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och maleinimider, wvilka &r inhibitorer
fér tumornekrosfaktorn a och fosfodies-
estdjié, ja joita voidaan kayttaa tais- terasen, och vilka kan anvandas i kampen
teluun kakeksiaa, endotoksista sokkia,

mot cachexi, endotoxisk shock, retrovi-
retrovirus replikaatiota, astmaa ja tu-
lehduksellisia tiloja vastaan. Tyypilli-
nen keksinnén mukainen yhdiste on metyy-
1i-3-(3',4',5',6'-tetrahydroftalimido) -

3-(3",4"-dimetoksifenyyli)propionaatti.

rus replikation, astma och inflammato-
riska tillstand. En typisk fdérening en-
ligt wuppfinningen &r metyl-3-(3',4',-
5',6'-tetrahydroftalimido) -3-(3",4"-di-
metoxifenyl)propionat.



SUKKINIMIDI JA MALEIMIDI SYTOKIINI-INHIBIITTOREITA -
SUCCINIMID OCH MALEINIMID CYTOKIN INHIBITORER

Esillda oleva keksintd koskee menetelméssa
TNFo-tasojen pienentamiseksi ja fosfodiesteraasin es-
tamiseksi nisadkkaadssa kayttokelpoisia vyhdisteita Jja
koostumuksia.

TNFQ, tai tuumorinekroositekija o, on syto-
kiini, jota mononukleaariset fagosyytit ensisijaisesti
vapauttavat wvastavaikutuksena erilaisille immunostimu-
laattoreille. Annettuna elédimille tai ihmisille se ai-
heuttaa tulehduksia, kuumetta, syddn Jja verisuoniin
liittyvia wvaikutuksia, verenvuotoa, hyytymistda Jja
dkillisia wvastavaikutusvaiheita, jotka ovat samanta-
paisia kuin voidaan nahda &dkillisten infektio- Jja sok-
kitilojen aikana.

Liiallinen tai s&aanndstelematdén TNFO-tuotanto
tuottaa seurauksena suuren maaran sairaustiloja. Nai-
hin kuuluvat sisamyrkkyverisyys Ja/tai toksinen sok-
kioireyvhtyma (Tracy et al., Nature 330, 662-664 (1987)
ja Hinshaw et al., Circ. Shock 30, 279-292 (1990)):
kakeksia (Dezube et al., Lancet, 335(8690), 662
(1990)); ja aikuisen hengitysvaikeusoireyhtymid, joissa
on havaittu TNFa-pitoisuuksia, jotka ovat vyli 12,000
pg/ml ARDS potilaiden keuhkoaspiraatiossa (Millar et
al., Lancet 2(8665), 712-714 (1989)). Rekombinantti
TNFO:n systeeminen infuusio saa myds aikaan muutoksia,
joita tyypillisesti havaitaan ARDS:ssa (Ferrai-Bali-
viera et al., Arch. Surg. 124(12), 1400-1405 (1989)).

TNFQ vaikuttaa olevan osallisena luun imeyty-
missairauksissa, mukaan lukien artriitti, Jjossa on
maaritetty, ettd aktivoituna, leukosyytit tuottavat
luuta absorboivan vaikutuksen, Jja tiedot wviittaavat
siihen, etta TNFO mydtavaikuttaa tahadn wvaikutukseen
(Bertolini et al., Nature 319, 516-518 (1986) ja John-
son et al., Endocrinology 124 (3), 1424-1427 (1898)).
On maaritetty, ettd TNFa kiihottaa luun imeytymista ja

estda luun muodostumisen in vitro ja in vivo stimuloi-



malla osteoklastimuodostusta Jja -aktivoitumista yhdis-
tettyna osteoblastitoiminnan estamisen kanssa. Vaikka
TNFO saattaa olla osallisena monessa luun imeytymis-
sairaudessa, mukaan lukien artriitti, kaikkein mielen-
kiintoisin yhteys sairauden kanssa on yhteys kasvaimen
tai isadntdkudoksen TNFO:n tuotannon ja pahanlaatuisuu-
teen liittyvadn hyperkalsemian valilla (Calci. Tissue
Int. (US) 46(Suppl.), S3-10 (99290)). Kaanteishyljinta-
sairaudessa seerumin liisd&ntyneet TNFO-tasot on vyh-
distetty tarkeisiin komplikaatioihin, jotka ovat seu-
rauksena &akillisistd allogeenisista luuydin siirteista
(Holler et al., Blood. 75(4), 1011-1016 (1990)).

Serebraalinen malaria on tappava erittain
dkillinen neurologinen oireyhtyméa, johon liittyy
TNFo:n korkeita veritasoja, Ja Jjoka on vaikein mala-
riapotilailla esiintyvd komplikaatio. TNFO:n seerumi-
tasot ovat suoraan vastaavuussuhteessa sairauden vai-
keuden ja potilaiden, joilla on adkillinen malaria koh-
taus, ennusteen kanssa (Grau et al., N. Engl. J. Med.
320(24), 1586-1591 (1989)).

TNEFO on myds osallisena kroonisten keuhkoihin
liittyvien tulehdusta aiheuttavien sairauksien alalla.
Piioksidihiukkasten saostuminen Jjohtaa kivipdlykeuh-
koon, sairauteen, joka on fibroottisen reaktion aihe-
uttaman asteittain lisddntyvad hengityksen toimintahdi-
rid. Vasta-aineet TNFO:1le estavat taysin piioksidin
aiheuttaman keuhkofibroosin hiirissad (Pignet et al.,
Nature, 344:245-247 (1990). Korkeita TNFO tuotanto-
tasoja, seerumissa Jja eristetyissd makrofageissa, on
osoitettu piioksidin ja asbestin aiheuttamassa fib-
roosissa eldainmalleissa (Bissonette et al., Inflamma-
tion 13(3), 329-339 (1989)). On myds havaittu, etta
alveolimakrofagit keuhkosarkoidoosipotilaista wvapaut-
tavat sponttaanisti suuria madaria TNFo:a verrattuna
makrofageihin tavallisista luovuttajista (Baughman et
al., J. Lab. Clin. Med. 115(1), 36-42 (1990)).



TNFO. on myds osallisena tulehdusta aiheutta-
vassa vastavaikutuksessa, Jjoka seuraa uudelleen per-
fuusiota, jota sanotaan uudelleen perfuusio vammaksi,
ja joka on suuri syy kudos tuholle wveren vuoto hukan
jadlkeen (Vedder et al., PNAS 87, 2643-2646 (1990)).
TNFo myds muuttaa endoteelisolujen ominaisuuksia Jja
silld on erilaisia pro-koagulantti wvaikutuksia, kuten
esim. saada aikaan 1lisays kudoksen pro-koagulant-
titekijan wvaikutukseen Ja antikoagulantti proteiini
C:n tien suppressioon samoin kuin vadhentdd trombomodu-
liinin ekspressiota (Sherry et al., J. Cell Biol. 107,
1269-1277 (1988)). TNFoa:1la on protulehduksellisia
vaikutuksia, Jjotka vhdessd sen varhaisen tuotannon
(tulehduksen aiheuttavan tapauksen alkuvaiheen aikana)
tekee sen todenndkodiseksi kudos vaurion valittajaksi
useissa merkittadvissa sairauksissa mukaan lukien, mut-
ta ei rajoittuen sydanlihakseen 1liittyva infarkti,
stroke ja verenkiertoon liittyva sokki. Erityisen tar-
ked voi olla TNFO indusoitu adheesiomolekyylien, kuten
esim. intersellulaaristen(solujen valinen) adheesiomo-
lekyylien (ICAM) tai endoteelileukosyyttien ad-
heesiomolekyylien (ELAM), ekspressio endoteelisoluilla
(Munro et al., Am. J. Path. 135(1), 121-132 (1989)).

Lisdksi on tunnettua, etta TNFo on tehokas
retroviiruksen, mukaan lukien HIV-1, replikaation ak-
tivaattori. (Duh et al., Proc. Nat. Acad. Sci. 8o,
5974-5978 (1989); Poll et al., Proc. Nat. Acad. Sci.
87, 782-785 (1990); Monto et al., Blood 79, 2670
(1990); Clouse et al., J. Immunol. 142, 431-438
(1989); Poll et al., AIDS Res. Hum. Retrovirus, 191-
197 (1992)). AIDS on seuraus T lymfosyyttien infektoi-
tumisesta HIV:illa (Human Immunodeficiency Virus). Ai-
nakin kolme HIV-kantaa on tunnistettu, se on HIV-1,
HIV-2 ja HIV-3. HIV infektion seurauksena T-solun va-
littdamd immuniteetti heikentyy ja infektoituneet yksi-
16t osoittavat wvaikeita opportunistisia infektioita

ja/tail epatavallisia neoplasmeja. HIV:n paasy T- lym-



fosyyttiin wvaatii T Ilymfosyytin aktivoitumisen. Muut
virukset, kuten esim. HIV-1 ja HIV-2, infektoivat T-
lymfosyytit T-solun aktivoinnin Jjadlkeen ja tallainen
virusproteinin ekspressio ja/tal replikaatio valittyy
tai vyllapidetdaan téadllaisen T-soluaktivaation avulla.
Kun aktivoitunut T lymfosyytti kerran on infektoitunut
HIV:114, T lymfosyyttid tulee jatkuvasti yllapitaa ak-
tivoidussa tilassa, jotta se sallii HIV geeniekspres-
sion ja/tai HIV replikaation. Sytokiinit, erityisesti
TNFo, sisaltyvat aktivoidun T-solun valitteiseen HIV-
proteiiniekspressioon ja/tail virusreplikaatioon esit-
tamalla osaa yllapitaessaan T lymfosyytti aktivaatio-
ta. Siksi puuttuminen sytokiinin wvaikutukseen, kuten
esim. sytokiinituotannon, varsinkin TNFO:n, ehkdisemi-
nen, saateleminen tai estaminen HIV innfektoituneessa
vksildssd auttaa rajoittamaan HIV infektion aikaansaa-
maa T lymfosyytti aktivaation ylléapitoa.

Monosyytit, makrofagit Jja 1laheisesti vyhteen
kuuluvat solut, kuten esimerkiksi Kupferin- ja gliaso-
lut, on myds vedetty mukaan HIV infektion yllapitoon.
Nama solut, kuten T solut, ovat kohteita viraaliselle
replikaatiolle Jja viraalisen replikaation taso on
riippuvainen solujen aktivoinnin tilasta (Rosenberg et
al., The immunopatogenesis of HIV Infection, Advanta-
ges in Immunology, 57 (1989)). Sytokiinien, kuten
esim. TNFQ, on osoitettu aktivoivan HIV replikaatiota
monosyyteissd Jja/tai makrofageissa (Poliet al., Proc.
Natl. Acad. Sci. 87, 782-784 (1990)), siksi sytokiini
tuotannon tai wvaikutuksen ennalta ehkdiseminen, saata-
minen tai estaminen auttaa HIV:n etenemisen rajoitta-
misessa niin kuin on esitetty edella T soluja varten.
Lisatutkimukset ovat identifioineet TNFO:an yleisena
tekijanada HIV:n aktivoinnissa in vitro ja on tuonut
esiin selvan vaikutusmekanismin nukleaarisen saattei-
lijdproteinin, joka on loydetty solujen sytoplasmassa,
kautta (osborn et al., PNAS 86, 2336-2340). Tama nayt-

td esittda, ettd TNFO synteesin vahentadmiselld voi ol-



la virusvastailinen wvaikutus HIV infektioissa, vahentéa-
malla transkriptiota ja siten viruksen tuotantoa.

Latentin HIV:n HIV virusreplikaatio T solussa
ja makrofagilinjoissa voidaan saada aikaan TNFo:1la
(Folks et al., PNAS 86,2365-2368 (1989)). Molekyylime-
kanismina wvirusta indusoivaa vaikutusta varten on eh-
dotettu TNFo:n kykya aktivoida solun sytoplasmassa
loydettya geenisadateilijaproteinia (NFkB), Jjoka promo-
toi HIV replikaatiota sitoutumalla virussadateilija-
geenisekvenssiin (LTR) (Osborn et al., PNAS 86, 2336-
2340 (1989)). TNFo AIDS:in liittyvassa kakeksiassa on
ehdotettu korotetulla seerumin TNFo:1lla ja korkeilla
spontaani TNFO tuotantotasoilla potilaiden &dadreisveren
monosyyteissa (Wright et al. J. Immunol. 141(1), 99-
104 (1988)).

TNEFO:a on vedetty mukaan moneen eri osaan yvh-
dessad muiden virusinfektioiden, kuten esim. sytomega-
lia wviruksen (CMV), influenssaviruksen, adenoviruksen
ja herpesperheen viruksien, kanssa samantapaisten
edelld mainittujen syiden takia.

TNFO:n tuotannon tai vaikutuksen ennalta eh-
kdisy, saately tai estédminen (esim. kasittelemdlla ta-
man keksinndn mukaisilla aineilla) on siksi ennustettu
olevan tehokas terapeuttinen strategia monelle tuleh-
dusta aiheuttavalle, tarttuvalle, immunologiselle tai
pahanlaatuiselle sairaudelle. N&ihin kuulu, mutta ei-
vat rajoitu, septinen sokki, sepsis, endotoksinen sok-
ki, wveren virtaukseen liittyva sokki ja sepsiksen oi-
reyhtymd, postiskeeminen wuudelleenlédpivalu sairaus,
malaria, mykobakterisia infektioita, meningiitti, pso-
riasis, verentungosta aiheuttava sydansairaus, fibri-
oottinen sairaus, kakeksia, siirteen hyljintad, syodpa,
autoimmuunisairaus opportuniset infektiot AIDS:issa,
reumatoidiartriitti (nivelreuma), reumatoidispondyliit-
ti(nikamatulehdus), osteocartriitti, muut artriittiset
tilat, Crohnin sairaus, haavaiseen paksunsuolentuleh-

duksen, multippeli skleroosi, systeeminen punoittava



lupus, ENL leprassa, sateilyvaurioita, astma ja hyper-
myrkyllinen alveoolisairaus. Yrityksia Jjoita on suun-
nattu TNFO:n vaikutusten nujertamiseen ulottuvat ste-
roidien kuten esim. deksametasonin Jja prednisolonin
kaytosta ainaa polyklonaalisten ettda monoklonalisten
vasta-aineiden kayttddn. (Beutler et al., Science 234,
470-474 (1985); WO 92/11383).

Nukleaaritekija kB (NFKB) on pleiotrooppinen
transkriptio aktivaattori (Leonardo, et al., Cell
1989, 58, 227-29). NFKB on vedetty mukaan transkrip-
tioaktivaattorina suureen maardan erilaisia sairauksia
ja tulehduksellisia tiloja Jja sen ajatellaan saatavan
sytokiinitasoja mukaan lukien mutta ei rajoittuen
TNFO:an ja myds olevan aktivaattorina HIV transkripti-
ossa (Dbaibo. et al., J. Biol. Chem. 1993, 17762-66;
Duh et al., Proc. Natl. Acad. Sci 1989, 86, 5974-78;
Bachelerie et al., Nature 1991, 350, 709-12; Bos-
was,J.et al., Aquired Immune Deficiency Syndrome 1993,
6, 778-786; Suzuki et al., Biochem. And Biophys. Res.
Comm. 1993, 193, 277-83; Suzuki et al., Biopchem And
Biophys. Res. Comm. 1992, 189, 1709-15; Suzuki et al.,
Biochem. Mol. Bio. Int. 1993, 31(4), ©693-700; Shakhov
et al., 1990, 171, 35-47; ja Staal et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 1990, 87, 9943-47). Siten NFxB sitoutu-
misen estdminen tai aktivoiminen wvoi s&&adtda syto-
kiinigeenin(nien) transkriptiota ja taman modulaation
ja muiden mekanismien kautta olla kayttdkelpoinen suu-
ren joukon sairaustiloja estamisessa. Tassa patentissa
esitetyt yhdisteet voivat estaa NFKB:n vaikutus tu-
massa ja ovat siten kayttdkelpoisia hoidettaessa suu-
ria maaria sairauksia mukaan lukien, mutta ei rajoit-
tuen, astma, reumatoidiartriitti, reumatoidispondy-
liitti, osteoartriitti, muut artriittiset tilat, sep-
nen sokki, sepsis, endotksinen sokki, kaanteishyljin-
td, laihtuminen, Chronin sairaus, ulkeratiivinen ko-

liitti, multippeli skleroosi, systeminen punoittava



lupus, ENL leprassa, HIV, AIDS ja oppurtuniset infek-
tiot AIDS:issa.

TNFOt ja NFKBR tasoihin wvaikuttaa molemminpuo-
linen takaisinkytkentd silmukka. Kuten edelld on esi-
tetty keksinndn mukaiset vyhdisteet wvaikuttavat seka
TNFO:n ettd NFKB:n tasoihin. Talla hetkelld ei kuiten-
kaan tiedetd kuinka keksinndén mukaiset vyhdisteet saa-
tavat TNFo:n ja NFkB:n tasoja tai kumpiakin.

Moni selluraarinen toiminto wvoi olla adeno-
siini 37,5’-syklisen monofosfaattin (cAMP) valittama.
Tallainen sellulaarinen toiminto wvoi myotavaikuttaa
tulehduksellisiin tiloihin ja sairauksiin, mukaan lu-
kien astmaan, tulehdukseen Jja muihin tiloihin (Love
and Cheng, Drugs of the Future 17(9), 799 - 809). On
esitetty ettd cAMP:n nostaminen tulehduksellisissa
leukosyyteissa estdd niiden aktivoinnin ja mydohemman
tulehdullisten valittadjien vapautumisen. Lisdantyneet
cAMP tasot johtavat myds hengitystiehyeiden silean 1i-
haston relaksaatioon.

Ensisijainen sellulaarinen mekanismi cAMP:n
aktivointia wvarten on cAMP:n hajoittaminen isoentsyy-
miperheelld, jonka katsotaan kuuluvan syklisiin nuk-
leotidifosfodiesteraasiehin (PDE) (Beavo and Reitsny-
der, Yrends in Pharm. 11, 150-155, 1990). Tunnetaan
seitsemdn PDE perheen jasentd. Tiedetddn esimerkiksi,
etta PDE tyyppi IV:n estaminen on erityisen tehokas
sekd tulehdullisen valittajan vapautumisen etta hengi-
tysteiden sileanlihaksiston relaksaation estamisessa
(Verghese. et al., Journal of Pharmacology and Experi-
mental Therapeutics, 272(3), 1313-1320, 1995). Siten
erityisesti yhdisteiden, jotka estavat PDE IV:&a, tulee
osoittaa toivottua tukehduksen ja hengitysteiden sile-
an lihaksiston relaksaation estoa minimi sivuvaikutuk-
silla, kuten esim. sydan-verisuoni tai antiverihiutale
vaikutuksilla. T&llad hetkelld kaytetyt PDE IV estajat
ovat wvailla selektiivista wvaikutusta hyvaksyttavilla

terapeuttisilla annoksilla.



Esillada olevan keksinndén mukaiset vhdisteet
ovat kayttdokelpoisia fosfodiesteraasien, erityisesti
PDE III ja PDE IV, estdmisessd ja niiden valittamissa
sairauksien hoidossa.

Esilla oleva keksintd perustuu siihen, etta
seuraavassa tarkemmin esitettdvad ei-polypeptidi-imidi-
luokka vaikuttaa estédvan TNFo:n vaikutuksen.

Esilla oleva keksintd koskee yhdisteitd,
joilla on yleinen kaava:

Yhdiste, jolla on kaava:

R’ R*
| )V—-<
R R®

ja jolla on PDE:td ja TFNo:a estava wvaikutus,

jossa kaavassa:

R' on -CH,-, -CH,CO- tai -CO-;

R’ ja R’ yhdessid ovat (i) etyleeni, Jjoka on
substituoimaton tai substituoitu alkyylilla, joissa on
1 - 10 hiiliatomia, tai fenyylillad, (ii) wvinyleeni,
joka on substituoitu kahdella substituentilla, Jjotka
kumpikin toisistaan riippumatta on valittu ryhmastéa,
jossa on alkyyli, jossa on 1 - 10 hiiliatomia, ja fe-
nyyli, (iii) divalentti svykloalkyyli, Jjossa on 5 - 10
hiiliatomia, substituoimaton tai substituoitu yhdelléd
tai useimmilla substituenteilla, Jjoista jokainen toi-
Sistaan riippumatta on valittu ryhmasta, jossa on nit-
ro, syano, trifluorimetyyli, karbetoksi, karbometoksi,
karbopropoksi, asetyyli, karbamoyyli substituoimaton
tai substituoitu alkyylilla, jossa on 1 - 3 hiiliato-
mia, asetoksi, karboksi, hydroksi, amino, substituoitu
amino, alkyyli, jossa on 1 - 10 hiiliatomia, alkoksi,
jossa on 1 - 10 hiiliatomia, norbornyyli, fenyyli tai

halo; tai (iv) sykloheksenyyli;



R* on fenyyli, joka on substituoitu yhdelléa
tai useimmilla substituenteilla, 7joista Jjokainen on
toisistaan riippumatta valittu ryhmastd, jossa on alk-
oksi, Jjossa on 1 - 10 hiiliatomia, sykloalkoksi tai
bisykloalkoksi, jossa on 3 - 10 hiiliatomia; ja

R° on -COX, -CN, -CH,COX, alkyyli, jossa on 1-
5 hiiliatomia, fenyyli, -CH,OR, -CH,fenyyli tai -CH,0H;

jossa X on NH,, OH, NHR, R tai OR®,

jossa R on alkyyliryhmd, jossa on 1 - 6 hii-
liatomia; ja

jossa R® on alkyyliryhma, Jjossa on 1 - 18
hiiliatomia tai bentsyyli;

ja sillad ehdolla, etta

(a) kun R' on -CO- ja R’ on alkyyli, niin R?

ja R’ yhdessi eivit ole vinyleeni; ja

(b) kun R' on -CO- tai -CH,- ja R° on -CH,OR

tai -CH,OH, niin R® ei ole fenyyli, joka
on substituoitu yhdellda tai useammalla
alkoksiryhmalla, jossa on 1 - 10 hii-
liatomia.

Termi alkyyli niin kuin sita kaytetdan téassa
julkaisussa tarkoittaa vyksiarvoista tyydytettyd haa-
rautunutta tai suoraa hiilivetyketjua. Jos ei toisin
mainita tallaiset ketjut sisaltavat 1 - 18 hiiliato-
mia. Tallaisten alkyyliryhmien edustajia ovat metyyli,
etyyli, propyyli, isopropyyli, butyyli, isobutyyli,
sek-butyyli, tert-butyyli, pentyyli, isopentyyli, neo-
pentyyli, tert-pentyyli, heksyyli, isoheksyyli, hep-
tyyli, oktyyli, nonyyli, dekyyli, undekyyli, dodekyy-
1li, tridekyyli, tetradekyyli, pentadekyyli, heksade-
kyyli, heptadekyyli, oktadekyyli ja sen tapaiset. Ra-
joitettuna sanalla "alempi” alkyyliryhmdan kuuluu 1 -
6 hiiliatomia. Sama hiilipitoisuus koskee alkuperédista
termia ”“alkaani” ja johdannaisten termeja kuten esim.
"alkoksia”.

Termi sykloalkyyli (tai syklinen alkyyli)

niin kuin sita kaytetaan tédssa tarkoittaa yksiarvoista
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tyydytettya syklistda tai bisyklistd hiilivetyketjua.
Jos ei toisin mainita, tallaiset ketjut voivat sisal-
tdada 1 - 18 hiiliatomia. Tallaisten sykloalkyyliryhmien
edustajia ovat syklopropyyli, syklobutyyli, syklopen-
tyyli, sykloheksyyli, sykloheptyyli, syklo-oktyyli,
syklononyyli, syklodekyyli, sykloundekyyli, syklodode-
kyyli, syklotridekyyli, syklotetradekyyli, syklopenta-
dekyyli, sykloheksadekyyli, sykloheptadekyyli, syklo-
oktadekyyli, sykliset terpeenit ja sen tapaiset. Ra-
joitettuna sanalla “alempi”, sykloalkyyliryhmdan kuu-
luu 3 - 6 hiiliatomia. Sama hiilipitoisuus koskee al-
kuperaitda termia ”“syklolkaania” ja johdannaisten ter-
mejd kuten esim. “sykloalkoksia”.

Termi substituoitu amino niin kuin sita téassa
kaytetaan tarkoittaa vyksiarvoista amiinia, Jjossa on
yvksi tai kaksi substituenttia, joista kumpikin toisis-
taan riippumatta on valittu ryhmédstd, jossa on nitro,
syano, trifluorimetyyli, karbetoksi, karbometoksi,

karbopropoksi, asetyyli, karbamoyyli, asetoksi, kar-

boksi, hydroksi, amino, alkyyli, jossa on 1 - 10 hii-
liatomia, alkoksi, jossa on 1 - 10 hiiliatomia, tai
fenyyli.

Taman  keksinndén tyypillisiin vyhdisteisiin
kuuluvat:
metyyli-3-sukkiini-imidyyli-(3,4-dimetoksife-
nyyli)propionaatti,
metyyli-3-sukkiini-imidyyli-(3-etoksi-4-me-
toksifenyyli)propionaatti,
metyyli-3-sukkiini-imidyyli-(3-syklopentoksi-4-
metoksifenyyli)propionaatti,
etyyli-3-sukkiini-imidyyli-(3,4-dietoksife-
nyyli)propionaatti,
metyyli-3-sukkiini-imidyyli- (4-metoksifenyy-
li)propionaatti,
metyyli-3-(cis-1,2,5,6-tetrahydroftalimido)-3-(3,4-

dimetoksifenyyli)propionaatti,
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3-(cis-1,2,5,6-tetraftalimido)-3-(3,4-dime-
toksifenyyli)propionamidi,
metyyli-3-(cis-1,2,5,6-tetrahydroftalimido)-3-(3,4-
etoksifenyyli)propionaatti,
etyyli-3-(cis-heksahydroftalimido)-3-(3,4-
etoksifenyyli)propionaatti,
propyyli-3-(cis-heksahydroftalimido)-3-(3-
syanofenyyli)propionaatti,
etyyli-3-(4’-amino-cis-heksahydroftalimido)-3-(3,4-
dimetoksifenyyli)propionaatti,

3- (4’ -amino-cis-heksahydroftalimido)-3-(3,4-
dimetoksifenyyli)propionitriili,
etyyli-3-maleiini-imido-3-(3,4-dietoksifenyyli) -
propionaatti,
3-maleiini-imido-3-(3,4-dietoksifenyyli)propioniamidi,
metyyli-3-(4-amino-3,4,5, 6-tetrahydroftalimido)-3-
(3,4-dimetoksifenyyli)propionaatti,
metyyli-3-(3-amino-3,4,5,6-tetrahydroftalimido)-3-
(3,4-dietoksifenyyli)propionaatti,
metyyli-3-(3,4,5,6-tetrahydroftalimido)-3- (4-
metoksifenyyli)propionaatti,
metyyli-3-(3-amino-3,4,5, 6-tetrahydroftalimido)-3-
(3,4-dihydroksifenyyli)propionaatti, ja
3-(3-amino-3,4,5, 6-tetrahydroftalimido) -3- (3-
hydroksifenyyli)propionitriili.

Ensimmédinen edullinen alaluokka koskee yhdis-
teita, joissa R' on substituoitu fenyyli Jja R’ on
CH,CO,CH;, CN tai CH,CONH,.

Yhdisteita voidaan kayttaa, patevien asian-
tuntijoiden wvalvonnassa TNFO:n ei toivottujen vaiku-
tusten ehkdisemiseksi. Yhdisteet voidaan antaa oraali-
sesti rektaalisesti tai parenteraalisesti, vyksin tai
vhdessada muiden terapeuttisesti wvaikuttavien aineiden,
mukaan lukien antibiocotten steroidien, jne., kanssa
hoidon tarpeessa oleville nisadkkdille. Oraaliseen muo-
toon kuuluu: tabletit, kapselit, rakeet ja sen tapai-

sesti muodostetut, vyhteen puristetut farmaseuttiset
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muodot. Isotonisia suolaliuoksia, Jjotka sisdaltavat 20
- 100 mg/ml, voidaan kayttaa parenteraalista antoa,
johon kuuluu lihaksensisdisesti, aivo-selkaydin nes-
teen alueelle, laskimonsisdisesti ja valtimonsisdises-
ti antoa, varten. Rektaalista antoa voidaan tehostaa
kayttamalla suppositoreja, Jjoita valmistetaan tavan-
omaisista kantajista, kuten esim. kaakaovoista.

Ladkkeen annostuksen hoito-ohjeet taytyy maa-
rittad potilaan tietyn oireen, idn, painon ja yleisen
terveydentilan Ja toivotun vastavaikutuksen mukaan,
mutta vyleensda annosten tulee olla n. 1 - n. 500
mg/paiva tarpeen mukaan yhtend ainoana tai monena pai-
vittaisend annoksena. Yleensa alkuhoito-ohje voidaan
kopioida sellaisesta, Jjonka tiedetdaan olevan tehokas
TNFo:n vaikutusta vastaan muissa TNFO:n valittamissa
sairaustiloissa esilld olevan keksinnén vyhdisteilla.
Hoidettavilta yksiloilta tutkitaan saanndlliseti T so-
lumédarat Jja T4/T8 suhteet ja/tali mitataan viruksen
esiintyminen veressa kuten kaanteistranskriptaasin ta-
soja tal virusproteiinejd, ja/tail sytokiinivalitettyi-
hin sairauksiin vyhdistettyjen ongelmien, kuten kakek-
sian tai lihasten degeneraation, eteneminen. Jos ei
havaita mitaan vaikutusta seuraamalla normaalia hoito-
ohjetta, lisatdan annetun sytokiinivaikutusta estavan
ladkkeen maaraa, esim. viisikymmentd prosenttia vii-
kossa.

Esilld olevan keksinndén mukaisia vyhdisteita
voidaan myos kayttdaa paikallisesti hoidettaessa tai
ennaltaehkdistdessd paikallisia sairaustiloja, Jjoita
valittaa tai pahentaa TNFo:n liiallinen tuotanto, ku-
ten esim. virusinfektioita, esim. sellaisia joita ai-
heuttavat herpes virus tai viruksen aiheuttama side-
kalvontulehdus, Jjne..

Yhdisteita wvoidaan myos kayttaa TNFA tuotan-
non ennalta ehkdisevdd tai estavada hoitoa tarvitsevien
nisakkdiden, muiden kuin ihmisten, eladinlddkintahoi-

toon. Terapeuttisesti tai ennalta ehkdisevasti hoidet-
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taviin TNFO valittadmiin sairauksiin eldimissa kuuluu
sairaustilat, kuten esim. sellaiset tilat, Joita on
esitetty edelld, mutta erityisesti viruksen aiheutta-
mat infektiot. Esimerkkeihin kuuluvat kissan im-
muunivajaavastustilavirus, hevosen tarttuva anemiavi-
rus caprine (vuohen tapainen) niveltulehdusvirus, wvis-
navirus ja maedivirus samoin kuin muut lentivirukset.

Eraat naista vyhdisteista omaavat kiraalisia
keskuksia Jja voivat esiintyd optisina isomeereinéa.
Naiden isomeerien kummatkin rasemaatit sekd yksittai-
set isomeerit itsessddn samoin kuin diastereoisomeerit
kun on olemassa kaksi kiraalista keskusta kuuluvat
esilld olevan keksinnén piiriin. Rasemaatit voidaan
kayttaa sellaisenaan tai ne voidaan erottaa vyksittai-
siin isomeereihin mekaanisesti, kuten esim. kromato-
grafisesti kayttam&lla kiraalista absorbenttia. Vaih-
toehtoisesti vyksittdiset isomeerit voidaan valmistaa
kiraalisessa muodossa tali erottaa kemiallisesti seok-
sesta muodostamalla suoloja kiraalisen hapon, kuten
10-kamferisulfonihapon, kamferihapon, alfabromikamfe-
rihapon, metoksietikkahapon, viinihapon, diasetyyli-
viinihapon, omenahapon, pyrrolidoni-5-karboksylihapon
ja sen tapaisten vyksittdisten enentiomeerien kanssa,
ja sitten vapauttamalla toinen tai kummatkin hajotetut
emakset, valinnaisesti toistamalla menetelmd, niin et-
td saadaan joko toinen tai kummatkin olennaisesti va-
paana toisesta; se on muodossa, Jjonka optinen puhtaus
> 95 3.

TNEFO:n tuotannon ennalta ehkdisy tai estami-
nen voidaan tavanomaiseen tapaan suorittaa kayttamalla
alalla tunnettuja menetelmia. Esimerkiksi TNFO esto
kokeita LPS stimuloiduissa PBMC on tehty seuraavasti:

PBMC eristaminen: PBMC:ta tavallisista luo-
vuttajista saadaan Ficoll-Hypaque tiheys linkouksella.
Solut kasvatetaan RPMI:ssa, johon on lisatty 10 % AB +
serumia, 2mM L-glutaminia, 100 U/ml penisilliiniid ja

100 ug/ml streptomysiinia.
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PBMC suspensioita: Laakkeet liuotetaan
DMSO:in (Sigma Chemical), lisalaimennuksia tehdaan
lisdaamalla RPMI:ta. Lopulliset DMSO-pitoisuudet 133k-
keen lasndollessa tai poissaollessa PBMC-suspensioissa
on 0,25 p-%:a. Laakkeiden pitoisuus maaritetdaan puoli-
log laimennuksina alkaen 50 Mg/ml. Laakkeet lis&t&an
PBMC (10° solua(ml) 96 kuoppaisille levyille tuntia
ennen LPS:n lisaysta.

Solustimulaatio: PBMC (10° solua/ml) ladkkeen
lasndollessa tai poissaollessa stimuloidaan 1 pg/ml
LPS:a Salmonella minnesota:sta R595 (List Biological
Labs, Campbell, CA) kasittelylla. Solut inkuboidaan
tdmdn jadlkeen lampodtilassa 37°C 18 - 20 h ajan. Super-
natantit keratdadn talteen ja TNFO tasot maaritetdan
heti tai pidetdan jaadytettynd lampotilassa -70°C (eil
pidempaan kuin 4 paivaa) kunnes ne maaritetaan.

Sytokiinimddritys: TNFO:n pitoisuus superna-
tantissa madritetdan ihmisen TNFo ELISA kiteissa (EN-
DOGEN, Boston, MA) valmistajan ohjeiden mukaan.

Yhdisteet voidaan valmistaa kayttamalla ylei-
sesti imidien valmistuksessa tunnettuja valmistusmene-

telmid. Yleisid reaktiokaavoja esitetdan kaavoilla:

0
R 0
: H,N—R" R
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Seuraavat esimerkit palvelevat 1lisdksi ole-
malla tyypillisid té&mé&n keksinndén luonteelle, mutta
niitda ei tule pitadad keksintdéd rajoittavina vaan kek-
sinnén sovellutukset voivat vaihdella oheisten patent-
tivaatimusten puitteissa.

Esimerkki 1

CH,
=~ OCH,

N

/]\/ CO,CH,

CO,H

N-[1-(3,4-dimetoksifenyyli) -2-karbometoksi-
metaani] -3-karboksipropioniamidi.

Suspensioon, jossa on sukkiinianhydridia
(0,50 g, 5,0 mmoolia) ja metyyli-3-amino-3-(3,4-
dimetoksifenyyli)propionaattihydroklorida (1,38 g, 5,0
mmoolia) metyleenikloridia (20ml) lisataan trietyyli-
amiinia (0,75 ml, 5,4 mmoolia), 3 - 4 min jalkeen
seoksesta tulee homogeeninen. Liuosta sekoitetaan huo-
neen lampodtilassa 1,5 h. Reaktion edistymista tarkas-
tellaan TLC:1la (5 % metanoli/metyleenikloridi, UV,
I,), tuotteella ja 1lAahtGaineella on samat Rs-arvot ,
mutta lahtdaine varjaytyy tumman keltaiseksi jodilla.
Liuos pestddn peradkkdin vesipitoisella 5N suolahapolla
(15 ml) ja vedellda (10 ml). Tuloksena saadaan orgaani-
nen kerros, Jjoka kuivauksen magnesiumsulfaatilla Jja
vakevoimisen vakumissa jalkeen antaa 1,2 g (70 %) tuo-
tetta valkoisena vaahtona; 'H NMR (CDCls) & 7,04 - 6,89
(m, 1H); 6,88 - 6,72 (m, 3H); 5,93 - 5,25 (m, 1H),
3,85 (s, 3H), 3,84 (s, 3H), 3,63 (s, 3H), 3,01 - 2,71
(m, 2H), 2,76 - 2,39 (m, 4H); ”C NMR (CDCls;) & 176,2,
171,8, 171,4, 149,0, 148,5, 132,8, 118,2, 111,2,
109,9, 55,9, 55,8, 51,9, 48,6, 39,8, 30,7, 29,5.
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CH,
" | OCH,
NS

N CO,CH,
o

Metyyli-3-sukkiini-imidyyli-(3,4-dimetoksi-
fenyyli)propionaatti.

Seosta, jossa on N-[1-3,4-dimetoksifenyyli) -
2-karbometoksimetaani] -3-karboksipropioniamidia (0,061
g, 1,8 mmoolia) Ja natriumasetaattia (0,,7 g, 0,9
mmoolia) etikkahappoanhydridissa (8 ml) keitetdan pa-
lautuksella 30 min. Reaktion edistymista tarkastellaan
TLC:1la (10 % metanoli/metyleenikloridi, UV) Ja reak-
tio on valmis 30 min Jjalkeen. Reaktioseosta jaahdyte-
tddn huoneen lampdtilaan, kaadetaan jaaveteen (50 ml)
ja sekoitetaan 15 min. Seosta uutetaan eetteriin (25
ml) Ja pestadaan perakkaisesti tyydytetylla vesipitoi-
sella natriumbikarbonaattiliuoksella (25 ml), suolave-
dellda (10 ml), natriumbikarbonaatilla (25 ml) ja suo-
lavedellda (10 ml). Eetterikerros kuivataan magnesium-
sulfaatilla ja wvakevoidaan vakuumissa, Jjotta saadaan
0,36 g raakatuotetta ruskeana &ljyna. Raakatuote puh-
distetaan falshkromatografialla (silikageeli, 10 %
etyyliasetaatti/metyleenikloridi), Jjotta saadaan 0,23
g (40 %) tuotetta ©6ljyna, joka kiinteytyy valkoiseksi
kiintedaksi aineeksi jaahdytyksen Jalkeen; 'H NMR
(cpcls) & 7,18 - 7,01 (m, 2H), 6,90 - 6,74 (m, 1H),
5,68 - 5,54 (m, 1H), 3,88 (s, 3H), 3,86 (s, 3H), 3,83-
3,62 (m, 1H), 3,66 (s, 3H), 3,22 - 3,04 (m, 1H), 2,65
(s, 4H); '“C NMR (CDCl;) & 177,1, 171,1, 148,9, 148,8,
30,5, 120,5, 111,3, 110,9, 55,9, 55,8 51,9, 51,4,
34,8, 27,9; Anal laskettu Ci¢H:0NOs teoreettisesti C,
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59,81; H, 5,96; N, 4,36. Saatu C, ©60,00; H, 5,98; N,
4,26.

Esimerkki 2

OCH,

Metyyli-3-(cis-1,2,5,6-tetrahydroftalimido) -
3-(3,4-dimetoksifenyyli)propionaatti.

Seos, Jota sekoitetaan Ja Jjossa on cis-
1,2,5,6-tetrahydroftaalianhydridia (0,76 g, 5,0 mmoo-
lia), metyyli-3-amino-3-(3,4-dimetoksifenyyli)propio-
naattihydrokloridia (1,38 g, 5,0 mmoolia) Jja natrium-
asetaattia (0,41 g, 5,0 mmoolia) 20 ml:ssa etikkahap-
poa N; alla lédmmitetddn palautuskiehumispisteessa 20
h. Jaadhdytetty seos vakevoidaadn wvakuumissa ja jaannds
laimennetaan 25 ml:1la metyleenikloridia ja taman jal-
keen lisatdan 25 ml:a tyydytettya natriumbikarbonaat-
tiliuosta osissa Jja tuloksena saatua seosta sekoite-
taan 30 min. Orgaaninen faasi erotetaan, kuivataan
(natriumsulfaatti) Ja vakevoidaan vakuumissa, Jjotta
saadaan raakatuote ©6ljyna. Raakatuote puhdistetaan
flashkromatografialla (silikageeli, 1/9 etyyliasetaat-
ti/heksaaneja), Jjotta saadaan 0,85 g (46 %) metyyli-3-
(cis-1,2,5,6-tetrahydroftalimido)-3-(3,4-dimetoksife-
nyyli)propionaattia kiinteand aineena: sulamispiste
100 - 101,5°C; 'H NMR (CDCl5/TMS) & 7,00 (m, 2H), 5,83
(m, 2H), 5,77 (dd, J = 10,0, 5,9 Hz, 1H, CH), 3,85 (s,
6H, 2 OCHs;), 3,62 (dd, J = 10,0 16,4 Hz, 1H), 3,64 (s,
3H, OCHs3), 3,10 (dd, J = 16,4, 5,9 Hz, 1H), 3,00 (m,
2H), 2,62 - 2,45 (m, 2H), 2,30 - 2.22 (m, 2H); ’C NMR
(CDCls/TMS) & 180,0, 179,7, 170,3, 148,8, 130,6, 127,6,
127,55, 120,11, 111,0, 110,8, 55,8, 55,8, 51,8, 51,4,
38,8, 35,3, 23,5, 23,4; TLC(1/9 EtOAc/heksaaneja, UV)
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Re = 0,34. Anal. laskettu C,oH;3NOs, teoreettisesti C,
04,33; H, 6,21; N, 3,75. Saatu C, 064,29; H, 6,19; N,
3,08.

Esimerkki 3

. BiéB/OCH3

o)

OCH,3

o

Metyyli-3- (cis-heksahydroftalimido)-3-(3,4-
dimetoksifenyyli)propionaatti.

Seos, Jjota sekoitetaan ja jossa on 1,2,5,6-
heksahydroftalianhydridia (0,77 g, 5,0 mmoolia), me-
tyyli-3-amino-3-(3,4-dimetoksifenyyli)propionaattihyd-
rokloridia (1,38 g, 5,0 mmoolia) ja natriumasetaattia
(0,40 g, 4,9 mmoolia) 20 ml:ssa etikkahappoa N, alla
lammitetddn palautuslampdtilassa 20 h. Jaadhdytetty
seos vakevdidadn vakuumissa ja jadnndstd laimmennetaan
25 ml:1la metyleenikloridia ja taman jalkeen lisataan
25 ml:a tyydytettya bikarbonaattia osissa ja tuloksena
saatua seosta sekoitetaan 30 min. Orgaaninen faasi
erotetaan, kuivataan (natriumsulfaatti) Jja kromatoi-
daan flashkromatografialla (silikageeli, 1/9 EtO-
Ac/heksaaneja), jolloin saadaan 0,72 g (38 %) metyyli-
3-(cis-heksahydroftalimido)-3-3,4-dimetoksifenyyli) -
propionaatti kiintedna kellertavana aineena (vaha):
sulamispiste 92,5 - 95°C; 'H NMR (CDCls/TMS) & 7,02 (m,
2H, Ar), 6,65 (m, 1H, Ar), 5,56 (dd, J = 5,5, 10,5 Hz,
1H CHN), 3,86 (28, 6H 2 OCH;), 3,74 (dd, J = 16,5,
10,5 Hz, 1H), 3,66 (s, 3H, OCHs), 3,08 (dd, J = 5,5,
16,5 Hz, 1H, CHCO), 2,77 (m, 2H, sillanp&a Hs), 1,87 -
1,55 (m, 4H), 1,5 - 1,2 (m, 4H); "C NMR (CDCl;/TMS) &
179,5, 179,4, 171,1, 148,9, 148,8 130,9, 120,1, 111,0,
110,9, 55,9, 55,8, 51,8, 51,0, 39,6, 35,2, 23,6, 23,5,
21,6; TLC (1/9 EtOAc/heksaaneja, UV) R:f = 0,36. Anal.
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laskettu C,oH2sNOg, teoreettisesti C, 63,99; H, 6,71; N,
3,73. Saatu C, 63,89; H, 6,81; N, 3,0l.

Esimerkki 4

N—

2}
7]
o] =0
o=
(2]
g

Metyyli-N- (maleiinihappo)-3-amino-3-(3’,4' -
dimetoksifenyyli)propionaatti.

Suspensioon, jota sekoitetaan ja jossa on me-
tyyli)-3-amino-3-(3’,4’ -dimetoksifenyyli)propionaatti-
hydrokloridia (1,38 g, 5,00 mmoolia) Jja meleiinihapon
anhydridia (0,49 g, 5,0 mmoolia) metyleenikloridissa
(20 ml) 1lisadtdadn 0,75 ml trietyyliaminia (5,4 mmoo-
lia). 1 h jadlkeen reaktioseosta pestaan 0,5 N suolaha-
polla (15 ml) ja wvedellda (10 ml). Orgaaninen kerros
kuivataan (natriumsulfaatti) Jja vadkevoiddan antamaan
1,59 g (94 %) tuotetta valkoisena vaahtona; 'H NMR
(dmso-dg, 250 MHZ) & 14,27 (br, s, 1H), 9,35 (d, J =
8,3 Hz, 1H), 7,05 - 6,80 (m, 3H), 6,38 (d, J = 12,4
Hz, 1H) 6,26 (d, J = 12,3 Hz, 1H), 5,23 (m, 1H), 3,76
(s, 3H), 3,73 (s, 3H), 3,57 (s, 3H), 2,85 (m, 2H); *°C
(dmso-dg¢, 250 MHZ) 170,4, 165,9, 164,2, 148,7, 148,22,
133,2, 132,4, 131,3, 118,06, 111,6, 110,6, 55,5, 51,5,
49,7.

OCH3
o \)
|
| ~N— ’
ocH3
0
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Metyyli-3-maleiini-imido-3-(3,4-dimetoksife-
nyyli)propionaatti.

Seosta, Jjossa on metyyli-N-(maleiinihappo)-3-
amino-3-(3’,4’ -dimetoksifenyyli)propionaattia (1,0 g,
1,5 mmoolia) Jja natriumasetaattia (1,48 mmoolia) 7,5
ml:ssa etikkahappoanhydridia sekoitetaan huoneen 1lam-
potilassa 2 h, jonka jalkeen sitd lammitetdan palau-
tuslampotilassa 20 min. Jadahdytetty (10°C) reaktioseos
kaadetaan 50 ml jaavettada ja sekoitetaan 15 min ja uu-
tetaan taman Jjadlkeen 50 ml:1la dietyylieetteria. Eet-
terikerros pestadan perakkaisesti natriumbikarbonaatil-
la (20 ml) Jja suolaliuoksella (20 ml). Eetterikerros
kuivataan natriumsulfaatilla ja vakevdidaan wvakuumis-
sa, Jjotta saadaan vaalean ruskea 06ljy, joka puhdiste-
taan flashkromatografialla (1/1 etyyliasetaat-
tia/heksaaneja, silikageeli), jotta saadaan 0,47 g (50
%) tuotetta vahan muodossa: sulamispiste 75 - 76°C; 'H
NMR (dmso-d¢, 250 MHZ) & 7,02 (m, 2H, Ar), 6,80 (m, 1H,
Ar), 6,64 (s, 2H, vinyyli), 3,87 (s, 3H), 3,85 (s,
3H), 3,7 - 3,58 (m, 4H, CH, CO,CH;), 3,12 (dd, J = 5,8,
16,5 Hz, 1H); *°C (dmso-ds, 250 MHZ): 170,9, 170,5,
149,0, 148,9, 134,0, 131,0, 120,1, 111,0, 110,9, 55,9,
55,8, 51,9, 50,7, 35,9. Anal. laskettu CisH17N10Os, teo-
reettisesti C, 60,18; H, 5,37; N,4,39. Saatu C, 60,18;
H,5,40; N, 4,32.

Esimerkki 5

NS

/]\/ CO,CH,

o]
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Metyyli-3-(3,4,5,6-tetrahydroftalimido) -3-
(3,4-dimetoksifenyyli)propionaatti.

Suspensioon, Jjota sekoitetaan Jja Jjossa on
3,4,5,6-tetrahydroftaalihappoanhydridia (0,38 g, 2,5
mmoolia) Jja metyyli-3-amino-3-(3,4-dimetoksifenyyli)-
propionaattihydrokloridia (0,69 g, 2,5 mmoolia) etik-
kahapossa (10 ml) lis&tddn natriumasetaattia (0,21 g,
2,5 mmoolia). Suspensiota keitetdadan palautumislampdti-
lassa typen alla yon yli. Etikkahappo poistetaan va-
kuumissa, Jjotta saadaan oranssin varinen 06ljy, joka
otetaan veteen (5 ml) Jja pH saadetdan arvoon 7 kaytta-
malla tyydytettyda natriumbikarbonaattiliuosta. Tulok-
sena saatavaa seosta uutetaan metyleenikloridilla (3 x
20 ml). Yhdistetyt orgaaniset kerrokset kuivataan mag-
nesiumsulfaatilla, suodatetaan Jja vakevoidaan vakuu-
missa antamaan 0,62 g raakatuotetta keltaisena ©ljyna.
Raakatuote puhdistetaan flashkromatografialla (silika-
geeli, 35 % etyyliasetaatti/heksaani) ja tuloksena
saatu kiinted aine kuivataan vakuumissa (60°C, < 1 mm)
antamaan 0,22 g (23%) tuotetta wvaalean keltaisena
kiinte&dnid aineena: 'H NMR (CDCl;) & 7,09 - 6,99 (m,
2H), 6,84 - 6,75 (m, 1H), 5,60 - 5,48 (m, 1H), 3,78
(s, 3H), 3,85 (s, 3H), 3,71 - 3,55 (m, 1H), 3,65 (s,
3H), 3,23 - 3,06 (m, 1H), 2,38 - 2,21 (m, 4H), 1,85 -
1,64 (m, 4H); *°C NMR (CDCls;) & 171,1, 170,8, 148,9,
14,7, 120,1 111,2, 110,9, 55,9, 55,8, 50,4, 36,1,
21,2, 19,9. Anal. laskettu:C,oH,3NOg¢, teoreettisesti: C,
64,33, H, 6,21, N, 3,75. Saatu C, 64,25, H, 6,10, N,
3,70.

Esimerkki 6

O/
o~
0
Oﬁé” CO,CH,
o
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Metyyli-3-(3,4,5,6-tetrahydroftalimido) -3-
(3’ -etoksi-4’ -metoksifenyl)propionaatti.

3,4,5,6-tetrahydroftaalihappoanhydridia (0,61
g, 4,0 mmoolia ja metyyli-3-amino-3-(3-etoksi-4-metok-
sifenyyli)propionaattia (1 g, 4 mmoolia) sekoitetaan
ja sulatetaan yhteen 5 min ajan. Sulan liuoksen anne-
taan jaahtya. Tuloksena saatu raakatuote puhdistetaan
flashkromatografialla (silikageeli, 3 % etyyliasetaat-
ti/metyleenikloridi), Jjotta saadaan 0,78 g vahin epa-

puhdasta kiintedd ainetta. Kiinted aine kiteytetaan

uudelleen (heksaani/etyyliasetaatti), jotta saadaan
0,6 g (39 %) tuotetta; sulamispiste 104,5 - 106,0°C;
'H NMR (CDCl;) 7,09 - 6,97 (m, 2H), 6,85 - 6,76 (m,

1H), 5,52 (dd, J = 6,9 Hz, 1H), 4,10 (g, J = 7 Hz,
2H), 3,84 (s, 3H), 3,65 (s, 3H), 3,61 (dd, J = 9,8, 16
Hz, 1H), 3,14 (dd, J = 6,16 Hz, 1H), 2,38 - 2,20 (m,
4H), 1,83 - 1,64 (m, 4H), 1,45 (t, J = 7 Hz, 3H); 'C
NMR (CDCls) 171,1, 170,8, 148,9, 148,1, 141,4, 131,5,
120,0, 112,5, 111,2, 64,3, 55,8, 51,8, 50,3, 36,1,
21,2, 19,9, 14,7; Anal. laskettu C;;HysNOg, teoreetti-
sesti: C, 65,10; H, 6,50; N, 3,62. Saatu C, 65,28; H,
6,46; N, 3,50.

Esimerkki 7

0]

1-(3,4,5.6-tetrahydroftaalimido)-1- (3’ -etok-
si-4’' -metoksifenyyli)propaani

3,4,5,6-tetrahydroftaalihappoanhydridia (0,8
g, 5,0 mmoolia) Jja 1-(3'"-etoksi-4’'-metoksifenyyli)-

propyyliamiinia (1 g, 5 mmoolia) sekoitetaan ja sula-
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tetaan yhteen 5 min ajan. Sulan seoksen annetaan jaah-
tya. Tuloksena saatu raaka tuote puhdistetaan flash-
kromatografialla (silikageeli, 2% etyyliasetaat-
ti/metyleenikloridi), Jjotta saadaan 0,6 g (35 %) tuo-
tetta &6ljyna, Jjoka hitaasti kiinteytyy; sulamispiste
51,5 - 56,5°C; "H NMR (CDCls) 7,16 - 6,94 (m, 2H), 6,87
- 6,71 (m, 1H), 4,90 (dd, J =7, 9,2 Hz, 1H), 4,10 (g,
J =7 Hz, 2H), 3,84 (s, 3H), 2,54 - 2,09 (m, 6H), 1,89
- 1,64 (m, 4H), 1,45 (t, J = 7 Hz, 3H), 0.90 (t, J =
7,3 Hz, 3H); '“C NMR (CDCl;) 171,1, 148,6, 147,9,
141,11, 132,77, 120,4, 112,7, 110,9, 64,2, 56,1, 55,7,
24,6, 21,2, 19,8, 14,7, 11,5; Anal. laskettu C,oH;sNOQ,,
teoreettisesti C, 69,95, H, 7,34; N, 4,08; Saatu C,
70,03; H, 7,11; N, 4,07.

Esimerkki 8

Tabletteja, Jjoissa Jjokaisessa on 50 mg wvai-
kuttavaa ainetta, voidaan valmistaa seuraavalla taval-
la:

Aineosat (1000 tablettia wvarten)

vaikuttavaa ainetta 50,0 g
laktoosia 50,7 g
vehnatarkkelysta 7,5 g
polyetyleeniglykoli 6000 5,0 g
talkkia 5,0 g
magnesium stearaattia 1,8 g
deminaralisoitua vetta d.s.
Kiintedt ainesosat pakotetaan ensin verk-

koseulan, jonka silmédkoko on 0,6 mm, lapi. Vaikuttava
aine, laktoosi, talkki, magneesiumstearaatti ja puolet
tdrkkelyksestd sekoitetaan tédmédn Jjalkeen. Toinen puoli
tadrkkelyksestd suspendoidaan 40 ml:an vettd ja tama
suspensio lisataan kiehuvaan liuokseen, jossa polyety-
leeniglykoli on 100 ml:ssa wvetta. Tuloksena saatuun
pastaan lisatdan pulverisoidut aineet ja seos granu-

loidaan, jos tarpeellista lisataan vettad. Granulaatti
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kuivataan yoén yli lampotilassa 35°C, pakotetaan verk-
koseulan, jonka silmakoko on 1,2 mm ladpi Jja puriste-
taan molemmilta puoliltaan koverapintaisiksi table-
teiksi, joiden halkaisija on n. 6 mm.

Esimerkki 9

Tabletteja, joissa jokaisessa on 100 mg wvai-
kuttavaa ainetta, voidaan valmistaa seuraavalla taval-
la:

Aineosat (1000 tablettia)

vaikuttavaa ainetta 100,0 g
laktoosia 100,0 g
vehnatarkkelysta 47,0 g
magnesiumstearaattia 3,0 g

Kaikki kiinteadt aineosat pakotetaan ensin
verkkoseulan, jonka reikakoko on 0,6 mm, lapi. Vaikut-
tava aine, laktoosi magneesiumstearaatti ja puolet
tdrkkelyksestd sekoitetaan tédmédn jalkeen. Toinen puoli
tadrkkelyksestd suspendoidaan 40 ml:an vettd ja tama
suspensio lisatadan 100 ml:an kiehuvaa vetta. Tuloksena
saatu pasta 1lisadtddn pulverisoituihin aineisiin ja
seos granuloidaan, Jjos tarpeellista 1lisataan vetta.
Granulaatti kuivataan ydén yli lampétilassa 35°C, pako-
tetaan verkkoseulan, jonka silmdkoko on 1,2 mm, léapi
ja puristetaan molemmilta puoliltaan koverapintaisiksi
tableteiksi, joiden halkaisija on n. 6 mm.

Esimerkki 10

Purutabletteja, Jjoissa Jjokaisessa on 75 mg
vaikuttavaa ainetta, voidaan valmistaa seuraavalla ta-
valla:

Aineosat (1000 tablettia varten)

vaikuttavaa ainetta 75,0 g
mannitolia 230,0 g
laktoosia 150,0 g
talkkia 21,0 g
glysiinia 12,5 g
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steariinihappoa 10,0 g
sakkariinia 1,5 g
5 % gelatiiniliuosta g.s.

Kaikki kiinteadt aineet pakotetaan ensin verk-
koseulan, Jjonka silmédkoko on 0,25 mm lapi. Mannitoli
ja laktoosi sekoitetaan, granuloidaan yhdessad gela-
tiiniliuoksen lisayksen kanssa, pakotetaan verk-
koseulan, jonka silmékoko on 2 mm, lapi kuivataan lam-
potilassa 50°C ja pakotetaan uudestaan verkkoseulan,
jonka silmaékoko on 1,7 mm, lapi. Vaikuttava aine, gly-
siini Jja sakkariini sekoitetaan huolellisesti, manni-
toli, laktoosi granulaatti, steariinihappo ja talkki
lisataan ja kaikki aineosat sekoitetaan huolellisesti
keskendadn ja puristetaan tablettien, Jjoiden halkaisija
on n. 10 mm, ja jotka ovat kummaltakin sivultaan kupe-
ria, Ja Jjoissa on Jjakoura padlipuolella, valmistami-
seksi.

Esimerkki 11

Tabletteja, Jjoissa on 10 mg vaikuttavaa ai-

netta, voidaan valmistaa seuraavalla tavalla:
Aineosat (1000 tablettia varten

vaikuttavaa ainetta 10,0 g
laktoosia 328,5 g
maissitarkkelysta 17,5 g
polyetyleeniglykolia 6000 5,0 g
talkkia 25,0 g
magnesiumstearaattia 4,0 g
demineralisoitua vetta g.s.

Kiinteat aineet pakotetaan ensin verkkoseulan
lapi, jonka silmékoko on 0,6 mm. Tamdn jalkeen vaikut-
tava aine, laktoosi, talkki, magnesiumstearaatti Jja
puolet tarkkelyksestda sekoitetaan huolellisesti. Toi-
nen puoli téarkkelyksestd suspendoidaan 65 ml vettd ja
tama suspensio lisdtddn kiehuvaan liuokseen, jossa on

polyetyleeniglykolia 260 ml:ssa vetta. Tuloksena saa-
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tava pasta 1lisadtdadn pulverisoituihin aineisiin Ja
kaikki aineet sekoitetaan keskendaan Jja granuloidaan,
jos tarpeellista lisatdan vettd. Granulaatti kuivataan
yon yli lampodtilassa 35°C, pakotetaan verkkoseulan,
jonka silmakoko on 1,2 mm, lapi ja puristetaan tablet-
tien, joiden halkaisija on n. 10 mm, ja jotka ovat
kummaltakin puoleltaan kuperia, Jja joiden padllipuo-
lella on jakoura, valmistamiseksi.
Esimerkki 12

Gelatiini kuivataytettyja kapseleita, Jjoissa
jokaisessa on 100 mg vaikuttavaa ainetta, voidaan wval-
mistaa seuraavalla tavalla:

Aineosat (1000 kapselia wvarten)

vaikuttavaa ainetta 100,0 g
mikrokiteista selluloosaa 30,0 g
natriumlauryylisulfaattia 2,0 g
magnesiumstearaattia 8,0 g

Natriumlauryylisulfaatti seulotaan vaikutta-
vaan aineeseen verkkoseulan, Jjonka silmdakoko on 0,2
mm, lapi ja komponentit sekoitetaan huolellisesti 10
min. Mikrokiteinen selluloosa lisadtdan tamédn jalkeen
verkkoseulan, jonka silmékoko on 0,9 mm, lapi ja koko-
naisuutta sekoitetaan taas huolellisesti 10 min. Lo-
puksi lisdtddn magnesiumstearaatti verkkoseulan, Jjonka
silmédkoko on 0,8 mm, lapi, sekoitetaan vielda 3 min,
jonka jalkeen seos 140 mg annoksina laitetaan gelatii-
ni kuivatayttokapseleihin, joiden koko on 0 (pit-
kdnomainen) .

Esimerkki 13

0,2 %:nen injektio- tai infuusioliuos tai

suspensio voidaan valmistaa esimerkiksi seuraavalla

tavalla:
vaikuttavaa ainetta 6,0 g
natriumkloridia 22,5 g
fosfaattipuskuria pH 7,4 300,0 g

deminaralisoitua vetta lisataan 2500,0 ml:an
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Vaikuttavaa ainetta liuotetaan 1000 ml:an
vettd ja suodatetaan mikrosuodattimen lapi tai suspen-
doidaan 1000 ml:an vetta. Puskuriliuos lisataan ja ko-
konaisuus tehdaan 2500 ml:ksi wvedella. Valmiiden vyk-
sikkodannosmuotojen valmistamiseksi laitetaan 1,0 - 2,5
ml:n annoksia lasiampulleihin (jossa jokaisessa on 2,0

tai 5,0 ml vaikuttavaa ainetta)
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PATENTTIVAATIMUKSET

1. Yhdiste, jolla on kaava:

| ¢
_<

R’\R.)J R’

ja jolla on PDE:ta ja TFNoa:a estava vaikutus,

jossa kaavassa:

R' on -CH,-, -CH,CO- tai -CO-;

R’ ja R’ yhdessid ovat (i) etyleeni, Jjoka on
substituoimaton tai substituoitu alkyylillad, joissa on
1 - 10 hiiliatomia, tai fenyylilld, (ii) wvinyleeni,
joka on substituoitu kahdella substituentilla, Jjotka
kumpikin toisistaan riippumatta on valittu ryhmastéa,
jossa on alkyyli, jossa on 1 - 10 hiiliatomia, Jja fe-
nyyli, (iii) divalentti sykloalkyyli, Jjossa on 5 - 10
hiiliatomia, substituoimaton tai substituoitu yhdella
tali useimmilla substituenteilla, Jjoista jokainen toi-
Ssistaan riippumatta on valittu ryhmastd, jossa on nit-
ro, syano, trifluorimetyyli, karbetoksi, karbometoksi,
karbopropoksi, asetyyli, karbamoyyli substituoimaton
tai substituoitu alkyylillad, jossa on 1 - 3 hiiliato-
mia, asetoksi, karboksi, hydroksi, amino, substituoitu
amino, alkyyli, jossa on 1 - 10 hiiliatomia, alkoksi,
jossa on 1 - 10 hiiliatomia, norbornyyli, fenyyli tai
halo; tai (iv) sykloheksenyyli;

R* on fenyyli, Jjoka on substituoitu yhdella
tai useimmilla substituenteilla, 3joista jokainen on
toisistaan riippumatta valittu ryhméstada, jossa on alk-
oksi, jossa on 1 - 10 hiiliatomia, sykloalkoksi tai
bisykloalkoksi, jossa on 3 - 10 hiiliatomia; ja

R” on -COX, -CN, -CH,COX, alkyyli, jossa on 1-
5 hiiliatomia, fenyyli, -CH,OR, -CH,fenyyli tai -CH,0OH;

jossa X on NH,, OH, NHR, R tai OR®,
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jossa R on alkyyliryhm&, Jjossa on 1 - 6 hii-

liatomia; Jja

jossa R® on alkyyliryhmi&, Jjossa on 1 - 18

hiiliatomia tai bentsyyli;
ja silla ehdolla, etta

(c)

(d)

2.
tunnett
loheksenyyli.

3.
tunnett
tuoitu.

4.
tunnett
loheksyyli.

5.
tunnett
leeni.

6.
tunnett
nyleeni.

7.
tunnett
substituoitu

8.
tunnett
substituoitu

9.
tunnett

lopentyyli.

kun R' on -CO- ja R’ on alkyyli, niin R’
ja R’ yhdessa eivit ole vinyleeni; ja
kun R' on -CO- tai -CH,- ja R’ on -CH,OR
tai -CH,O0H, niin R® ei ole fenyyli, joka
on substituoitu yhdellda tai useammalla
alkoksiryhmallda, jossa on 1 - 10 hii-
liatomia.

Patenttivaatimuksen 1 mukainen vyhdiste,

u siitd, ettid R® ja R’ yhdessd ovat syk-

Patenttivaatimuksen 2 mukainen vhdiste,

u siitd, ettd sykloheksenyyli on substi-

Patenttivaatimuksen 1 mukainen vhdiste,

u  siitd, etta R? ja R’ yhdessid ovat syk-

Patenttivaatimuksen 1 mukainen vhdiste,

u  siitad, ettda R? ja R’ yhdessa ovat ety-

Patenttivaatimuksen 1 mukainen vhdiste,

u  siitid, ettid R’ ja R’ yhdessi ovat vi-

Patenttivaatimuksen 6 mukainen vyhdiste,

u siita, etta R’ ja R’ kumpikin ovat
fenyylilla.
Patenttivaatimuksen 6 mukainen vyhdiste,
u siita, etta R’ ja R’ kumpikin ovat
metyylilla.

Patenttivaatimuksen 1 mukainen vyhdiste,

u  siita, ettda R? ja R’ yhdessa ovat syk-
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10. Jokin patenttivaatimuksista 1 - 9 mukai-
nen vhdiste kaytettavaksi laakkeena.

11. Jonkin patenttivaatimuksista 1 - 9 mukai-
sen yhdisteen kadyttd valmistettaessa nisdkkdissa TNFO-
aktivoitujen retrovirusten replikaation estavaa ladke-
valmistetta.

12. Farmaseuttinen koostumus, Jjoka kasittaa
maaran jonkin patenttivaatimuksista 1 - 9 mukaista yh-
distettd, Joka on tehokas vyksittdisend tai moninker-
taisena annoksena TNFO:n estamisessa.

13. Jonkin patenttivaatimuksista 1 - 9 mukai-
sen vyvhdisteen kayttd valmistettaessa nisdkkaissad fos-
fodiesteraasin estavasa ladkevalmistetta.

14. Farmaseuttinen koostumus, Jjoka kasittaa
maaran jonkin patenttivaatimuksista 1 - 9 mukaista yh-
distettd, Jjoka on tehokas vyksittdisenad tai moninker-

taisena annoksena fosfodiesteraasin estdmisessa.
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PATENTKRAV

1. En fdérening med formeln:

R’ R*
RL\R,)J _<R5

och som har PDE och TFNa inhiberande aktivi-
tet,

och i vilken formel:

R' &r -CH,-, -CH.,CO- eller -CO-;

R” och R’ tillsammans &r (i) etylen, vilken &r
osubstituerad eller substituerad med en alkyl med 1 -
10 kolatomer eller en fenyl, (ii) wvinylen, vilken ar
substituerad med tva substituenter, vilka var och en
oberoende av varandra ar valda ur gruppen en alkyl med
1 - 10 kolatomer och fenyl, (iii) en divalent cykloal-
kyl med 5 - 10 kolatomer osubstituerad eller substitu-
erad med en eller flera substituenter, av vilka var
och en oberoende av varandra ar valda ur gruppen ni-
tro, cyano, trifluormetyl, karbetoxi, karbometoxi,
karbopropoxi, acetyl, karbamoyl osubstituerad eller
substituerad med en alkyl med 1 - 3 kolatomer, ace-
toxi, karboxi, hydroxi, amino, substituerad amino, al-
kyl med 1 - 10 kolatomer, alkoxi med 1 - 10 kolatomer,
norbornyl, fenyl eller halo; eller (iv) en cyklohexe-
nyl;

R* 4r en fenyl, som &r substituerad med en el-
ler flera substituenter, av vilka var och en oberoende
av varandra ar vald ur gruppen alkoxi med 1 - 10
kolatomer, cykloalkoxi eller bicykloalkoxi med 3 - 10
kolatomer; och

R’ ar -COX, -CN, -CH.,COX, en alkyl med 1 - 5
kolatomer, fenyl, -CH,OR, -CH,fenyl eller —CH,0H;
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vari X &r NH,, OH, NHR, R eller OR’,

vari R a&r en alkylgrupp med 1 - 6 kolatomer;
och

vari R° 4r en alkylgrupp med 1 - 18 kolatomer
eller en benzvyl;

och pa villkor, att

(a) da R® &r -CO- och R’ &r alkyl, &r R® och R’
tillsammans inte vinylen; och

(b) d& R' &r -CO- eller -CH,- och R’ &r -CH,OR
eller -CH,OH, s& ar R' inte en fenyl som &r substitue-
rad med en eller flera alkoxigrupper med 1 - 10
kolatomer.

2. Forening enligt patentkrav 1, kanne -
tecknad darav, att R® och R’ tagna tillsammans
ar en cyklohexenyl.

3. Forening enligt patentkrav 2, kadanne -
tecknad darav, att cyklohexenylen &r substitue-
rad.

4. Forening enligt patentkrav 1, kanne -
tecknad darav, att R® och R’ tagna tillsammans
ar en cyklohexyl.

5. Forening enligt patentkrav 1, kanne -
tecknad darav, att R° och R’ tagna tillsammans
ar etylen.

6. Forening enligt patentkrav 1, kanne -
tecknad darav, att R° och R’ tagna tillsammans
ar vinylen.

7. Forening enligt patentkrav 6, kanne -
tecknad darav, att R® och R’ vardera &ar substi-
tuerade med en fenvyl.

8. Forening enligt patentkrav 6, kanne -
tecknad darav, att R® och R’ vardera &ar substi-
tuerade med en metyl.

9. FoOrening enligt patentkrav 1, kanne -
tecknad darav, att R° och R’ tagna tillsammans

ar en cyklopentyl.
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10. Fdrening enligt nagot av patentkraven 1 -
9, att anvandas som lakemedel.

11. Anvadndning av en férening enligt nagot av
patentkraven 1 - 9 vid framstdallning av ett lakemedel
som forhindrar TNFo-aktiverad retrovirus replikation i
daggdjur.

12. Farmaceutisk sammansdttning, vilken inne-
haller en mdngd av en forening enligt nagot av patent-
kraven 1 - 9, som ar verksam som enfaldig eller mang-
faldiga doser vid férhindrande av TNFo.

13. Anvandningen av en foérening enligt nagot
av patentkraven 1 - 9 vid framstdllning av ett lakeme-
del for forhindrande av fosfodiesteras i ett daggdjur.

14. Farmaceutisk sammansdttning, vilken inne-
haller en madngd av en fdrening enligt nagot av patent-
kraven 1 - 9,som ar verksam som enfaldig eller mang-

faldiga doser vid foérhindrande av fosfodiesteras.
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