèçìà, òàêèõ êàê ñåðäå÷íî-ñîñóäèñòà  è ëèìôàòè÷åñêà  è áîëåâà  ñèñòåìû.
Ñëåäîâàòåëüíî, ëèãàíäû äë  δ-ðåöåïòîðà ìîãóò íàõîäèòü ïîòåíöèàëüíîå ïðèìåíåíèå â
êà÷åñòâå àíàëüãåòèêîâ è/èëè â êà÷åñòâå ãèïîòåíçèâíûõ àãåíòîâ. Ïîêàçàíî òàêæå, ÷òî
ëèãàíäû äë  δ-ðåöåïòîðà îáëàäàþò èììóíîìîäóëèðóþùåé àêòèâíîñòüþ.

Èäåíòèôèêàöè  ïî ìåíüøåé ìåðå òðåõ ðàçëè÷íûõ ãðóïï îïèîèäíûõ
ðåöåïòîðîâ (µ, δ è κ) â íàñòî ùåå âðåì  ÷åòêî óñòàíîâëåíà, è î÷åâèäíî, ÷òî âñå òðè
íàõîä òñ  êàê â öåíòðàëüíîé, òàê è â ïåðèôåðè÷åñêîé íåðâíûõ ñèñòåìàõ ìíîãèõ âèäîâ,
âêëþ÷à  ÷åëîâåêà. Àíàëãåçèþ íàáëþäàëè â ðàçëè÷íûõ æèâîòíûõ ìîäåë õ ïðè àêòèâàöèè
îäíîãî èëè áîëåå ÷åì îäíîãî èç ýòèõ ðåöåïòîðîâ.

Çà ðåäêèì èñêëþ÷åíèåì, èìåþùèåñ  â íàñòî ùåå âðåì  ñåëåêòèâíûå δ-îïèîèäíûå
ëèãàíäû  âë þòñ  ïåïòèäíûìè ïî ïðèðîäå è íå ïîäõîä ò äë  ââåäåíè  ïîñðåäñòâîì
ñèñòåìíûõ ïóòåé. Îäíèì èç ïðèìåðîâ íå ïåïòèäíîãî δ-àãîíèñòà  âë åòñ  SNC80 (Bilsky
E.J. et al., Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics, 273 (1), pp. 359-
366 (1995)). Îäíàêî âñå åùå ñóùåñòâóåò íåîáõîäèìîñòü â ñåëåêòèâíûõ δ-àãîíèñòàõ,
îáëàäàþùèõ íå òîëüêî ïîâûøåííîé ñåëåêòèâíîñòüþ, íî òàêæå óëó÷øåííûì ïðîôèëåì
ïîáî÷íûõ ýôôåêòîâ.

Òàêèì îáðàçîì, çàäà÷åé, ëåæàùåé â îñíîâå íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè ,  âë ëñ  ïîèñê
íîâûõ àíàëüãåòèêîâ, îáëàäàþùèõ óëó÷øåííûìè áîëåóòîë þùèìè ýôôåêòàìè, íî òàêæå ñ
óëó÷øåííûì ïðîôèëåì ïîáî÷íûõ ýôôåêòîâ ïî ñðàâíåíèþ ñ ñîâðåìåííûìè µ-àãîíèñòàìè,
à òàêæå îáëàäàþùèõ óëó÷øåííîé ñèñòåìíîé ýôôåêòèâíîñòüþ.

Àíàëüãåòèêè, êîòîðûå èäåíòèôèöèðîâàíû è èìåþòñ  â óðîâíå òåõíèêè, èìåþò ìíîãî
íåäîñòàòêîâ, çàêëþ÷àþùèõñ  â òîì, ÷òî îíè îáëàäàþò íåóäîâëåòâîðèòåëüíîé
ôàðìàêîêèíåòèêîé è íå îêàçûâàþò áîëåóòîë þùåãî äåéñòâè  ïðè ââåäåíèè ïîñðåäñòâîì
ñèñòåìíûõ ïóòåé. Òàêæå äîêóìåíòàëüíî ïîäòâåðæäåíî, ÷òî ïðåäïî÷òèòåëüíûå
ñîåäèíåíè  δ-àãîíèñòû, îïèñàííûå â äàííîì óðîâíå òåõíèêè, ïðî âë þò çíà÷èòåëüíûå
ñóäîðîæíûå ýôôåêòû ïðè ñèñòåìíîì ââåäåíèè.

Àâòîðàìè èçîáðåòåíè  â íàñòî ùåå âðåì  îáíàðóæåíî, ÷òî íåêîòîðûå ñîåäèíåíè ,
êîíêðåòíî íå ðàñêðûòûå, íî âêëþ÷åííûå â îáúåì WO 97/23466, äåìîíñòðèðóþò
íåîæèäàííî óëó÷øåííûå δ-àãîíèñòè÷åñêèå ñâîéñòâà è ýôôåêòèâíîñòü in vivo
îòíîñèòåëüíî ñîåäèíåíèé, ðàñêðûòûõ â WO 97/23466, ïðè ñèñòåìíîì ââåäåíèè.
Ñîåäèíåíè  ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ äåìîíñòðèðóþò çíà÷èòåëüíûå è íåîæèäàííî
ïîâûøåííûå óðîâíè àãîíèçìà ïî îòíîøåíèþ ê äåëüòà-ðåöåïòîðó è ìåòàáîëè÷åñêîé
ñòàáèëüíîñòè.

Êðàòêîå èçëîæåíèå ñóùíîñòè èçîáðåòåíè 
Íîâûå ñîåäèíåíè  ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ îïðåäåëåíû ôîðìóëîé I
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RU 2 258 703 C2

ãäå
R1 âûáðàí èç
(1) ôåíèëà;
(2) ïèðèäèíèëà

ãäå êàæäîå ôåíèëüíîå êîëüöî R1 è ãåòåðîàðîìàòè÷åñêîå êîëüöî R1 ìîæåò áûòü
âîçìîæíî è íåçàâèñèìî äîïîëíèòåëüíî çàìåùåíî 1, 2 èëè 3 çàìåñòèòåë ìè, âûáðàííûìè
èç ïð ìîãî è ðàçâåòâëåííîãî Ñ1-Ñ6àëêèëà, NO2, CF3, C1-Ñ6àëêîêñè, õëîðî, ôòîðî, áðîìî è
éîäî. Çàìåùåíè  íà ôåíèëüíîì êîëüöå è íà ãåòåðîàðîìàòè÷åñêîì êîëüöå ìîãóò èìåòü
ìåñòî â ëþáîì ïîëîæåíèè íà óêàçàííûõ êîëüöåâûõ ñèñòåìàõ.

Â îáúåì íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  òàêæå âõîä ò ôàðìàöåâòè÷åñêè ïðèåìëåìûå ñîëè
ñîåäèíåíèé ôîðìóëû I, à òàêæå èõ èçîìåðû.

Êîãäà ôåíèëüíîå êîëüöî è ãåòåðîàðîìàòè÷åñêîå êîëüöî (êîëüöà)  âë þòñ 
çàìåùåííûìè, ïðåäïî÷òèòåëüíûå çàìåñòèòåëè âûáðàíû ëþáîé èç CF3, ìåòèëà, éîäî,
áðîìî, ôòîðî è õëîðî.

Â ïðåäïî÷òèòåëüíîì âîïëîùåíèè äàííîãî èçîáðåòåíè  ñîåäèíåíè  ôîðìóëû I
íàõîä òñ  â âèäå (+)-ýíàíòèîìåðà èëè â âèäå (-)-ýíàíòèîìåðà.

Ïîä "èçîìåðàìè" àâòîðû èçîáðåòåíè  ïîäðàçóìåâàþò ñîåäèíåíè  ôîðìóëû I, êîòîðûå
ðàçëè÷àþòñ  ïî ïîëîæåíèþ èõ ôóíêöèîíàëüíîé ãðóïïû è/èëè îðèåíòàöèè. Ïîä
"îðèåíòàöèåé" àâòîðû èçîáðåòåíè  ïîäðàçóìåâàþò ñòåðåîèçîìåðû, äèàñòåðåîèçîìåðû,
ðåãèîèçîìåðû è ýíàíòèîìåðû.

Íîâûå ñîåäèíåíè  ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ  âë þòñ  ïîëåçíûìè â òåðàïèè,
Ñòðàíèöà: 4

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50



RU 2 258 703 C2

îñîáåííî äë  ëå÷åíè  ðàçëè÷íûõ áîëåâûõ ñîñòî íèé, òàêèõ êàê õðîíè÷åñêà  áîëü,
íåâðîïàòè÷åñêà  áîëü, îñòðà  áîëü, ðàêîâà  áîëü, áîëü, âûçâàííà  ðåâìàòîèäíûì
àðòðèòîì, ìèãðåíü, âèñöåðàëüíà  áîëü è òàê äàëåå. Ýòîò ïåðå÷åíü, îäíàêî, íå ñëåäóåò
èíòåðïðåòèðîâàòü êàê èñ÷åðïûâàþùèé.

Ñîåäèíåíè  ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ  âë þòñ  ïîëåçíûìè â êà÷åñòâå
èììóíîìîäóë òîðîâ, îñîáåííî ïðè àóòîèììóííûõ çàáîëåâàíè õ, òàêèõ êàê àðòðèò, äë 
êîæíûõ òðàíñïëàíòàòîâ, òðàíñïëàíòàòîâ îðãàíîâ è ïîäîáíûõ õèðóðãè÷åñêèõ íóæä, ïðè
êîëëàãåíîçàõ, ðàçëè÷íûõ àëëåðãè õ, äë  ïðèìåíåíè  â êà÷åñòâå ïðîòèâîîïóõîëåâûõ
àãåíòîâ è ïðîòèâîâèðóñíûõ àãåíòîâ.

Ñîåäèíåíè  ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ  âë þòñ  ïîëåçíûìè ïðè áîëåçíåííûõ
ñîñòî íè õ, ïðè êîòîðûõ èìååòñ  äåãåíåðàöè  èëè äèñôóíêöè  îïèîèäíûõ ðåöåïòîðîâ,
ëèáî äåãåíåðàöè  èëè äèñôóíêöè  îïèîèäíûõ ðåöåïòîðîâ âîâëå÷åíà â ïðîöåññ. Â
äèàãíîñòè÷åñêèå ìåòîäèêè è â ïðèìåíåíè , ñâ çàííûå ñ âèçóàëèçàöèåé, òàêèå êàê
ïîçèòðîííà  ýìèññèîííà  òîìîãðàôè  (ÏÝÒ), ìîæåò áûòü òàêæå âîâëå÷åíî èñïîëüçîâàíèå
ìå÷åííûõ èçîòîïàìè âàðèàíòîâ ñîåäèíåíèé ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ.

Ñîåäèíåíè  ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ  âë þòñ  ïîëåçíûìè äë  ëå÷åíè  äèàðåè,
äåïðåññèè, òðåâîãè, íåäåðæàíè  ìî÷è, ðàçëè÷íûõ ïñèõè÷åñêèõ çàáîëåâàíèé, êàøë , îòåêà
ëåãêèõ, ðàçëè÷íûõ æåëóäî÷íî-êèøå÷íûõ ðàññòðîéñòâ, ïîâðåæäåíè  ñïèííîãî ìîçãà è
ïðèâûêàíè  ê ÷ðåçìåðíîìó óïîòðåáëåíèþ ëåêàðñòâ, âêëþ÷à  ëå÷åíèå çëîóïîòðåáëåíè 
àëêîãîëåì, íèêîòèíîì, îïèîèäàìè è äðóãèìè ëåêàðñòâàìè, à òàêæå äë  ëå÷åíè 
ðàññòðîéñòâ ñèìïàòè÷åñêîé íåðâíîé ñèñòåìû, íàïðèìåð ãèïåðòåíçèè.

Ñîåäèíåíè  ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ  âë þòñ  ïîëåçíûìè â êà÷åñòâå
àíàëüãåòè÷åñêîãî àãåíòà äë  ïðèìåíåíè  âî âðåì  îáùåé àíåñòåçèè è êîíòðîëèðóåìîé
êîððåêöèè àíåñòåçèè. Êîìáèíàöèè àãåíòîâ ñ ðàçëè÷íûìè ñâîéñòâàìè ÷àñòî ïðèìåí þò äë 
äîñòèæåíè  áàëàíñà ýôôåêòîâ, íåîáõîäèìîãî äë  ïîääåðæàíè  ñîñòî íè  àíåñòåçèè
(íàïðèìåð, àìíåçèè, àíàëãåçèè, ìûøå÷íîé ðåëàêñàöèè è ñåäàòèâíîãî ýôôåêòà). Â äàííóþ
êîìáèíàöèþ âêëþ÷åíû èíãàë öèîííûå àíåñòåòèêè, ñíîòâîðíûå ñðåäñòâà, àíêñèîëèòèêè,
íåéðîìûøå÷íûå áëîêàòîðû è îïèîèäû.

Â îáúåì íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  òàêæå âõîäèò ïðèìåíåíèå ëþáîãî èç ñîåäèíåíèé
ôîðìóëû I, óêàçàííîé âûøå, äë  ïðîèçâîäñòâà ëåêàðñòâà äë  ëå÷åíè  ëþáîãî èç
ñîñòî íèé, îáñóæäàåìûõ âûøå.

Ñëåäóþùèé àñïåêò íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ïðåäñòàâë åò ñîáîé ñïîñîá ëå÷åíè 
ñóáúåêòà, ñòðàäàþùåãî îò ëþáîãî èç ñîñòî íèé, îáñóæäàåìûõ âûøå, ïðè êîòîðîì ïàöèåíòó,
íóæäàþùåìóñ  â òàêîì ëå÷åíèè, ââîä ò ýôôåêòèâíîå êîëè÷åñòâî ñîåäèíåíè  ôîðìóëû I,
óêàçàííîé âûøå.

Òàêæå â îáúåì íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  âêëþ÷åíî ëþáîå íîâîå ïðîìåæóòî÷íîå
ñîåäèíåíèå, êàê îïèñàíî â ïðèâåäåííîé íèæå Ñõåìå I, ïîëåçíîå â ñèíòåçå ñîåäèíåíèé
ôîðìóëû I, óêàçàííîé âûøå.

Ñïîñîáû ïîëó÷åíè 
Ñîåäèíåíè  ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ ìîæíî ïîëó÷èòü, ñëåäó  ìåòîäèêå ñèíòåçà,

îïèñàííîé â Ñõåìå I. Ýòà èçâåñòíà  ìåòîäèêà îïèñàíà â Katritsky, A.R., Lan, X. Chem.
Soc. Rev., pp. 363-373 (1994), êîòîðà  âêëþ÷åíà â äàííîå îïèñàíèå èçîáðåòåíè  ïóòåì
ññûëêè.
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Ïðèìåðû
Äàëåå èçîáðåòåíèå áóäåò îïèñàíî áîëåå ïîäðîáíî ñ ïîìîùüþ ñëåäóþùèõ ïðèìåðîâ,

êîòîðûå íå ñëåäóåò èñòîëêîâûâàòü êàê îãðàíè÷èâàþùèå äàííîå èçîáðåòåíèå.
Ñîåäèíåíè  ïî Ïðèìåðàì 1-3 ïîëó÷èëè, ñëåäó  ìåòîäèêå ñèíòåçà, îïèñàííîé â

ïðèâåäåííîé íèæå Ñõåìå 1.
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Ïðèìåð 1
Ïîëó÷åíèå 4-Ã(4-áåíçèë-1-ïèïåðàçèíèë)(2,2-äèìåòèë-2,3-äèãèäðî-1-áåíçîôóðàí-7-

èë)ìåòèë1-N,N-äèýòèäáåíçàìèäàäèãèäðîõëîðèäà (ñîåäèíåíèå 6)
(1) Ïîëó÷åíèå 2,2-äèìåòèë-2,3-äèãèäðî-1-áåíçîôóðàí-7-èë-òðèôòîðìåòàíñóëüôîíàòà

(ñîåäèíåíèå 1)
2,2-Äèìåòèë-2,3-äèãèäðî-1-áåíçîôóðàí-7-îë (19 ã, 0,11 ìîëü) è ïèðèäèí (18 ìë, 0,23

ìîëü) ðàñòâîð ëè â CH2Cl2 ïðè 0°Ñ. Äîáàâë ëè ïî êàïë ì òðèôòîðìåòàíñóëüôîíîâûé
àíãèäðèä (23 ìë, 0,14 ìîëü). Ïîñëå ïåðåìåøèâàíè  â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè 25°Ñ ýòó ñìåñü
ðàçáàâë ëè CH2Cl2 è ïðîìûâàëè HCl (âîäí.), âûñóøèâàëè (MgSO4) è âûïàðèâàëè â âàêóóìå.

Âûõîä 32 ã (96%) ñîåäèíåíè  1, êîòîðîìó íå òðåáîâàëàñü î÷èñòêà, è åãî èñïîëüçîâàëè
íåïîñðåäñòâåííî â ñëåäóþùåé ñòàäèè.

1Í ßÌÐ (CDCl3) δ 1,50 (s, 6H), 3,09 (s, 2Í), 6,81 (m, 1H), 7,03 (m, 1H), 7.11 (m,1H).
MC (El) m/e 296, 163, 135, 107.
(2) Ïîëó÷åíèå ìåòèë-2,2-äèìåòèë-2,3-äèãèäðî-1-áåíçîôóðàí-7-êàðáîêñèëàòà

(ñîåäèíåíèå 2)
Ñîåäèíåíèå 1, ïîëó÷åííîå íà ïðåäûäóùåé ñòàäèè, îïèñàííîé âûøå (32 ã, 0,11 ìîëü),

ðàñòâîð ëè â ÄÌÑÎ (200 ìë), ÌåÎÍ (100 ìë) è Et3N (34 ìë, 0,25 ìîëü). ×åðåç ýòîò
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ðàñòâîð ïðîïóñêàëè ìîíîîêñèä óãëåðîäà â òå÷åíèå 2-3 ìèí, çàòåì äîáàâë ëè àöåòàò
ïàëëàäè  (0,24 ã) è dppf (1,1 ã), è ýòó ñìåñü íàãðåâàëè ïðè 70°Ñ â àòìîñôåðå ÑÎ. ×åðåç 4 ÷
äîáàâë ëè äîïîëíèòåëüíûå êîëè÷åñòâà àöåòàòà ïàëëàäè  (0,10 ã) è dppf (0,50 ã). ×åðåç
12 ÷ äîáàâë ëè EtOAc è âîäó, è îðãàíè÷åñêóþ ôàçó ïðîìûâàëè HCl (âîäí.), ðàññîëîì,
âûñóøèâàëè (MgSO4) è âûïàðèâàëè. Ïóòåì õðîìàòîãðàôèè íà ñèëèêàãåëå (0-20% EtOAc â
ãåïòàíå) ïîëó÷èëè 12 ã (52%) ñîåäèíåíè  2.

1H ßÌÐ (CDCl3) δ 1,52 (s, 6H), 3,00 (s, 2Í), 3,88 (s, 3H), 6,82 (m, 1H), 7,27 (m,
1H), 7,70 (m, 1H). MC (El) m/e 206, 174, 159, 146, 131.

(3) Ïîëó÷åíèå 2,2-äèìåòèë-2,3-äèãèäðî-1-áåíçîôóðàí-7-êàðáàëüäåãèäà (ñîåäèíåíèå 3)
Ñîåäèíåíèå 2 (5,0 ã, 24 ììîëü) ðàñòâîð ëè â òîëóîëå (100 ìë) è äîáàâë ëè DIBAL â

òîëóîëå (33 ìë, 1,5 M, 50 ììîëü) ïðè -78°Ñ â àòìîñôåðå àçîòà. ×åðåç 30 ìèí ýòó
ðåàêöèîííóþ ñìåñü îáðàáàòûâàëè äîáàâëåíèåì HCl (âîäí.), îðãàíè÷åñêóþ ôàçó
âûñóøèâàëè (MgSO4) è âûïàðèâàëè â âàêóóìå. Îñòàòîê ðàñòâîð ëè â CH2Cl2 (50 ìë) è
äîáàâë ëè ïîðöè ìè òîíêî èçìåëü÷åííûé ïèðèäèíè  äèõðîìàò (PDC) (11 ã, 29 ììîëü). Ýòó
ñìåñü íàãðåâàëè ïðè 40°Ñ è äîáàâë ëè ïîðöè ìè PDC (1 ã), ïîêà ðåàêöè  íå áûëà
çàâåðøåíà. Ïóòåì ðàçáàâëåíè  ãåïòàíîì, ôèëüòðîâàíè  ÷åðåç ñèëèêàãåëü è óïàðèâàíè 
ïîëó÷èëè íåî÷èùåííûé ïðîäóêò, êîòîðûé î÷èùàëè ïóòåì õðîìàòîãðàôèè íà ñèëèêàãåëå (0-
20% EtOAc â ãåïòàíå) ñ ïîëó÷åíèåì ñîåäèíåíè  3 (3,3 ã, 19 ììîëü, 67% îò ñîåäèíåíè  2).

1H ßÌÐ (CDCl3) δ 1,54 (s, 6H), 3,03 (s, 2Í), 6,88 (m, 1H), 7,34 (m, 1H), 7,58 (m,
1H), 10,22 (s, 1H). MC (El) m/e 176, 161, 147, 130.

(4) è (5) Ïîëó÷åíèå 4-[(2,2-äèìåòèë-2,3-äèãèäðî-1-áåíçîôóðàí-7-èë)(ãèäðîêñè)ìåòèë]-
N,N-äèýòèëáåíçàìèäà (ñîåäèíåíèå 4) è 4-[(2,2-äèìåòèë-2,3-äèãèäðî-1-áåíçîôóðàí-7-èë)(1-
ïèïåðàçèíèë)ìåòèë]-N,N-äèýòèëáåíçàìèäà (ñîåäèíåíèå 5)

N,N-Äèýòèë-4-éîäáåíçàìèä (ñîåäèíåíèå I) (14 ã, 47 ììîëü) ðàñòâîð ëè â ÒÃÔ (150 ìë)
è îõëàæäàëè äî -78°Ñ â àòìîñôåðå àçîòà. Äîáàâë ëè ïî êàïë ì í-áóòèëëèòèé (n-BuLi) (21
ìë, 2,2 M ðàñòâîð â ãåêñàíå, 47 ììîëü). Ïåðåìåøèâàíèå ïðîäîëæàëè â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè
-78°Ñ. Äîáàâë ëè ïî êàïë ì àëüäåãèä (ñîåäèíåíèå 3) (4,1 ã, 24 ììîëü), ðàñòâîðåííûé â
ÒÃÔ (2 ìë). ×åðåç 30 ìèí äîáàâë ëè NH4Cl (âîäí.). Ïîñëå êîíöåíòðèðîâàíè  â âàêóóìå,
ýêñòðàêöèè EtOAc/âîäà, âûñóøèâàíè  (MgSO4) è óïàðèâàíè  îðãàíè÷åñêîé ôàçû îñòàòîê
î÷èùàëè ïóòåì õðîìàòîãðàôèè íà ñèëèêàãåëå ñ ïîëó÷åíèåì ñîåäèíåíè  4 (6,1 ã, 17
ììîëü). Ïîñëå îáðàáîòêè SOCl2 (1,5 ìë, 20 ììîëü) â áåçâîäíîì CH2Cl2 (200 ìë) ïðè
òåìïåðàòóðå îò 0 äî 25°Ñ â òå÷åíèå 1 ÷ ðàñòâîðèòåëü âûïàðèâàëè â âàêóóìå. Îñòàòîê
ðàñòâîð ëè â MeCN (100 ìë) è ïîäâåðãàëè âçàèìîäåéñòâèþ ñ ïèïåðàçèíîì (5,8 ã, 68
ììîëü) ïðè 80°Ñ â òå÷åíèå 12 ÷. Ïîñëå êîíöåíòðèðîâàíè  â âàêóóìå è õðîìàòîãðàôèè íà
ñèëèêàãåëå (îò 0 äî 15% ÌåÎÍ â CH2Cl2, ñ 1% NH4OH) ïîëó÷èëè ñîåäèíåíèå 5 (4,9 ã, 11
ììîëü). Äèãèäðîõëîðèä ïîëó÷èëè ñ HCl (âîäí.) è ëèîôèëèçàöèåé.

Ò. ïë. 130-40°Ñ (ñîëü diHCl).
ÈÊ (KBr, νmax) 2982, 2722, 2481, 1628, 1450, 1371, 1292, 1140.
1H ßÌÐ (CD3OD) δ 1,1, 1,2 (2m, 6H), 1,36, 1,43 (2s, 6H), 2,72 (m, 4H), 2,95 (m,

2H), 3,25 (m, 6H), 3,5 (m, 2H), 4,8 (s, 1H), 6,74-7,60 (m, 7H). Àíàëèç (Ñ26Í35N3Î2) Ñ, Í, N.
(6) Ïîëó÷åíèå ñîåäèíåíè , óêàçàííîãî â çàãîëîâêå, 4-[(4-áåíçèë-1-ïèïåðàçèíèë)(2,2-

äèìåòèë-2,3-äèãèäðî-1-áåíçîôóðàí-7-èë)ìåòèë]-N,N-äèýòèëáåíçàìèäà äèãèäðîõëîðèäà
(ñîåäèíåíèå 6)

Ñîåäèíåíèå 5 (0,62 ã, 1,5 ììîëü) è òðèýòèëàìèí (0,41 ìë, 2,9 ììîëü) ðàñòâîð ëè â
MeCN (5 ìë) è ïîäâåðãàëè âçàèìîäåéñòâèþ ñ áåíçèëáðîìèäîì (0,17 ìë, 1,5 ììîëü) ïðè
25 °Ñ. ×åðåç 2 ÷ äîáàâë ëè âòîðóþ ïîðöèþ áåíçèëáðîìèäà, è ÷åðåç 4 ÷ ýòó ðåàêöèîííóþ
ñìåñü ïîäâåðãàëè êîíöåíòðèðîâàíèþ â âàêóóìå è õðîìàòîãðàôèè íà ñèëèêàãåëå (îò 0 äî
10% ÌåÎÍ â CH2Cl) ñ ïîëó÷åíèåì ñîåäèíåíè  6, óêàçàííîãî â çàãîëîâêå (0,49 ã, 0,95
ììîëü). Äèãèäðîõëîðèä ïîëó÷èëè ñ HCl (âîäí.) è ëèîôèëèçàöèåé. ÌÑ (ES) 512,08 (ÌÍ+).

ÈÊ (NaCl, ñâîáîäíûé àìèí, νmax) 2969, 2806, 2360, 1630, 1451, 1368, 1289, 1135 ñì-1.
1H ßÌÐ (CDCl3, ñâîáîäíûé àìèí) δ 1,1, 1,2 (2m, 6H, àìèä-Ìå), 1,36, 1,46 (2s, 6H, Ìå2Ñ),
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2,5 (m, 8H, ïèïåðàçèí-Í), 2,92 (m, 2H, ArCH2), 3,2, 3,5 (2m, àìèä-ÑÍ2), 3,51 (s, 2H, ArCH2N),
4,62 (s, 1H, Ar2ÑÍ), 6,72-7,52 (m, 7H, Ar-Í).

Àíàëèç (Ñ33Í41N3O2×3,4 HCl) Ñ, Í, N: âû÷èñëåíî 6,61; îáíàðóæåíî 7,19.
Ïðèìåð 2
Ïîëó÷åíèå 4-{(2,2-äèìåòèë-2,3-äèãèäðî-1 -áåíçîôóðàí-7-èë)[4-(4-éîäáåíçèë)-1-

ïèïåðàçèíèë]ìåòèë}-N,N-äèýòèëáåíçàìèäà äèãèäðîõëîðèäà (ñîåäèíåíèå 7)
Ìåòîäèêà êàê äë  ñîåäèíåíè  6. Ñîåäèíåíèå 5 (0,12 ã, 0,29 ììîëü) ïîäâåðãàëè

âçàèìîäåéñòâèþ ñ 4-éîäáåíçèëáðîìèäîì (96 ìã, 0,32 ììîëü) â òå÷åíèå 48 ÷ ñ ïîëó÷åíèåì
ñîåäèíåíè  7, óêàçàííîãî â çàãîëîâêå (56 ìã, 88 ìêìîëü).

ÌÑ (ES) 638,24 (ÌÍ+). ÈÊ (NaCl, ñâîáîäíûé àìèí, νmax) 2969, 2810, 1630, 1451, 1288,

1135, 1007 ñì-1.
1H ßÌÐ (CDCl3, ñâîáîäíûé àìèí) δ 1,1, 1,2 (2m, 6H, àìèä-Ìå), 1,36, 1,45 (2s, 6H, Ìå2Ñ),

2,4 (m, 8H, ïèïåðàçèí-Í), 2,94 (m, 2H, ArCH2), 3,2, 3,5 (2m, àìèä-ÑÍ2), 3,43 (s, 2H, ArCH2N),
4,62 (s, 1H, Ar2CH), 6,73 (m, 1H, Ar-Í), 6,94 (d, J=7,3 Ãö, 1Í, ArH), 7,05 (d, J=8,0 Ãö,
2Í, ArH), 7,19 (d, J=6,6 Ãö, 1Í, ArH), 7,25 (d, J=8,0 Ãö, 2Í, ArH), 7,48 (d, J=8,0
Ãö, 2Í, ArH), 7,61 (d, J=8,0 Ãö, 2Í, ArH). Àíàëèç (Ñ26Í37Cl2N3O2) Ñ, Í, N.

Ïðèìåð 3
Ïîëó÷åíèå 4-{(2,2-äèìåòèë-2,3-äèãèäðî-1-áåíçîôóðàí-7-èë)[4-(3-ïèðèäèíèëìåòèë)-

ïèïåðàçèíèë]ìåòèë}-N,N-äèýòèëáåíçàìèäà äèãèäðîõëîðèäà (ñîåäèíåíèå 8)
Ñîåäèíåíèå 5 (0,20 ã, 0,47 ììîëü) ðàñòâîð ëè â ÌåÎÍ (2 ìë) ñ 3-

ïèðèäèíêàðáîêñàëüäåãèäîì (90 ìêë, 0,95 ììîëü) è ÍÎÀñ (3 ìêë, 50 ìêìîëü). Äîáàâë ëè
öèàíîáîðãèäðèä íàòðè  (60 ìã, 0,95 ììîëü) ïðè 0°Ñ, è ýòó ðåàêöèîííóþ ñìåñü
ïåðåìåøèâàëè â òå÷åíèå 48 ÷ ïðè 25°Ñ. Ýòó ðåàêöèîííóþ ñìåñü ïîäâåðãàëè
êîíöåíòðèðîâàíèþ â âàêóóìå, ýêñòðàêöèè (CH2Cl2/K2ÑÎ3 (âîäí.)) è õðîìàòîãðàôèè íà
ñèëèêàãåëå (îò 0 äî 10% ÌåÎÍ â CH2Cl2) ñ ïîëó÷åíèåì ñîåäèíåíè  8, óêàçàííîãî â
çàãîëîâêå (82 ìã, 0,16 ììîëü). Äèãèäðîõëîðèä ïîëó÷èëè ñ HCl (âîäí.) è ëèîôèëèçàöèåé.

ÌÑ 513,25 (ÌÍ+). ÈÊ (NaCl, ñâîáîäíûé àìèí, νmax) 2970, 2808, 2360, 1631, 1452,

1425, 1290, 1135, 1096, 1009 ñì-1.
1H ßÌÐ (CDCl3, ñâîáîäíûé àìèí) δ 1,1, 1,2 (2m, 6H, àìèä-Ìå), 1,36, 1,46 (2s, 6H, Ìå2Ñ),

2,5 (m, 8H, ïèïåðàçèí-Í), 2,94 (m, 2H, ArCH2), 3,2, 3,5 (2m, àìèä-ÑÍ2), 3,51 (s, 2H, ArCH2N),
4,64 (s, 1H, Ar2CH), 6,72-7,66 (m, 9H, Ar-Í), 8,44-8,54 (m, 2H, Ar-H).

Àíàëèç (Ñ32Í42Cl2N4O2) Ñ, Í, N.
Ïðèìåð 4
Ïîëó÷åíèå 4-{(2,2-äèìåòèë-2,3-äèãèäðî-1 -áåíçîôóðàí-7-èë)[4-(2-ïèðèäèíèëìåòèë]-

ïèïåðàçèíèë[ìåòèë{N,N-äèýòèëáåíçàìèäà äèòðèôòîðàöåòàòà (ñîåäèíåíèå 9)

Ñîåäèíåíèå 9, óêàçàííîå â çàãîëîâêå, ïîëó÷èëè ïóòåì ðàñòâîðåíè  ñîåäèíåíè  5 (0,45
ã, 0,98 ììîëü) â ÌåÎÍ (10 ìë) ñ 2-ïèðèäèíêàðáîêñàëüäåãèäîì (110 ìêë, 1,18 ììîëü) è
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ÍÎÀñ (3 ìêë, 50 ìêìîëü). Äîáàâë ëè öèàíîáîðãèäðèä íàòðè  (70 ìã, 1,18 ììîëü) ïðè 0°Ñ,
è ýòó ðåàêöèîííóþ ñìåñü ïåðåìåøèâàëè â òå÷åíèå 48 ÷ ïðè 25°Ñ. Ýòó ðåàêöèîííóþ ñìåñü
ïîäâåðãàëè êîíöåíòðèðîâàíèþ â âàêóóìå, ýêñòðàêöèè (CH2Cl2/K2ÑÎ3 (âîäí.)) è îáðàùåííî-
ôàçîâîé ÂÝÆÕ ñ ïîëó÷åíèåì ñîåäèíåíè  9, óêàçàííîãî â çàãîëîâêå, 461 ìã (63%).

ÌÑ 513,04 (ÌÍ+).
Ôàðìàöåâòè÷åñêèå êîìïîçèöèè
Íîâûå ñîåäèíåíè  ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ ìîæíî ââîäèòü ïåðîðàëüíî,

âíóòðèìûøå÷íî, ïîäêîæíî, ìåñòíî, èíòðàíàçàëüíî, âíóòðèáðþøèííî, èíòðàòîðàêàëüíî,
âíóòðèâåííî, ýïèäóðàëüíî, âíóòðèîáîëî÷å÷íî, èíòðàöåðåáðîâåíòðèêóë ðíî è ïóòåì
èíúåêöèè â ñóñòàâû.

Ïðåäïî÷òèòåëüíûì ïóòåì ââåäåíè   âë åòñ  ïåðîðàëüíûé, âíóòðèâåííûé èëè
âíóòðèìûøå÷íûé.

Äîçèðîâêà áóäåò çàâèñåòü îò ïóòè ââåäåíè , ò æåñòè çàáîëåâàíè , âîçðàñòà è ìàññû
ïàöèåíòà è äðóãèõ ôàêòîðîâ, îáû÷íî ó÷èòûâàåìûõ ëå÷àùèì âðà÷îì ïðè îïðåäåëåíèè
èíäèâèäóàëüíîãî ðåæèìà è óðîâí  äîçèðîâêè êàê íàèáîëåå ïîäõîä ùèõ äë  êîíêðåòíîãî
ïàöèåíòà.

Äë  èçãîòîâëåíè  ôàðìàöåâòè÷åñêèõ êîìïîçèöèé èç ñîåäèíåíèé ïî äàííîìó
èçîáðåòåíèþ èíåðòíûå ôàðìàöåâòè÷åñêè ïðèåìëåìûå íîñèòåëè ìîãóò áûòü ëèáî
òâåðäûìè, ëèáî æèäêèìè. Ïðåïàðàòû â âèäå òâåðäûõ ôîðì âêëþ÷àþò â ñåá  ïîðîøêè,
òàáëåòêè, äèñïåðãèðóåìûå ãðàíóëû, êàïñóëû, êðàõìàëüíûå êàïñóëû è ñóïïîçèòîðèè.

Òâåðäûì íîñèòåëåì ìîæåò áûòü îäíî èëè áîëåå ÷åì îäíî âåùåñòâî, êîòîðûå ìîãóò
òàêæå ñëóæèòü â êà÷åñòâå ðàçáàâèòåëåé, êîððèãåíòîâ, ñîëþáèëèçèðóþùèõ àãåíòîâ,
ñìàçûâàþùèõ âåùåñòâ, ñóñïåíäèðóþùèõ àãåíòîâ, ñâ çûâàþùèõ âåùåñòâ èëè
ðàçðûõë þùèõ àãåíòîâ äë  òàáëåòîê; îí òàêæå ìîæåò  âë òüñ  èíêàïñóëèðóþùèì
ìàòåðèàëîì.

Â ïîðîøêàõ íîñèòåëü ïðåäñòàâë åò ñîáîé òîíêî èçìåëü÷åííîå òâåðäîå âåùåñòâî,
êîòîðîå íàõîäèòñ  â ñìåñè ñ òîíêî èçìåëü÷åííûì àêòèâíûì êîìïîíåíòîì. Â òàáëåòêàõ
àêòèâíûé êîìïîíåíò ñìåøàí ñ íîñèòåëåì, îáëàäàþùèì íåîáõîäèìûìè ñâ çóþùèìè
ñâîéñòâàìè, â ïîäõîä ùèõ ïðîïîðöè õ è ñïðåññîâàí â æåëàåìóþ ôîðìó æåëàåìîãî
ðàçìåðà.

Äë  ïðèãîòîâëåíè  êîìïîçèöèé â âèäå ñóïïîçèòîðèåâ ñíà÷àëà ïëàâ ò ëåãêîïëàâêèé âîñê,
òàêîé êàê ñìåñü ãëèöåðèäîâ æèðíûõ êèñëîò è ìàñëà êàêàî, è äèñïåðãèðóþò â íåì àêòèâíûé
èíãðåäèåíò ïóòåì, íàïðèìåð, ïåðåìåøèâàíè . Çàòåì ýòó ðàñïëàâëåííóþ îäíîðîäíóþ
ñìåñü çàëèâàþò â ôîðìû ïîäõîä ùåãî ðàçìåðà è îñòàâë þò îõëàæäàòüñ  è çàòâåðäåâàòü.

Ïîäõîä ùèìè íîñèòåë ìè  âë þòñ  êàðáîíàò ìàãíè , ñòåàðàò ìàãíè , òàëüê, ëàêòîçà,
ñàõàð, ïåêòèí, äåêñòðèí, êðàõìàë, òðàãàêàíò, ìåòèëöåëëþëîçà,
íàòðèéêàðáîêñèìåòèëöåëëþëîçà, ëåãêîïëàâêèé âîñê, ìàñëî êàêàî è òîìó ïîäîáíîå.

Ôàðìàöåâòè÷åñêè ïðèåìëåìûìè ñîë ìè  âë þòñ  àöåòàò, áåíçîëñóëüôîíàò, áåíçîàò,
áèêàðáîíàò, áèòàðòðàò, áðîìèä, àöåòàò êàëüöè , êàìñèëàò, êàðáîíàò, õëîðèä, öèòðàò,
äèãèäðîõëîðèä, ýäåòàò, ýäèñèëàò, ýñòîëàò, ýçèëàò, ôóìàðàò, ãëþêàïòàò, ãëþêîíàò,
ãëóòàìàò, ãëèêîëèëàðñàíèëàò, ãåêñèëðåçîðöèíàò, ãèäðàáàìèí, ãèäðîáðîìèä, ãèäðîõëîðèä,
ãèäðîêñèíàôòîàò, éîäèä, èçýòèîíàò, ëàêòàò, ëàêòîáèîíàò, ìàëàò, ìàëåàò, ìàíäåëàò,
ìåçèëàò, ìåòèëáðîìèä, ìåòèëíèòðàò, ìåòèëñóëüôàò, ìóêàò, íàïñèëàò, íèòðàò, ïàìîàò
(ýìáîíàò), ïàíòîòåíàò, ôîñôàò/äèôîñôàò, ïîëèãàëàêòóðîíàò, ñàëèöèëàò, ñòåàðàò,
ñóáàöåòàò, ñóêöèíàò, ñóëüôàò, òàííàò, òàðòðàò, òåîêëàò, òðèýòèîäèä, ñîëè áåíçàòèíà,
õëîðïðîêàèíà, õîëèíà, äèýòàíîëàìèíà, ýòèëåíäèàìèíà, ìåãëóìèíà, ïðîêàèíà, àëþìèíè ,
êàëüöè , ëèòè , ìàãíè , êàëè , íàòðè  è öèíêà. Ïðåäïî÷òèòåëüíûìè ôàðìàöåâòè÷åñêè
ïðèåìëåìûìè ñîë ìè  âë þòñ  ãèäðîõëîðèäû è áèòàðòðàòû. Ñîëè ãèäðîõëîðèäû  âë þòñ 
îñîáåííî ïðåäïî÷òèòåëüíûìè.

Â òåðìèí "êîìïîçèöè " ñëåäóåò âêëþ÷àòü ïðåïàðàò àêòèâíîãî êîìïîíåíòà ñ
èíêàïñóëèðóþùèì ìàòåðèàëîì â êà÷åñòâå íîñèòåë , îáðàçóþùèì êàïñóëó, â êîòîðîé
àêòèâíûé êîìïîíåíò (ñ äðóãèìè íîñèòåë ìè èëè áåç íèõ) îêðóæåí íîñèòåëåì, êîòîðûé,
òàêèì îáðàçîì, íàõîäèòñ  â ñâ çè ñ íèì. Ïîäîáíûì îáðàçîì âêëþ÷åíû êðàõìàëüíûå
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êàïñóëû.
Òàáëåòêè, ïîðîøêè, êðàõìàëüíûå êàïñóëû è êàïñóëû ìîæíî ïðèìåí òü â êà÷åñòâå

òâåðäûõ ëåêàðñòâåííûõ ôîðì, ïîäõîä ùèõ äë  ïåðîðàëüíîãî ââåäåíè .
Êîìïîçèöèè â âèäå æèäêèõ ôîðì âêëþ÷àþò â ñåá  ðàñòâîðû, ñóñïåíçèè è ýìóëüñèè.

Ðàñòâîðû àêòèâíûõ ñîåäèíåíèé â ñòåðèëüíîé âîäå èëè â âîäå-ïðîïèëåíãëèêîëå ìîæíî
óïîì íóòü â êà÷åñòâå ïðèìåðà æèäêèõ ïðåïàðàòîâ, ïîäõîä ùèõ äë  ïàðåíòåðàëüíîãî
ââåäåíè . Æèäêèå êîìïîçèöèè ìîæíî òàêæå èçãîòàâëèâàòü â âèäå ðàñòâîðà ïðåïàðàòà â
ðàñòâîðå âîäíîãî ïîëèýòèëåíãëèêîë .

Âîäíûå ðàñòâîðû äë  ïåðîðàëüíîãî ââåäåíè  ìîæíî èçãîòàâëèâàòü ïóòåì ðàñòâîðåíè 
àêòèâíîãî êîìïîíåíòà â âîäå è äîáàâëåíè  ïîäõîä ùèõ êðàñèòåëåé, êîððèãåíòîâ,
ñòàáèëèçàòîðîâ è çàãóùàþùèõ àãåíòîâ ïî æåëàíèþ. Âîäíûå ñóñïåíçèè äë  ïåðîðàëüíîãî
ïðèìåíåíè  ìîæíî èçãîòàâëèâàòü ïóòåì äèñïåðãèðîâàíè  òîíêî èçìåëü÷åííîãî àêòèâíîãî
êîìïîíåíòà â âîäå âìåñòå ñ â çêèì ìàòåðèàëîì, òàêèì êàê ïðèðîäíûå è ñèíòåòè÷åñêèå
ñìîëû, êàìåäè, ìåòèëöåëëþëîçà, íàòðèéêàðáîêñèìåòèëöåëëþëîçà è äðóãèå
ñóñïåíäèðóþùèå àãåíòû, èçâåñòíûå â îáëàñòè ôàðìàöåâòè÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ.

Ïðåäïî÷òèòåëüíî ôàðìàöåâòè÷åñêèå êîìïîçèöèè íàõîä òñ  â ñòàíäàðòíîé
ëåêàðñòâåííîé ôîðìå. Â òàêîé ôîðìå êîìïîçèöè  ðàçäåëåíà íà ñòàíäàðòíûå äîçû,
ñîäåðæàùèå ïîäõîä ùèå êîëè÷åñòâà àêòèâíîãî êîìïîíåíòà. Ñòàíäàðòíà  ëåêàðñòâåííà 
ôîðìà ìîæåò ïðåäñòàâë òü ñîáîé óïàêîâàííûé ïðåïàðàò, ïðè÷åì óïàêîâêà ñîäåðæèò
äèñêðåòíûå êîëè÷åñòâà ïðåïàðàòîâ, íàïðèìåð óïàêîâàííûõ òàáëåòîê, êàïñóë è ïîðîøêîâ âî
ôëàêîíàõ èëè â àìïóëàõ. Ñòàíäàðòíà  ëåêàðñòâåííà  ôîðìà ìîæåò òàêæå ïðåäñòàâë òü
ñîáîé êàïñóëó, êðàõìàëüíóþ êàïñóëó èëè òàáëåòêó ñàìó ïî ñåáå, ëèáî ìîæåò ïðåäñòàâë òü
ñîáîé ïîäõîä ùåå êîëè÷åñòâî ëþáûõ èç ýòèõ óïàêîâàííûõ ôîðì.

ÁÈÎËÎÃÈ×ÅÑÊÀß ÎÖÅÍÊÀ
Ìîäåëü in vitro
Êóëüòóðà êëåòîê
Êëåòêè ÷åëîâåêà 293S, ýêñïðåññèðóþùèå êëîíèðîâàííûå µ-, δ- è κ-ðåöåïòîðû ÷åëîâåêà

è óñòîé÷èâîñòü ê íåîìèöèíó, âûðàùèâàëè â ñóñïåíçèè ïðè 37°Ñ è 5% ÑÎ2 â êà÷àëî÷íûõ
êîëáàõ, ñîäåðæàùèõ ñâîáîäíóþ îò êàëüöè  ìîäèôèöèðîâàííóþ Äóëüáåêêî ñðåäó Èãëà
(DMEM), 10% FBS, 5% BCS, 0,1% ïëþðîíèê (Pluronic) F-68 è 600 ìêã/ìë ãåíåòèöèíà.

Ïðåïàðàò ìåìáðàí
Êëåòêè îñàæäàëè è ðåñóñïåíäèðîâàëè â áóôåðå äë  ëèçèñà (50 ìÌ Òðèñ, ðÍ 7,0, 2,5 ìÌ

ÝÄÒÀ ñ ôåíèëìåòèëñóëüôîíèëôòîðèäîì (PMSF), äîáàâëåííûì íåïîñðåäñòâåííî ïåðåä
èñïîëüçîâàíèåì äî 0,1 ìÌ èç 0,1 Ì èñõîäíîãî ðàñòâîðà â ýòàíîëå), èíêóáèðîâàëè íà ëüäó
â òå÷åíèå 15 ìèí, çàòåì ãîìîãåíèçèðîâàëè, èñïîëüçó  Polytron, â òå÷åíèå 30 ñ.
Ñóñïåíçèþ öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 1000g (ìàêñèìóì) â òå÷åíèå 10 ìèí ïðè 4°Ñ.
Ñóïåðíàòàíò õðàíèëè íà ëüäó, à îñàäêè ðåñóñïåíäèðîâàëè è öåíòðèôóãèðîâàëè, êàê
îïèñàíî âûøå. Ñóïåðíàòàíòû îò îáîèõ öåíòðèôóãèðîâàíèé îáúåäèí ëè è
öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 46000g (ìàêñèìóì) â òå÷åíèå 30 ìèí. Îñàäêè ðåñóñïåíäèðîâàëè â
õîëîäíîì Òðèñ-áóôåðå (50 ìÌ Òðèñ/Cl, ðÍ 7,0) è ñíîâà öåíòðèôóãèðîâàëè. Êîíå÷íûå
îñàäêè ðåñóñïåíäèðîâàëè â áóôåðå äë  ìåìáðàí (50 ìÌ Òðèñ, 0,32 Ì ñàõàðîçà, ðÍ 7,0).
Àëèêâîòû (1 ìë) â ïîëèïðîïèëåíîâûõ ïðîáèðêàõ çàìîðàæèâàëè â ñóõîì ëüäó/ýòàíîëå è
õðàíèëè ïðè -70°Ñ äî èñïîëüçîâàíè . Êîíöåíòðàöèè áåëêà îïðåäåë ëè ìîäèôèöèðîâàííûì
àíàëèçîì ïî Ëîóðè ñ äîäåöèëñóëüôàòîì íàòðè  (SDS).

Àíàëèçû íà ñâ çûâàíèå
Ìåìáðàíû ïîäâåðãàëè îòòàèâàíèþ ïðè 37°Ñ, îõëàæäàëè íà ëüäó, ïðîïóñêàëè 3 ðàçà

÷åðåç èãëó 25 ðàçìåðà è ðàçáàâë ëè â ñâ çûâàþùåì áóôåðå (50 ìÌ Òðèñ, 3 ìÌ MgCl2, 1
ìã/ìë áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà (BSA) (Sigma A-7888), ðÍ 7,4, êîòîðûé õðàíèëè
ïðè 4°Ñ ïîñëå ôèëüòðîâàíè  ÷åðåç 0,22 ì ôèëüòð, è ê êîòîðîìó áûëè äîáàâëåíû
ñâåæåïðèãîòîâëåííûå 5 ìêã/ìë àïðîòèíèíà, 10 ìêÌ áåñòàòèíà, 10 ìêÌ äèïðîòèíà À (áåç
DTT). Àëèêâîòû ïî 100 ìêë (íà ìêã áåëêà, ñì. Òàáëèöó 1) äîáàâë ëè â îõëàæäåííûå íà
ëüäó ïîëèïðîïèëåíîâûå ïðîáèðêè 12×75 ìì, ñîäåðæàùèå 100 ìêë ñîîòâåòñòâóþùåãî
ðàäèîàêòèâíîãî ëèãàíäà (ñì. Òàáëèöó 1) è 100 ìêï òåñòèðóåìûõ ïåïòèäîâ â ðàçëè÷íûõ
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êîíöåíòðàöè õ. Îáùåå (ÎÑ) è íåñïåöèôè÷åñêîå (ÍÑ) ñâ çûâàíèå îïðåäåë ëè â îòñóòñòâèå
è â ïðèñóòñòâèè 10 ìêÌ íàëîêñîíà ñîîòâåòñòâåííî. Ïðîáèðêè âñòð õèâàëè è èíêóáèðîâàëè
ïðè 25°Ñ â òå÷åíèå 60-75 ìèí, è ÷åðåç ýòî âðåì  ñîäåðæèìîå áûñòðî ôèëüòðîâàëè â
âàêóóìå è ïðîìûâàëè ïðèìåðíî 12 ìë/ïðîáèðêó îõëàæäåííîãî íà ëüäó áóôåðà äë  îòìûâêè
(50 ìÌ Òðèñ, ðÍ 7,0, 3 ìÌ MgCl2) ÷åðåç ôèëüòðû GF/B (Whatman), ïðåäâàðèòåëüíî
çàìî÷åííûå â òå÷åíèå ïî ìåíüøåé ìåðå 2 ÷ â 0,1% ïîëèýòèëåíèìèíå. Ðàäèîàêòèâíîñòü
(÷èñëî ðàñïàäîâ â ìèíóòó, dpm), îñòàâøóþñ  íà ôèëüòðàõ, èçìåð ëè ñ èñïîëüçîâàíèåì
áåòà-ñ÷åò÷èêà ïîñëå çàìà÷èâàíè  ôèëüòðîâ â òå÷åíèå ïî ìåíüøåé ìåðå 12 ÷ â ìèíè-
ôëàêîíàõ, ñîäåðæàùèõ 6-7 ìë ñöèíòèëë öèîííîé æèäêîñòè. Åñëè àíàëèç ñòàâèëè â 96-
ëóíî÷íûõ ïëàíøåòàõ ñ ãëóáîêèìè ëóíêàìè, ôèëüòðîâàíèå îñóùåñòâë ëè ÷åðåç 96-
ëóíî÷íûå ñòàíäàðòíûå ôèëüòðû, çàìî÷åííûå â PEI, êîòîðûå ïðîìûâàëè 3×1 ìë áóôåðà
äë  îòìûâêè è âûñóøèâàëè â ïå÷è ïðè 55°Ñ â òå÷åíèå 2 ÷. Ôèëüòðîâàëüíûå ïëàíøåòû
ïîäñ÷èòûâàëè â TopCount (Packard) ïîñëå äîáàâëåíè  50 ìêë ñöèíòèëë öèîííîé æèäêîñòè
MS-20 íà ëóíêó.

Àíàëèç äàííûõ
Ñïåöèôè÷íîå ñâ çûâàíèå (ÑÑ) âû÷èñë ëè êàê ÎÑ-ÍÑ, è ÑÑ â ïðèñóòñòâèè ðàçëè÷íûõ

òåñòèðóåìûõ ïåïòèäîâ âûðàæàëè â ïðîöåíòàõ îò êîíòðîëüíîãî ÑÑ. Çíà÷åíè  IC50 è
êîýôôèöèåíòà Õèëëà (Hill) (nÍ) äë  ëèãàíäîâ ïî çàìåùåíèþ ñïåöèôè÷íî ñâ çàííîãî
ðàäèîàêòèâíîãî ëèãàíäà âû÷èñë ëè íà îñíîâàíèè ãðàôèêîâ â ëîãàðèôìè÷åñêîì ìàñøòàáå
èëè ïðîãðàìì äë  âû÷åð÷èâàíè  êðèâîé ïî òî÷êàì, òàêèõ êàê Ligand, GraphPad Prism,
SigmaPlot èëè ReceptorFit. Çíà÷åíè  Ki âû÷èñë ëè íà îñíîâàíèè óðàâíåíè  Cheng-Prussoff.
Çíà÷åíè  ñðåäíåå ± ñðåäí   êâàäðàòè÷íà  îøèáêà (ÑÊÎ) IC50, Ki è nÍ ïðåäñòàâë ëè äë 
òåñòèðóåìûõ ëèãàíäîâ ïî ìåíüøåé ìåðå â òðåõ êðèâûõ çàìåùåíè . Áèîëîãè÷åñêèå äàííûå
ïðåäñòàâëåíû íèæå â Òàáëèöå 1.

Òàáëèöà 1

Ïðèìåð HDelta HDelta Ìîçã êðûñû Ìîçã ìûøè MLM RLM

¹ ÅÑ50 % ÅÌÀÕ ÅÑ50 % ÅÌÀÕ ÅÑ50 % ÅÌÀÕ 10000% rem. 100000% rem. 10000% rem. 100000% rem.

3 3,519 19,47 103,1 133,72 92,97

4 3,264 7,38 103,9 72,59 118,04 144,13 118,5 44,5 93 42,5 90,5

Òàáëèöà 1. Ñâîäíà  òàáëèöà áèîëîãè÷åñêèõ äàííûõ.
Ýêñïåðèìåíòû ïî íàñûùåíèþ ðåöåïòîðà
Çíà÷åíè  Êδ ðàäèîàêòèâíûõ ëèãàíäîâ îïðåäåë ëè ïóòåì ïðîâåäåíè  àíàëèçîâ íà

ñâ çûâàíèå íà êëåòî÷íûõ ìåìáðàíàõ ñ ñîîòâåòñòâóþùèìè ðàäèîàêòèâíûìè ëèãàíäàìè â
êîíöåíòðàöè õ, íàõîä ùèõñ  â äèàïàçîíå îò 0,2 äî 5-êðàòíûõ îò îöåíåííîãî çíà÷åíè  Ê5
(âïëîòü äî 10-êðàòíûõ, åñëè íåîáõîäèìûå êîëè÷åñòâà ðàäèîàêòèâíîãî ëèãàíäà äîñòóïíû).
Ñïåöèôè÷íîå ñâ çûâàíèå ðàäèîàêòèâíîãî ëèãàíäà âûðàæàëè â ïìîëü/ìã ìåìáðàííîãî
áåëêà. Çíà÷åíè  Êδ è Âmax èç èíäèâèäóàëüíûõ ýêñïåðèìåíòîâ ïîëó÷èëè íà îñíîâàíèè
íåëèíåéíûõ ñîîòâåòñòâèé ñïåöèôè÷íî ñâ çàííîãî (ÑÑ) ïðîòèâ íÌ ñâîáîäíîãî (Ñ)
ðàäèîàêòèâíîãî ëèãàíäà èç èíäèâèäóàëüíîãî ýêñïåðèìåíòà ñîãëàñíî îäíîïîçèöèîííîé
ìîäåëè.

ÎÏÐÅÄÅËÅÍÈÅ ÌÅÕÀÍÈ×ÅÑÊÎÉ ÀËËÎÄÈÍÈÈ Ñ ÈÑÏÎËÜÇÎÂÀÍÈÅÌ
ÒÅÑÒÈÐÎÂÀÍÈß ÏÎ VON FREY

Òåñòèðîâàíèå ïðîâîäèëè ìåæäó 08:00 è 16:00 ÷, èñïîëüçó  ñïîñîá, îïèñàííûé
Chaplan et al. (1994). Êðûñ ïîìåùàëè â ïëåêñèãëàñîâûå êëåòêè íà  âåðõíþþ ïîâåðõíîñòü
äíà èç ïðîâîëî÷íîé ñåòêè, êîòîðà  îáåñïå÷èâàëà äîñòóï ê ëàïå, è îñòàâë ëè äë 
ïðèâûêàíè  íà 10-15 ìèí. Òåñòèðóåìîé îáëàñòüþ áûëà ñåðåäèíà ïîäîøâû ëåâîé çàäíåé
ëàïû, èçáåãà  ìåíåå ÷óâñòâèòåëüíûõ ïîäóøå÷åê ñòîïû. Íà ëàïó âîçäåéñòâîâàëè ñåðèåé èç
8 âîëîñêîâ Von Frey ëîãàðèôìè÷åñêè âîçðàñòàþùåé æåñòêîñòè (0,41, 0,69,1,20, 2,04,
3,63, 5,50, 8,51 è 15,14 ãðàìì; Stoelting, III, USA). Âîëîñîê Von Frey ïðèêëàäûâàëè
ñíèçó ñåò÷àòîãî ïîëà ïåðïåíäèêóë ðíî ïîâåðõíîñòè ïîäîøâû ñ äîñòàòî÷íîé ñèëîé, ÷òîáû
âûçâàòü íåáîëüøîé ïðîãèá ïðîòèâ ëàïû, è äåðæàëè â òå÷åíèå ïðèìåðíî 6-8 ñåêóíä.
Ïîëîæèòåëüíûé îòâåò îòìå÷àëè, åñëè ëàïà ðåçêî îòäåðãèâàëàñü. Âçäðàãèâàíèå
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íåìåäëåííî ïîñëå óäàëåíè  âîëîñêà òàêæå ñ÷èòàëè ïîëîæèòåëüíûì îòâåòîì.
Ïåðåäâèæåíèå ñ÷èòàëè íåîïðåäåëåííûì îòâåòîì, è â òàêèõ ñëó÷à õ ñòèìóë ïîâòîð ëè.

ÏÐÎÒÎÊÎË ÒÅÑÒÈÐÎÂÀÍÈß
Æèâîòíûõ òåñòèðîâàëè íà 1-å ñóòêè ïîñëå îïåðàöèè äë  ãðóïïû, îáðàáîòàííîé FCA.

50%-íîå ïîðîãîâîå çíà÷åíèå îòäåðãèâàíè  îïðåäåë ëè, èñïîëüçó  ïð ìîé ñïîñîá Dixon
(1980). Òåñòèðîâàíèå íà÷èíàëè ñ 2,04 ã âîëîñêà, â ñåðåäèíå ñåðèè. Ñòèìóëû âñåãäà
äàâàëè ïîñëåäîâàòåëüíûì îáðàçîì, ëèáî âîñõîä ùèì, ëèáî íèñõîä ùèì. Â îòñóòñòâèå
îòâåòà â âèäå îòäåðãèâàíè  ëàïû íà èñõîäíî âûáðàííûé âîëîñîê äàâàëè áîëåå ñèëüíûé
ñòèìóë; â ñëó÷àå îòäåðãèâàíè  ëàïû âûáèðàëè ñëåäóþùèé áîëåå ñëàáûé ñòèìóë. Äë 
âû÷èñëåíè  îïòèìàëüíîãî ïîðîãîâîãî çíà÷åíè  äàííûì ñïîñîáîì íåîáõîäèìî 6 îòâåòîâ â
íåïîñðåäñòâåííîé áëèçîñòè îò 50%-íîãî ïîðîãîâîãî çíà÷åíè , è ïîäñ÷åò ýòèõ 6 îòâåòîâ
íà÷èíàëè, êîãäà ïî âë ëîñü ïåðâîå èçìåíåíèå îòâåòà, òî åñòü êîãäà ïîðîãîâîå çíà÷åíèå
âïåðâûå ïåðåñåêàëîñü. Â ñëó÷à õ, êîãäà ïîðîãîâûå çíà÷åíè  îêàçûâàëèñü âíå äèàïàçîíà
ñòèìóëîâ, ñîîòâåòñòâåííî óñòàíàâëèâàëèñü çíà÷åíè  15,14 (íîðìàëüíà  ÷óâñòâèòåëüíîñòü)
èëè 0,41 (ìàêñèìàëüíà  àëëîäèíè ). Ïîëó÷åííóþ â ðåçóëüòàòå êàðòèíó ïîëîæèòåëüíûõ è
îòðèöàòåëüíûõ îòâåòîâ âíîñèëè â òàáëèöó, èñïîëüçó  óñëîâíûå îáîçíà÷åíè : Õ =
îòñóòñòâèå îòäåðãèâàíè ; Î = îòäåðãèâàíèå, è 50%-íîå ïîðîãîâîå çíà÷åíèå îòäåðãèâàíè 
èíòåðïîëèðîâàëè, èñïîëüçó  ôîðìóëó:

50% ã ïîðîãîâîå çíà÷åíèå=10(Xf+k
δ

)/10000

ãäå Xf = çíà÷åíèå ïîñëåäíåãî èñïîëüçîâàííîãî âîëîñêà Von Frey (ëîãàðèôìè÷åñêèå
åäèíèöû); k = òàáëè÷íîå çíà÷åíèå (èç Chaplan et al. (1994)) äë  êàðòèíû
ïîëîæèòåëüíûõ/îòðèöàòåëüíûõ îòâåòîâ; è δ = çíà÷åíèå ðàçíîñòè ìåæäó ñòèìóëàìè
(ëîãàðèôìè÷åñêèå åäèíèöû). Çäåñü δ = 0,224.

Ïîðîãîâûå çíà÷åíè  Von Frey ïåðåâîäèëè â ïðîöåíò îò ìàêñèìàëüíîãî âîçìîæíîãî
îòâåòà (% ÌÂÎ) ñîãëàñíî Chaplan et al., 1994. Äë  êîìïüþòåðíîãî âû÷èñëåíè  % ÌÂÎ
èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùåå óðàâíåíèå:

ÂÂÅÄÅÍÈÅ ÒÅÑÒÈÐÓÅÌÎÃÎ ÂÅÙÅÑÒÂÀ
Ïåðåä òåñòèðîâàíèåì ïî Von Frey êðûñàì èíúåöèðîâàëè (ïîäêîæíî, âíóòðèáðþøèííî

èëè ïåðîðàëüíî) òåñòèðóåìîå âåùåñòâî, âðåì  ìåæäó ââåäåíèåì òåñòèðóåìîãî ñîåäèíåíè 
è òåñòîì Von Frey çàâèñåëî îò ïðèðîäû òåñòèðóåìîãî ñîåäèíåíè .

ÒÅÑÒ WRITHING
Óêñóñíà  êèñëîòà ïðè ââåäåíèè ìûøàì âíóòðèáðþøèííî áóäåò âûçûâàòü ñîêðàùåíè 

æèâîòà. Çàòåì èõ òåëî áóäåò òèïè÷íûì îáðàçîì âûò ãèâàòüñ . Êîãäà ââîä ò
îáåçáîëèâàþùèå ëåêàðñòâà, ýòî îïèñàííîå äâèæåíèå íàáëþäàþò ìåíåå ÷àñòî, è ýòî
ëåêàðñòâî âûáèðàþò â êà÷åñòâå ïîòåíöèàëüíîãî õîðîøåãî êàíäèäàòà.

Ðåôëåêñ Writhing ñ÷èòàþò ïîëíûì è òèïè÷íûì òîëüêî òîãäà, êîãäà ïðèñóòñòâóþò
ñëåäóþùèå ýëåìåíòû: æèâîòíîå íå íàõîäèòñ  â äâèæåíèè; íèæí   ÷àñòü ñïèíû ñëåãêà
îïóùåíà; âèäíà ïîäîøâåííà  ñòîðîíà îáåèõ ëàï.

(1) Ïðèãîòîâëåíèå ðàñòâîðîâ
Óêñóñíà  êèñëîòà (ÀñÎÍ): 120 ìêë óêñóñíîé êèñëîòû äîáàâë þò ê 19,88 ìë

äèñòèëëèðîâàííîé âîäû äî ïîëó÷åíè  êîíå÷íîãî îáúåìà 20 ìë ïðè êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè
0,6% ÀñÎÍ. Çàòåì ýòîò ðàñòâîð ïåðåìåøèâàþò (âñòð õèâàíèåì), è îí ãîòîâ äë  èíúåêöèè.

Ñîåäèíåíèå (ëåêàðñòâî): Êàæäîå ñîåäèíåíèå ïîëó÷àþò è ðàñòâîð þò â íàèáîëåå
ïîäõîä ùåì íîñèòåëå ñîãëàñíî ñòàíäàðòíûì ìåòîäèêàì.

(2) Ââåäåíèå ðàñòâîðîâ
Ñîåäèíåíèå (ëåêàðñòâî) ââîä ò ïåðîðàëüíî, âíóòðèáðþøèííî (i.p.), ïîäêîæíî (s.c.)

èëè âíóòðèâåííî (i.v.) â äîçå 10 ìë/êã (ó÷èòûâà  ñðåäíþþ ìàññó òåëà ìûøåé) çà 20, 30
èëè 40 ìèíóò (ñîîòâåòñòâåííî êëàññó ñîåäèíåíè  è åãî õàðàêòåðèñòèêàì) äî
òåñòèðîâàíè . Êîãäà ñîåäèíåíèå äîñòàâë þò öåíòðàëüíî: èíòðàâåíòðèêóë ðíî (i.c.v.) èëè
âíóòðèîáîëî÷å÷íî (i.t), ââîä ò îáúåì 5 ìêë.
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ÀñÎÍ ââîä ò âíóòðèáðþøèííî (i.p.) â äâóõ ìåñòàõ â äîçå 10 ìë/êã (ó÷èòûâà  ñðåäíþþ
ìàññó òåëà ìûøåé) íåïîñðåäñòâåííî ïåðåä òåñòèðîâàíèåì.

(3) Òåñòèðîâàíèå
Æèâîòíîå (ìûøü) íàáëþäàþò â òå÷åíèå ïåðèîäà 20 ìèíóò è â êîíöå ýêñïåðèìåíòà

îòìå÷àþò è êîìïèëèðóþò ÷èñëî ñëó÷àåâ (ðåôëåêñ Writhing). Ìûøåé äåðæàò â
èíäèâèäóàëüíûõ êëåòêàõ "îáóâíà  êîðîáêà" ñ êîíòàêòíîé ïîäñòèëêîé. Îáû÷íî íàáëþäàþò
âñåãî 4 ìûøåé îäíîâðåìåííî: îäèí êîíòðîëü è òðè äîçû ëåêàðñòâà.

Ïðîòîêîë äë  îïðåäåëåíè  GTP â ìîçãå êðûñ
Êóëüòóðà êëåòîê
À. Êëåòêè ÷åëîâåêà 293S, ýêñïðåññèðóþùèå êëîíèðîâàííûå κ-, δ-è µ-ðåöåïòîðû ÷åëîâåêà

è ðåçèñòåíòíûå ê íåîìèöèíó, âûðàùèâàëè â ñóñïåíçèè ïðè 37°Ñ è 5% ÑÎ2 â êà÷àëî÷íûõ
êîëáàõ, ñîäåðæàùèõ ìîäèôèöèðîâàííóþ Äóëüáåêêî ñðåäó Èãëà (DMEM) áåç êàëüöè , 10%
ôåòàëüíóþ ñûâîðîòêó êîðîâû (FBS), 5% BCS, 0,1% ïëþðîíèê F-68 è 600 ìêã/ìë ãåíåòèöèíà.

Á. Ìîçãè êðûñ âçâåøèâàëè è ïðîìûâàëè â ëåä íîì ôîñôàòíî-ñîëåâîì áóôåðíîì
ðàñòâîðå (PBS) (ñîäåðæàùåì 2,5 ìÌ ÝÄÒÀ (ýòèëåíäèàìèíòåòðàóêñóñíîé êèñëîòû), ðÍ 7,4).
Ìîçãè ãîìîãåíèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ Politron â òå÷åíèå 30 ñåêóíä (êðûñû) â ëåä íîì
áóôåðå äë  ëèçèñà (50 ìÌ Tris (òðèñ-(ãèäðîêñèìåòèë)-àìèíîìåòàí), ðÍ 7,0, 2,5 ìÌ ÝÄÒÀ
ñ 0,5 ìÌ ôåíèëìåòèëñóëüôîíèëôòîðèäîì (PMSF), êîòîðûé äîáàâë þò íåïîñðåäñòâåííî
ïåðåä ïðèìåíåíèåì, ïðèãîòàâëèâà  åãî èç 0,5 Ì èñõîäíîãî ðàñòâîðà â ñìåñè ÄÌÑÎ
(äèìåòèëñóëüôîêñèä):ýòàíîë).

Ïîëó÷åíèå ìåìáðàí
Êëåòêè îñàäèëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì è ðåñóñïåíäèðîâàëè â áóôåðå äë  ëèçèñà (50 ìÌ

Tris, ðÍ 7,0, 2,5 ìÌ ÝÄÒÀ ñ 0,1 ìÌ PMSF, êîòîðûé äîáàâë þò íåïîñðåäñòâåííî ïåðåä
ïðèìåíåíèåì, ïðèãîòàâëèâà  åãî èç 0,1 Ì èñõîäíîãî ðàñòâîðà â ýòàíîëå), èíêóáèðîâàëè
íà ëüäó â òå÷åíèå 15 ìèíóò, çàòåì ãîìîãåíèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ Politron â òå÷åíèå 30
ñåêóíä. Ñóñïåíçèþ öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 1000 g (ìàêñ) â òå÷åíèå 10 ìèíóò ïðè 4°Ñ.
Íàäîñàäî÷íóþ æèäêîñòü ñîõðàí ëè íà ëüäó è îñàäêè ðåñóñïåíäèðîâàëè è
öåíòðèôóãèðîâàëè, êàê îïèñàíî âûøå. Íàäîñàäî÷íûå æèäêîñòè îò äâóõ öåíòðèôóãèðîâàíèé
îáúåäèíèëè è öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 46000 g (ìàêñ) â òå÷åíèå 30 ìèíóò. Îñàäêè
ðåñóñïåíäèðîâàëè â õîëîäíîì Tris-áóôåðå (50 ìÌ Tris/Cl, ðÍ 7,0) è ñíîâà
öåíòðèôóãèðîâàëè. Êîíå÷íûå îñàäêè ðåñóñïåíäèðîâàëè â áóôåðå äë  ìåìáðàí (50 ìÌ Tris,
0,32 Ì ñàõàðîçà, ðÍ 7,0). Àëèêâîòû (1 ìë) â ïîëèïðîïèëåíîâûõ ïðîáèðêàõ çàìîðîçèëè â
ñìåñè ñóõîé ëåä/ýòàíîë è õðàíèëè ïðè -70°Ñ äî ïðèìåíåíè . Êîíöåíòðàöèè áåëêà
îïðåäåë ëè ñ ïîìîùüþ ìîäèôèöèðîâàííîãî àíàëèçà ïî Ëîóðè ñ äîäåöèëñóëüôàòîì
íàòðè .

Òåñòû íà ñâ çûâàíèå
Ìåìáðàíû ðàçìîðîçèëè ïðè 37°Ñ, îõëàäèëè íà ëüäó, ïðîïóñòèëè 3 ðàçà ÷åðåç èãëó 25-

ãî ðàçìåðà è ðàçáàâèëè â áóôåðå äë  ñâ çûâàíè  (50 ìÌ Tris, 3 ìÌ MgCl2, 1 ìã/ìë áû÷èé
ñûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí (BSA) (Sigma A-7888), ðÍ 7,4, êîòîðûé õðàíèëè ïðè 4°Ñ ïîñëå
ôèëüòðîâàíè  ÷åðåç 0,22 ìêì ôèëüòð è ê êîòîðîìó ïåðåä ýêñïåðèìåíòîì äîáàâèëè 5 ìêã/ìë
àïðîòèíèíà, 10 ìêÌ áåñòàòèíà, 10 ìêÌ äèïðîòèíà À (diprotin À), áåç DTT
(äèòèîòðåéòîë). Àëèêâîòû ïî 100 ìêë äîáàâèëè ê îõëàæäåííûì ëüäîì ïîëèïðîïèëåíîâûì
ïðîáèðêàì (12×75 ìì), ñîäåðæàùèì 100 ìêë ñîîòâåòñòâóþùåãî ðàäèîëèãàíäà è 100 ìêë
òåñòèðóåìîãî ñîåäèíåíè  â ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöè õ. Îáùåå (ÒÂ) è íåñïåöèôè÷åñêîå (NS)
ñâ çûâàíèå îïðåäåë ëè â îòñóòñòâèå è â ïðèñóòñòâèè 10 ìêÌ íàëîêñîíà ñîîòâåòñòâåííî.
Ïðîáèðêè âñòð õèâàëè è èíêóáèðîâàëè ïðè 25°Ñ â òå÷åíèå 60-75 ìèíóò, ïîñëå ÷åãî
ñîäåðæèìîå áûñòðî îòôèëüòðîâàëè â âàêóóìå è ïðîìûëè îõëàæäåííûì ëüäîì áóôåðîì
äë  ïðîìûâàíè  â êîëè÷åñòâå ïðèìåðíî 12 ìë/íà ïðîáèðêó (50 ìÌ Tris, ðÍ 7,0, 3 ìÌ
MgCl 2) ÷åðåç GF/B ôèëüòðû (Whatman), ïðåäâàðèòåëüíî âûìî÷åííûå â òå÷åíèå ïî
ìåíüøåé ìåðå 2 ÷àñîâ â 0,1%-íîì ïîëèýòèëåíèìèíå. Ðàäèîàêòèâíîñòü (÷èñëî ðàñïàäîâ â
ìèíóòó), îñòàâøóþñ  íà ôèëüòðàõ, èçìåð ëè ñ ïîìîùüþ ñ÷åò÷èêà áåòà-÷àñòèö ïîñëå
âûìà÷èâàíè  ôèëüòðîâ â òå÷åíèå ïî ìåíüøåé ìåðå 12 ÷àñîâ â ìèíè-ôëàêîíàõ,
ñîäåðæàùèõ 6-7 ìë ñöèíòèëë öèîííîé æèäêîñòè. Åñëè òåñò ïðîâîäèëè â 96-ëóíî÷íûõ
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ïëàíøåòàõ ñ ãëóáîêèìè ëóíêàìè, òî ôèëüòðàöèþ îñóùåñòâë þò ÷åðåç 96-ëóíî÷íûå
óíèâåðñàëüíûå ôèëüòðû, âûìî÷åííûå â ïîëèýòèëåíèìèíå, êîòîðûå ïðîìûâàëè áóôåðîì
äë  ïðîìûâàíè  (3 × 1 ìë) è ñóøèëè â ñóøèëüíîì øêàôó ïðè 55°Ñ â òå÷åíèå 2 ÷àñîâ.
Ðàäèîàêòèâíîñòü ôèëüòð-ïëàíøåòîâ èçìåð ëè ñ ïîìîùüþ TopCount (Packard) ïîñëå
äîáàâëåíè  50 ìêë íà ëóíêó ñöèíòèëë öèîííîé æèäêîñòè MS-20.

Ôóíêöèîíàëüíûå òåñòû
Àãîíèñòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü ñîåäèíåíèé èçìåð þò îïðåäåëåíèåì ñòåïåíè, ñ êîòîðîé

êîìïëåêñ ðåöåïòîð-ñîåäèíåíèå àêòèâèðóåò ñâ çûâàíèå GTP (ãóàíîçèíòðèôîñôàòà) ñ G-
áåëêàìè, ñ êîòîðûìè ñâ çàíû ðåöåïòîðû. Â òåñòå íà ñâ çûâàíèå GTP GTP[γ]35S
îáúåäèí þò ñ òåñòèðóåìûìè ñîåäèíåíè ìè è ìåìáðàíàìè èç êëåòîê HEK-293S,
ýêñïðåññèðóþùèõ êëîíèðîâàííûå îïèîèäíûå ðåöåïòîðû ÷åëîâåêà, èëè èç
ãîìîãåíèçèðîâàííîãî ìîçãà êðûñ è ìûøåé. Àãîíèñòû ñòèìóëèðóþò ñâ çûâàíèå GTP[γ]35S â
ýòèõ ìåìáðàíàõ. Çíà÷åíè  ÅÑ50 (êîíöåíòðàöè  ñîåäèíåíè , ïðè êîòîðîé íàáëþäàåòñ 
ýôôåêò, ðàâíûé 50% îò ìàêñèìàëüíîãî) è Åmax (ìàêñèìàëüíûé ýôôåêò, êîòîðûé ìîæåò
âûçâàòü ñîåäèíåíèå) ñîåäèíåíèé îïðåäåë þò èç êðèâûõ äîçà-îòâåò. Ñäâèãè âïðàâî êðèâîé
äîçà-îòâåò äåëüòà-àíòàãîíèñòîì íàëòðèíäîëîì (naltrindole) îñóùåñòâë þò, ÷òîáû
ïîäòâåðäèòü, ÷òî àãîíèñòè÷åñêà  àêòèâíîñòü îïîñðåäîâàíà ÷åðåç δ-ðåöåïòîðû. Äë 
ôóíêöèîíàëüíûõ òåñòîâ ñ δ-ðåöåïòîðàìè ÷åëîâåêà ÅÑ50 (íèçêèå) èçìåð þò,
êîãäà δ-ðåöåïòîðû ÷åëîâåêà, èñïîëüçóåìûå â òåñòå, ýêñïðåññèðîâàëèñü íà íèçêèõ óðîâí õ
ïî ñðàâíåíèþ ñ òàêîâûìè, èñïîëüçóåìûìè ïðè îïðåäåëåíèè ÅÑ50 (âûñîêèå).
Çíà÷åíè  Å max îïðåäåë ëè ïî îòíîøåíèþ ê ñòàíäàðòíîìó δ-àãîíèñòó SNC80, òî åñòü
çíà÷åíèå âûøå 100% èìååò ñîåäèíåíèå, êîòîðîå îáëàäàåò ëó÷øåé ýôôåêòèâíîñòüþ, ÷åì
SNC80.

Ïðîöåäóðà äë  GTP â ìîçãå êðûñ
Ìåìáðàíû ìîçãà êðûñ ðàçìîðàæèâàþò ïðè 37°Ñ, ïðîïóñêàþò 3 ðàçà ÷åðåç èãëó ñ òóïûì

êîíöîì 25-ãî ðàçìåðà è ðàçáàâë þò â áóôåðå äë  ñâ çûâàíè  GTPγS (50 ìÌ N-2-
ãèäðîêñèýòèëïèïåðàçèí-N'-2-ýòàíñóëüôîíîâîé êèñëîòû (Hepes), 20 ìÌ NaOH, 100 ìÌ NaCl,
1 ìÌ ÝÄÒÀ, 5 ìÌ MgCl2, ðÍ 7,4, äîáàâë þò ñâåæèé 1 ìÌ DTT, 0,1% BSA (äèòèîòðåéòîë). Â
êîíöå ê ðàñòâîðàì ìåìáðàí äîáàâë þò 120 ìêÌ ãóàíîçèíäèôîñôàòà (GDP).
ÅÑ 50 è Åmax ñîåäèíåíèé îöåíèâàþò ïî 10-òî÷å÷íûì êðèâûì äîçà-îòâåò, ñîñòàâëåííûì â
300 ìêë ñ ïîäõîä ùèì êîëè÷åñòâîì ìåìáðàííîãî áåëêà (20 ìêã/ëóíêà) è 100000-130000
÷èñëî ðàñïàäîâ â ìèíóòó GTPγ35S íà ëóíêó (0,11-0,14 íÌ). Áàçàëüíîå è ìàêñèìàëüíîå
ñòèìóëèðîâàííîå ñâ çûâàíèå îïðåäåë þò â îòñóòñòâèå è â ïðèñóòñòâèè 3 ìêÌ SNC80.

Àíàëèç äàííûõ
Ñïåöèôè÷åñêîå ñâ çûâàíèå (SB) âû÷èñë ëè êàê ÒÂ-NS, è SB â ïðèñóòñòâèè ðàçëè÷íûõ

òåñòèðóåìûõ ñîåäèíåíèé âûðàæàëè êàê ïðîöåíò îò êîíòðîë  SB. Çíà÷åíè  IC50 è
êîýôôèöèåíò Õèëëà (nÍ) äë  ëèãàíäîâ ïðè çàìåùåíèè ñïåöèôè÷åñêè ñâ çàííîãî
ðàäèîëèãàíäà âû÷èñë ëè èç ëîãèò-ãðàôèêîâ èëè ñ ïîìîùüþ ñòðî ùèõ êðèâóþ ïî òî÷êàì
ïðîãðàìì, òàêèõ êàê Ligand, GraphPad Prism, SigmaPlot èëè ReceptorFit.
Çíà÷åíè  Ê i (êîíñòàíòû èíãèáèðîâàíè ) âû÷èñë ëè ïî óðàâíåíèþ Cheng-Prussoff. Ñðåäíåå
çíà÷åíèå ± ñòàíäàðòíà  îøèáêà çíà÷åíèé IC50, Êi è nÍ ïðåäñòàâëåíû äë  ëèãàíäîâ,
òåñòèðîâàííûõ ïî ìåíüøåé ìåðå íà òðåõ êðèâûõ çàìåùåíè .

Ïðè òåñòèðîâàíèè â òåñòå ïî îïðåäåëåíèþ GTP â ìîçãå êðûñ ñîãëàñíî âûøåîïèñàííîìó
ïðîòîêîëó ïðåäïî÷òèòåëüíûå ñîåäèíåíè  èç WO 9723466 ïîêàçàëè ñëåäóþùèå ðåçóëüòàòû.

Òàáëèöà 2.
Ýôôåêòèâíîñòü ïðåäïî÷òèòåëüíûõ ñîåäèíåíèé èç WO 9723466

WO 9723466 ÅÑ50 â ìîçãå êðûñ (íÌ)

Ïðèìåð 50 445,50

Ïðèìåð 51 Íå îïðåäåë ëè

Ñîåäèíåíèå 65 117,28

Ñîåäèíåíèå 64 Íå îïðåäåë ëè

Ñîåäèíåíèå 33 520,7

Ñîåäèíåíèå 34 386,9
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Ñîåäèíåíèå 37 423,3

Ñîåäèíåíèå 41 >30000

Ñîåäèíåíèå 45 492

Ñîåäèíåíèå 38 247,6

Ñîåäèíåíèå 42 Íå îïðåäåë ëè

Ñîåäèíåíèå 51 >90000

Ñîåäèíåíèå 54 357,04

Ñðåäíåå 12299

Ïðè òåñòèðîâàíèè â óêàçàííîì òåñòå ñîåäèíåíè  ïî èçîáðåòåíèþ (ñîåäèíåíè  èç
ïðèìåðîâ 1-4) ïîêàçàëè ñëåäóþùèå ðåçóëüòàòû.
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Ñîåäèíåíè  ïî èçîáðåòåíèþ ìîãóò áûòü ïðåäñòàâëåíû, íàïðèìåð, â âèäå ñëåäóþùèõ
ïðåïàðàòîâ.

1. Ðàñòâîðû äë  âíóòðèâåííîãî ââåäåíè 
(1.1)

Àêòèâíîå ñîåäèíåíèå (ñîåäèíåíèå ïî èçîáðåòåíèþ) 5 ã
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Õëîðèä íàòðè  äë  èíúåêöèé 6 ã

1 Ì ãèäðîêñèä íàòðè  äë  äîâåäåíè  ðÍ ñê.òðåá.

Âîäà äë  èíúåêöèé äî 1000 ìë

Àêòèâíîå ñîåäèíåíèå è õëîðèä íàòðè  ðàñòâîð þò â âîäå. ðÍ äîâîä ò äî çíà÷åíè  ðÍ
ïðèáëèçèòåëüíî 7 äîáàâëåíèåì âîäíîãî ãèäðîêñèäà íàòðè  è çàòåì äîáàâë þò âîäó äî
êîíå÷íîãî îáúåìà. Ïîëó÷åííûé ðàñòâîð ñòåðèëèçóþò ôèëüòðîâàíèåì ÷åðåç ôèëüòð 22 ìêì
è íåìåäëåííî ðàçëèâàþò â ñòåðèëüíûå àìïóëû íà 10 ìë, êîòîðûå ãåðìåòè÷íî çàïàèâàþò.

(1.2)

Àêòèâíîå ñîåäèíåíèå (ñîåäèíåíèå ïî èçîáðåòåíèþ) 4 ã

Ïîëèýòèëåíãëèêîëü 400 äë  èíúåêöèé 400 ã

Äèíàòðè  ãèäðîôîñôàò ñê. òðåá.

Âîäà äë  èíúåêöèé äî 1000 ìë

Àêòèâíîå ñîåäèíåíèå ðàñòâîð þò â ïîëèýòèëåíãëèêîëå 400 è äîáàâë þò 550 ìë âîäû.
ðÍ ðàñòâîðà äîâîä ò ïðèáëèçèòåëüíî äî 7 ïóòåì äîáàâëåíè  âîäíîãî ðàñòâîðà äèíàòðè 
ãèäðîêàðáîíàòà, à çàòåì äîáàâë þò âîäó äî êîíå÷íîãî îáúåìà 1000 ìë. Ðàñòâîð
ôèëüòðóþò ÷åðåç ôèëüòð 22 ìêì è íåìåäëåííî ðàçëèâàþò â ñòåðèëüíûå àìïóëû íà 10 ìë,
êîòîðûå ãåðìåòè÷íî çàïàèâàþò.

2. Òàáëåòêè äë  ïåðîðàëüíîãî ââåäåíè 

Àêòèâíîå ñîåäèíåíèå (ñîåäèíåíèå ïî èçîáðåòåíèþ) 150 ã

Àëþìîñèëèêàò íàòðè  20 ã

Ïàðàôèí 120 ã

Ìèêðîêðèñòàëëè÷åñêà  öåëëþëîçà 20 ã

Ãèäðîêñèïðîïèëöåëëþëîçà 5 ã

Ñòåàðèëôóìàðàò íàòðè  3 ã

Àêòèâíîå ñîåäèíåíèå, àëþìîñèëèêàò íàòðè , ïàðàôèí è ìèêðîêðèñòàëëè÷åñêóþ
öåëëþëîçó ñìåøèâàþò è äîáàâë þò âîäíûé ðàñòâîð ãèäðîêñèïðîïèëöåëëþëîçû.
Ïîëó÷åííóþ ñìåñü âûñóøèâàþò è ðàçìàëûâàþò ñ ïîëó÷åíèåì ãðàíóë, êîòîðûå çàòåì
ñìåøèâàþò ñî ñòåàðèëôóìàðàòîì íàòðè . Ãîòîâóþ ñìåñü ïðåññóþò â òàáëåòêè â
òàáëåòî÷íîé ìàøèíå ñ ïîëó÷åíèåì 1000 òàáëåòîê, êàæäà  èç êîòîðûõ ñîäåðæèò 150 ìã
àêòèâíîãî ñîåäèíåíè .

Ôîðìóëà èçîáðåòåíè 
1. Ñîåäèíåíèå ôîðìóëû I

ãäå R1 âûáðàí èç ôåíèëà è ïèðèäèíèëà

ãäå êàæäîå ôåíèëüíîå êîëüöî R1 è ïèðèäèíèëüíîå êîëüöî R1 ìîæåò áûòü âîçìîæíî è
íåçàâèñèìî äîïîëíèòåëüíî çàìåùåíî õëîðîì, ôòîðîì, áðîìîì è éîäîì  â ëþáîì
ïîëîæåíèè íà óêàçàííîì êîëüöå,

à òàêæå åãî ôàðìàöåâòè÷åñêè ïðèåìëåìûå ñîëè.
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2. Ñîåäèíåíèå ïî ï.1, ãäå âîçìîæíûé çàìåñòèòåëü íà ôåíèëüíîì èëè ïèðèäèíèëüíîì
êîëüöå ïðåäñòàâë åò ñîáîé õëîð.

3. Ñîåäèíåíèå ïî ï.1, âûáðàííîå èç ëþáîãî èç
4-[(4-áåíçèë-1-ïèïåðàçèíèë)(2,2-äèìåòèë-2,3-äèãèäðî-1-áåíçîôóðàí-7-èë)ìåòèë]-N,N-

äèýòèëáåíçàìèäà äèãèäðîõëîðèäà (ñîåäèíåíèå 6),
4-{(2,2-äèìåòèë-2,3-äèãèäðî-1-áåíçîôóðàí-7-èë)[4-(4-éîäáåíçèë)-1-ïèïåðàçèíèë]ìåòèë}-

N,N-äèýòèëáåíçàìèäà äèãèäðîõëîðèäà (ñîåäèíåíèå 7),
4-{(2,2-äèìåòèë-2,3-äèãèäðî-1-áåíçîôóðàí-7-èë)[4-(3-ïèðèäèíèëìåòèë)-1-ïèïåðàçèíèë]

ìåòèë}-N,N-äèýòèëáåíçàìèäà äèãèäðîõëîðèäà (ñîåäèíåíèå 8) è
4-{(2,2-äèìåòèë-2,3-äèãèäðî-1-áåíçîôóðàí-7-èë)[4-(2-ïèðèäèíèëìåòèë)-1-ïèïåðàçèíèë]

ìåòèë}-N,N-äèýòèëáåíçàìèäà äèòðèôòîðàöåòàòà (ñîåäèíåíèå 9).
4. Ñîåäèíåíèå ïî ëþáîìó èç ïï.1-3 â ôîðìå åãî ñîëåé ãèäðîõëîðèäà, ñóëüôàòà,

òàðòðàòà èëè öèòðàòà.
5. Ñîåäèíåíèå ïî ï.1 äë  ïðèìåíåíè  äë  óñòðàíåíè  áîëè.
6. Ñîåäèíåíèå ôîðìóëû I ïî ï.1 äë  ïðîèçâîäñòâà ëåêàðñòâà äë  ïðèìåíåíè  ïðè

ëå÷åíèè áîëè.
7. Ôàðìàöåâòè÷åñêà  êîìïîçèöè , ïðî âë þùà  δ-àãîíèñòè÷åñêèå ñâîéñòâà,

ñîäåðæàùà  ñîåäèíåíèå ôîðìóëû I ïî ï.1 â êà÷åñòâå àêòèâíîãî èíãðåäèåíòà âìåñòå ñ
ôàðìàêîëîãè÷åñêè è ôàðìàöåâòè÷åñêè ïðèåìëåìûì íîñèòåëåì.

8. Ñïîñîá ëå÷åíè  áîëè, ïðè êîòîðîì ñóáúåêòó, íóæäàþùåìóñ  â óñòðàíåíèè áîëè,
ââîä ò ýôôåêòèâíîå êîëè÷åñòâî ñîåäèíåíè  ôîðìóëû I ïî ï.1.
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