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3,4-dihydro-2H-1~bentsopyraanien hydratsidijohdannaisia

Tédmd keksint® koskee uusia tiettyjen 3,4-dihydro-
2H~-1-bentsopyraanien hydratsidiasyylihydratsiniumjohdan-
naisia, wvdlituotteita, menetelmid ja <tekniikoita niiden
valmistamiseksi, niiden kykyd osoittaa ominaisuus, ettd ne
ovat vapaan radikaalin sitojia, ja niiden loppukdyttdso-
vellusta sairaustilojen hoidossa, joita voidaan parantaa
vapaan radikaalin sitojilla.

Spesifisemmin t&m4 keksint® koskee yhdisteitd,
joilla on kaava

R,0
2
b
H3-C-NHN®-R - X
R
) CH,4 R,

(1)

niiden stereoisomeerejd ja seoksia, niiden sis#isi# suolo-
ja, Jja niiden farmaseuttisesti hyvdksyttédvid suoloja,
joissa

R on vety tai C, ;-alkyyli,

R, on C, ,~alkyyli,

R, on vety tai -C(O)R,

R; ja R, merkitsevdt toisistaan riippumatta C, ,-al-
kyylia;

Ry, on C,_,-alkyyli, tai

—CH2“<G;S> Rg:n ollessa vety tai halogeeni,
Rg

n on nolla, 1, 2 tai 3, ja
X on halogenidi, -S(0),R,, tai ei mik##n, kun muo-
dostetaan sisdinen suola
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R, on vety, C, ,-alkyyli, fenyyli tai 4-metyylifenyy-
11.

Kuten t8ssd on kdytetty, termi alkyyli kdsittdld
haarautumattomat tai haarautuneet tyydyttyneet alifaatti-
set hydrokarbyyliryhmidt, joissa on ilmoitettu m8&rd hiili-
atomeja, edullisesti metyyli tai etyyli, mutta mukaan lu-
kien propyylin, isopropyylin, n-butyylin, t-butyylin, hek-
syylin ja niiden kaltaiset. Termi -C(O)R kdsittdd ne asyy-
liryhmédt, joissa R k&sittdd vedyn ja C, ,-alkyylin, sisdl-
tden formyylin ja metyylikarbonyflin edullisina ryhmind,
mutta mukaan lukien etyylikarbonyylin ja sen kaltaiset.
Asyylihydratsiniumryhmiissd (so. —C(O)NHNQ(RB)(R4)(R5).Xe)
R;, R, ja Ry ovat edullisesti samoja alkyylejd metyylin ja
etyylin ollessa edullisia, ja kun R; ei ole alkyyli, edul-
lisia radikaaleja ovat bentsyyli tai R,-substituoidut bent-
syyliryhmédt, jossa R, on edullisesti kloori tai bromi.
x®-ryhm#4 kdsittsa halogeenin, edullisesti kloorin tai bro-
min, tai -S(0),R,-ryhméin, jossa R, on vety, C, ,~-alkyyli,
fenyyli tai edullisesti 4-metyylifenyyli.

Sis8isiin suoloihin kuuluvat ne yhdisteet, joissa
asyylihydratsiniumryhm8ll¥ olisi rakennekonfiguraatio

70

—C~-NN®-
C-NONE-R,
RS

pddteryhmdnddn.

Ta&mén keksinndn yhdisteisiin kuuluvat stereoisomee-
rit; termi "stereoisomeeri" on yleinen termi kaikille yk-
sittdisten molekyylien isomeereille, jotka eroavat vain
niiden atomien orientoitumisessa avaruudessa. Se kasitt&di
peilikuvaisomeerit (enantiomeerit), geometriset isomeerit
(cis/trans) ja yhdistelden, joissa on useampi kuin yksi
kiraalinen keskus, isomeerit, jotka eivdt ole toistensa
peilikuvia (diastereoisomeerit).



10

15

20

25

30

35

Yleensd tdm&n keksinndn yhdisteet voidaan valmistaa
standardi kemiallisilla menetelmilld ja alalla tunnetuilla
tekniikoilla analogisesti materiaaleista, jotka joko tun-~
netaan sindns& tai jotka voidaan valmistaa anélogisella
tavalla. Edullisesti l&htéaineet ovat halutussa enantio-
meerisessd muodossa. Kokonaismenetelmd8 tdmd&n keksinndn
vhdisteiden valmistamiseksi voidaan kuvata seuraavalla
reaktiokaaviolla kemiallisen menetelmién ja tekniikoiden
ollessa opetetut tédssd kuvatuilla spesifisilld esimerkeil-

14.
Reaktiokaavio A

Ry
. c:nz) COOH cnz) c o- c OEt
Ry CH
R

(2) (3)

l

—~R
mn ) c mm“’-ns -x® m(cnz) C-NHN 3
CHy "SR

4

(5) (4)

l —

mH )n C N9N$—R

(6)
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jossa R, R;,, R,, R;, R,, R;, n ja X ovat aikaisemmin md&ri-
teltyja.

Varsinaisesti reaktiokaavio tuo mukanaan happojen
(2) muuttamisen seka-anhydridiksi (3) reaktiolla etyyli-
klooriformaatin kanssa alhaisissa lamp®dtiloissa (alle
0 °C) vedettdmisssd olosuhteissa. Saatuja seka-anhydridejéa
kdsitellddn epiasymmetrisella dialkyylihydratsiinilla,
edullisesti noin huoneenldmpédtilassa, jolloin valmistetaan
kaavan (4) mukaiset hydratsidit. Reaktiossa sopivan alkyy-
lihalogenidin tai alkyylisulfonaattien kanssa (esim. RgX,
jossa X on halogenidi tai SO,R;) hydratsidi muutetaan vas-
taavaksi asyylihydratsiniumsuolakseen (5), ja késittele-
mdlld emdkselld, edullisesti natriumhydroksidilla, sisdi-
seksi suolaksi (6). Tietysti 3,4-dihydrobentsopyraanin
6-asemassa olevan hydroksi funktionaalisen ryhmidn asyloin-
ti voidaan suorittaa reaktiolla happoanhydridin tai happo-
halogenidin kanssa, jolloin valmistetaan halutut formyy-
li- tai alkyylikarbonyylicoksiryhm&t. Muuttaminen takaisin
6-OH-ryhmdksi voidaan suorittaa hydrolyysills, mainittujen
asylointi~ ja hydrolyysireaktion ollessa alalla hyvin tun-
nettuja.

Seuraavat esimerkit havainnollistavat menetelmis,
jolla té&médn keksinndn yhdisteet voidaan valmistaa.

Esimerkki 1

2-[(3,4-dihydro-6~hydroksi-2,5,7,8-tetrametyyli-
2H-1-bentsopyran-2-yyli)karbonyyli]l-1,1,1-trimetyylihydr-
atsinium-4-metyylibentseenisulfonaatti

Vaihe A:

Liuos, jonka muodostavat 10,0 g (0,04 m) 3,4-dihyd-
ro-6-hydroksi-2,5,7,8-tetrametyyli-2H-1-bentsopyraani-2-
karboksyylihappoa ja 4,05 g (0,04 m) trietyyliamiinia
100 ml:ssa kuivaa tetrahydrofuraania, jadhdytetadsan
-10 °C:seen olosuhteissa, joista suljetaan pois kosteus
(kuivausputki), ja liuos, jonka muodostaa 4,34 g (0,04 m)
etyyliklooriformaattia 50 ml:ssa tetrahydrofuraania, lisi-
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ti4n sellaisella nopeudella, ettd sisidinen lémpdtila ei
kohoa yli O °C:n. Kun lis#ys on suoritettu (noin 15 mi-
nuuttia), seosta sekoitetaan 0 °C:ssa 35 minuuttia. Sitten
lisdtéasn liuos, jonka muodostaa 2,40 g (0,04 m) epdsymmet-
ristd dimetyylihydratsiinia 30 ml:ssa tetrahydrofuraania,
seoksen annetaan lidmmetd huoneenlémpbtilaan ja sitd sekoi-
tetaan yon yli. Liuotin haihdutetaan alennetussa painees-
sa, vesi lis&dtddn ja tuotetta uutetaan etyyliasetaatilla.
Uute pestdsn vedelld ja natriumbikarbonaattiliuoksella,
kuivataan natriumsulfaatilla, suodatetaan ja haihdutetaan,
jolloin saadaan 9,24 g 6ljy&. Tdma kiteytetddn ja uudel-
leenkiteytetddn etyyliasetaatti/heptaanista, jolloin saa-
daan 6,13 g 3,4~-dihydro-6-hydroksi-N',N',62,5,7,8-heksame~
tyyli-2H~-1-bentsopyraani-2-karbokshydratsidia, sp. 145 -
146 °C.

Vaihe B:

Liuvosta, jonka muodostavat 5,58 g (0,01922 m) edel-
14 saatua dimetyylihydratsidia ja 3,94 g (0,02114 m) me-
tyyli-p-tolueenisulfonaattia 60 ml:ssa asetonitriilid,
palautusjidhdytetdsdn 6 tuntia. Seoksen annetaan j&dhtya
yén yli, ja muodostunut kiteinen materiaali otetaan tal-
teen ja uudelleenkiteytetd&n asetonitriili/vedestsd, jol-
loin saadaan 6,52 g otsikon yhdistettd, sp. 244 °C (hajoa-
minen). Alkuaineanalyysi, UV, IR ja 'H-NMR spektrit vahvis-
tavat rakenteen.

Esimerkki 2

2-[(3,4-dihydro-6-hydroksi-2,5,7,8-tetrametyyli-
2H-1-bentsopyran-2-yyli)karbonyylil-1,1,1-trimetyylihydr-
atsinium, sisdinen suola

Liuokseen, jonka muodostavat 3,0 g (0,00627 m) esi-
merkissd 1 Kkuvattua yhdistettd 10 ml:ssa vettd ja 10
ml:ssa etanolia, lisdtd&n 3,2 ml 2 N NaOH:a. Liuos haihdu-
tetaan kuiviin, ja j&&nnds 1lietetdsn 15 ml:aan vetti.
Kiinte&d aine otetaan talteen ja uudelleenkiteytetd&n kah-
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desti vedestd, jolloin saadaan otsikon yhdiste, sp. 187 °C
(hajoaminen).

Esimerkki 3

2-(3,4-dihydro-6~-hydroksi-2,5,7,8~tetrametyyli-2H-
l-bentsopyran~2-asetyyli)~1,1,1-trimetyylihydratsinium-4-
metyylibentseenisulfonaatti

Kadyttden esimerkissd 1 kuvattua menetelmdd, mutta
lahtien 3,4-dihydro-6-hydroksi-2,5,7,8-tetrametyyli-2H-1-~
bentsopyraani-2-etikkahaposta, saadaan t#&m&n hapon dime-
tyylihydratsidijohdannainen, sp. 151 - 152 °C.

Kdsittelystd 10-%:n ylimddrdllad metyyli-p-tolueeni-
sulfonaattia palautusjddhtyvdssd asetonitriilissd, kuten
on kuvattu esimerkissd 1, saadaan otsikon yhdiste, sp.
182 - 183 °C.

Esimerkki 4

2-(3,4-dihydro-6-hydroksi-2,5,7,8-tetrametyyli~2H~
l-bentsopyran-2-asetyyli)-1,1,1-trimetyylihydratsinium,
sisdinen suola

Edellisessd esimerkiss&d kuvatun tosylaatin kasitte-
lystd emdsekvivalentilla, kuten on kuvattu esimerkissid 2,
saadaan sisdinen suola, sp. 219 °C (hajoaminen). Alkuaine-
analyysi, UV, IR ja 'H-NMR spektrit vahvistavat rakenteen.

Esimerkki 5

25(-)- ja 2R(+)-2-(3,4-dihydro~-6-hydroksi-2,5,7, 8~
tetrametyyli-2H-1-bentsopyran-2-asetyyli)-1,1,1-trimetyy-
lihydratsinium-4-metyylibentseenisulfonaatin ja sisdisen
suolan erottaminen

Vaihe A:

3,4~dihydro-6-hydroksi-2,5,7,8-tetrametyyli-2H-1-
bentsopyraani-2-etikkahapon erottaminen

Kuumaan liuokseen, jonka muodostaa 132,16 g otsikon
vyhdistettd 700 ml:ssa isopropanolia, lis&tssn 60,59 g
S5-(-)~a-metyylibentsyyliamiinia ja 100 ml etyyliasetaat-
tia. Hitaasta Kiteytymisestd y®n yli jasdkaapissa saadaan
jonkin verran yli puolet teoreettisesta mdidrdstid kiteista
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ainetta (tarkistettu haihduttamalla suodos kuiviin). Tama
aine uudelleenkiteytetddn samanlaisella tavalla kolme ker-
taa, ja saatu puhdas diastereomeerinen suola muutetaan
vapaaksi hapoksi ravistelemalla 200 ml:ssa 2 N kloorivety-
happoa ja 400 ml:ssa etyyliasetaattia. Vesifaasi erotetaan
ja uutetaan etyyliasetaatilla. Yhdistetty orgaaninen faasi
pestddn 2 N kloorivetyhapolla, vedelld ja kylldiselld nat-
riumkloridiliuoksella, kuivataan vedett®m#lld natriumsul-
faatilla, suodatetaan ja haihdutetaan kuiviin. Saatu kiin-
ted aine uudelleenkiteytetéan.etyfliasetaatti/heptaanista,
jolloin saadaan 40,85 g (62 %) otsikon yhdisteen S-(-)-
enantiomeeria, [a]?® = -9,61° (0,95 % MeOH:ssa). Enantio-
meerinen puhtaus, médritettynd HPLC:11l&, on ee = 99,9 %.
Alkuaineanalyysi oli 0,3-%:n sisdllid teoriasta.

Edelld olevan diastereomeerisen suolan kiteytysten
yhdistetyt suodokset haihdutetaan ja muutetaan vapaaksi
hapoksi, kuten on kuvattu, jolloin saadaan 92,02 g ainet-
ta. Se liuotetaan 600 ml:aan isopropanolia, ja 42,19 g
R-(+)~a-metyylibentsyyliamiinia lisdtdd8n samoin kuin
200 ml etyyliasetaattia. Hitaasta kiteytyksestd ja kahdes-
ta uudelleenkiteytyksestd saadaan vapaaksi hapoksi muutta-
misen ja yhden lopullisen uudelleenkiteytyksen j&lkeen
41,50 g (63 %) otsikon yhdisteen R-(+)-enantiomeeria,
[al?® = +9,35° (0,96 % MeOH:ssa) ee = 99,9 %. Anal. C, H.

On mahdollista ottaa talteen suodoksista saadun
aineen erottumaton j&&nnds samoin kuin enantiomeeriset
amiinit kdytettéviksi mybhdisemmissi erotuksessa.

Vaihe B:

Kayttden esimerkeissd 1 ja 3 kuvattua menetelmis,
mutta l8htien esimerkissd 5 wvaiheessa A kuvatun hapon
28-(-)- ja 2R-(+)-enantiomeereist#, saadaan otsikon yhdis-
teen kahden enantiomeerin 4—metyylibentseenisulfonaatit.

Ndmd 4-metyylibentseenisulfonaattisuolat muutetaan

sis8isiksi suoloiksi esimerkeissd 2 ja 4 kuvatuilla mene-
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telmill&, jolloin saadaan otsikon yhdisteen kaksi enantio-
meeria [a]?® = +2,30° ja vastaavasti -3,07° (1 % MeOH:ssa).

Tdm&n Kkeksinndn yhdisteet ovat vapaan radikaalin
sitojia. Vapaan radikaalin reaktiot ovat sekoittuneet
useamman kuin 50 ihmissairauden patologiaan. Radikaaleja
ja muita reaktiivisia happiryhmid muodostuu jatkuvasti
ihmiskehossa sekd  tarkoituksenmukaisella synteesilla
(esim. aktivoidut fagosyytit) ettd kemiallisilla sivureak-
tioilla. Ne poistetaan entsymaattisilla ja ei-entsymaat-
tisilla antioksidanttipuolustussysteemeillsd. Oksidatiivi-
nen stressi, joka tapahtuu kun antioksidanttipuolustukset
ovat riittédmdttoémis, voi vahingoittaa lipidejd, proteiine-
ja, hiilihydraatteja ja DNA:ta. Oksidatiivinen stressi
aiheuttaa muutamia kliinisi&d tiloja, mutta useammin stres-
si johtuu sairaudesta, ja se voi edistdd merkittavésti
sairauden patologiaa. Yksityiskohtaisempaa selitystd var-
ten katso B. Halliwell, Drugs, 1991, 42, 569 - 605.

Kun veren toimitus sydénlihaksen osiin on estetty,
on tuloksena sydénlihasinfarkti (syd&nkohtaus), ja osatto-
maksi jddnyt lihaskudos kuolee tuloksenaan pysyvd sydédn-
vaurio. Jos veren toimitus voidaan saada uudelleen aikaan
tuntien Kuluessa iskemian jdlkeen, syd&nlihaskudos sdilyy
elinkelpoisena ja pysyvd& vauriota voidaan pienentdi. T&ma
voidaan saavuttaa kirurgisilla samoin kuin farmakologisil-
la (trombolyysi) menetelmilld, ja ndm&d menetelmidt tunne-
taan reperfuusiona.

Iskemia, jota seuraa reperfuusio, aiheuttaa hapesta
johdettujen vapaiden radikaalien muodostumisen ja kohon-
neen lipidiperoksidaation ja tuloksena on kudosvaurio.
Vapaan radikaalin sitojien antaminen sepelvaltimoinfark-
ti/reperfuusiolle tai iskemia/reperfuusiolle tai kirurgi-
sille hoidoille/reperfuusiolle altistuneille el#imille
vdhentdd ndiden vaikutuksia syd&meen, keuhkoon, munuai-
seen, haimaan, aivoihin ja muihin kudoksiin.
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Reperfuusiota kdytet&dn nykyd&n laajalti ja menes-
tyksekkddsti, ja on vditetty, ettd syddnlihasinfarktista
johtuvia kuolemantapauksia voidaan vdhentdd 20 - 30-%:1la.
Reperfuusiossa on kuitenkin my®s ongelmia. Hapesta osatto-
maksi jad&nyt (iskeeminen) kudos on epdnormaalissa tilassa,
ja se on haavoittuva, kun se yht#kkid altistetaan hapek-
kaalle verelle. Tatd kutsutaan "happiparadoksiksi"”, ja se
johtaa reperfuusiovaurioon solukuoleman muodossa. On ole-
tettu, ettd tédmd vaurio johtuu hapesta johdetuista vapais-
ta radikaaleista. Todisteita tdlle hypoteesille on saatu
eldinkokeista. B.R. Lucchesi ja avustajat osoittivat, ettéd
entsyymi superoksididismutaasi, samoin kuin vapaan radi-
kaalin sitoja N-(merkaptopropionyyli)glysiini, pienentdéa
koiran syddnlihasrepesfuusiovauriota (Cir. Res., 1984, 54,
277 - 285; J. Cardiovasc. Pharmacol., 1986, 8, 978 - 88;
Fed. Proc., 1987, 46, 2413 - 21).

Vitamiini E, so. a-tokoferoli, hyvin tunnettu yh-

diste, jolla on kaava

BO CH,
i
(CH,CH,CH,CH) ;CH,
0

H,C
CH,  CH,

on luonnollinen antioksidantti, joka reagoi hapesta joh-
dettujen vapaiden radikaalien samoin kuin vetyperoksidin
kanssa. On osoitettu, ettd se sovitetaan lipidimembraanien
v8liin ja ettd sen biologinen funktio on suojata biomem-
braaneja oksidatiivista hytkkdystd vastaan. Antioksidantti
a-tokoferolin 3,4-dihydro-2,5,7,8-tetrametyyli-2H~2~bent-
sopyran-6-oliryhmdd regeneroidaan jatkuvasti kaikkialla
18sn8 olevilla redox-systeemeilld.

Tamdn keksinndn yhdisteet ovat kdyttékelpoisia myés
hoidettaessa tulehdusprosessia, jonka tiedet&d#n kdsittdvin

superoksidiradikaalien vapautumisen fagosyyttisistd so-
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luista, jotka aiheuttavat joitakin nivelreuman ja muiden
tulehdussairauksien, kuten haavaisen paksunsuolentulehduk-
sen, ja tulehduksellisten dermatologisten sairauksien,
kuten psoriasiksen, oireita. Erityisen k&yttokelpoinen
tdmdn Kkeksinndn yhdisteiden tamd tulehduksen vastainen
vaikutus on hoidettaessa tulehduksellista alempaa suoli-
sairautta.

Keuhkojen inhalaatiovamma aiheutuu tyyppillisesti
lammbstd ja kemiallisesta drsytyksestd, ja kemiallinen
vamma on johtava savun sis&&@nhengitysvaurion letaalisyy.
Savun inhalaatio johtaa keuhkovaurioon, joka johtuu keuh-
komikroverisuonien ja keuhkoturvotuksen kasvusta. T&td
prosessia seuraa lisdidntynyt lipidiperoksidaatio keuhkoku-
doksessa. Lipidiperoksidaation inhibiittorin osoitettiin
véhentdvdn nditéd oireita eldimissd, jotka ovat altistuneet
kuumalle sahanpurusavulle, julkaisussa Z. Min et al., (J.
Med. Cell. PLA, 1990, 5, 176 - 180). He ehdottavat antiok-
sidanttien k8yttda hoidettaessa savuinhalaation keuhkovau-
riota, aikuisen hengenahdistusoireyhtymd4 ja keuhkolaajen-
tumaa.

Reaktiivisilla happiryhmilld on myds osa vaahtoso-

" lujen muodostumisessa ateroskleroottisiin tépliin (seli-

tetty julkaisussa D. Steinberg et al., New Engl. J. Med.,
1989, 320, 915 - 924) ja vapaan radikaalin sitojalla pro-
bukolilla on osoitettu antiateroskleroottinen vaikutus
hyperlipideemisissd kaneissa (Carew et al., Proc. Nat.
Acad. Sci. USA, 1987, 84, 7725 - 7729). Rappeutuva verkko-
kalvovaurio ja diabetogeeninen retinopatia on myds listat-
tu kohteiksi kédsittelylle vapaan radikaalin sitojilla
(vrt. J. W. Baynes, Diabetes, 1991, 40, 405 - 412; S. P.
Wolff et al., Free Rad. Biol. Med., 1991, 10, 339 - 352).

Yhdisteet voivat olla kidyttdkelpoisia myts hoidet-
taessa sybpid, ja ikddntymiseen littyvis degeneratiivisia
sairauksia, sydadnkohtausta, ja p#didvammaa, koska hapesta

johdettujen vapaiden radikaalien on identifioitu olevan
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Kausatiivisten tekijdiden joukossa. Tarkastelua wvarten
katso B. Halliwell ja C. Gutteridge, Biochem. J., 1984,
219, 1 - 14; TINS 1985, 22 - 6. Antioksidanttien on osoi-
tettu olevan kdyttokelpoisia myds hoidettaessa harmaakai-
hia, Free Rad. Biol. Med., 12:251 - 261 (1992).

In vitro ja in vivo aktiivisuus t&médn Keksinnén
yhdisteille voidaan madrittds8 kayttamdlls standardianalyy-
sejd, jotka osoittavat vapaan radikaalin sitomisominaisuu-
den, affiniteetin syddnkudokselle ja sydédntdsuojaavat omi-
naisuudet, samoin kuin vertaamalla aineiden kanssa, jotka
tunnetaan tehokkaina t&llaisia tarkoituksia varten.

Tyypillinen analyysi, joka on kdyttdkelpoinen t&min
keksinndn yhdisteiden vapaan radikaalin sitomisominaisuu-
den madrittédmiseksi, on in vitro lipidiperoksidaation in-
hibointi rotan aivohomogenaateissa.

Yhdisteiden vapaan radikaalin sitomisominaisuudet
voidaan arvioida helposti missd suhteessa superoksidiradi-
kaalit syntyvdt 4 mU ksantiinioksidaasilla 0,1 mM ksantii-
nin ollessa 1ldsnd ja ilmaista 40 pM nitrosinisen tetratso-
liumin (NBT) pelkistykselld diformatsaanivariaineeksi
spektrofotometrisessd analyysissd, kuten on kuvattu jul-
kaisussa C. Beauchamp ja I. Fridovick, (Analyt. Biochem.
19871, 44, 276 - 287). 30 U superoksididismutaasia inhiboi
tamdn pelkistyksen 90-%:isesti, mikd johtuu superoksidira-
dikaaleista. Superoksidisitojan (koeyhdiste) ollessa l&sni
superoksidiradikaalista on kilpailu ja siten pelkistys
NBT:n varinmuodostuksessa osoittaa koeyhdisteen superoksi-
diradikaalin sitomisominaisuuden.

Lipidiperoksidaatiomenetelmdn inhibointi voidaan
analysoida kd&yttden kudoshomogenaatteja biologisten nes-
teiden antioksidanttiaktiivisuuden mittaamiseksi metodolo-
gialla, joka on kuvattu julkaisussa J. Stocks et al.,
(Clin. Sci. Mol. Med., 1974, 47, 215 - 222), jossa kédyte-
taén hoidettujen aikuisten Sprague Dawley -rottien aivoku-
doshomogenaattia. Inkuboidaan ndytteet, joissa on koko-
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naistilavuudeltaan 1 ml laimennettua aivohomogenaattia ja
sitojaa sopivassa laimennoksessa. Inkuboimattomat ndytteet
otetaan taustaksi. Kontrollit suoritetaan ilman sitojaa,
ja ndyte, joka sis&ltd& vain puskuria, otetaan nollako-
keeksi. 30 minuutin inkuboinnin 37 °C:ssa jdlkeen 200 pl
35-%:ista perkloorihappoa lis&tddn, ndytteet sentrifugoi-
daan ja 800 pl supernatantteja sekoitetaan 200 pl:n kanssa
1-%:ista tiobarbituurihappoa. Vaaleanpunainen tiobarbituu-
rihapon reaktiivisen materiaalin kondensaatiotuote kehite-
t&dadn 100 °C:ssa kiehuvassa vesihauteessa 15 minuutin ajan,
ja absorbanssi luetaan 532 nm:ssé.

Kudoksen, mukaan lukien syddnkudoksen, ex vivo in-
hibointia wvarten lipidiperoksidaatiota hiirissd voidaan
kdyttdd osoittamaan yhdisteiden kykyd lapdistd ja toimia
vapaan radikaalin sitojina n8issd kudoksissa. Tama analyy-
si kdsitt8d koiras CD1 hiirien esihoitamisen antamalla
ihonalaisesti koeyhdistettd. Yksi tunti my&hemmin kudokset
leikataan, homogenisoidaan 1+9 (paino/tilavuus) 20 mM ka-
liumfosfaattipuskurissa pH-arvossa 7,3 (0,14 M KCl) ja
inkuboidaan 1/100 pitoisuudessa 1 ml:ssa puskuria
37 °C:ssa 30 - 120 minuutin ajan. Inkuboinnin lopuksi li-
s&td8n 200 pl 35-%:ista perkloorihappoa ja proteiinit
poistetaan sentrifugoimalla. 800 ml:aan supernatanttia
lis&t8&n 200 pl 1-%:ista TBA:ta, ja ndytteits kidsitelldsn
100 °C:seen 15 minuutin ajan. TBA-addukti uutetaan 2 ker-
taa 1 ml:aan n-butanolia. Fluoresenssi mitataan viri-
tysaallonpituudella 515 nm ja emissioaallonpituudella
553 nm standardia vastaan, joka on valmistettu malonidial-
dehydidimetyyliasetaalista.

Stimuloidut ihmisen leukosyytit vapauttavat radi-
kaaleja ja muita happimetaboliitteja, jotka tulehduksen
aikana toimivat mikrobiaineina. Samanaikaisesti ne vapaut-
tavat proteolyyttisi8 entsyymejd, Kkuten elastaasia, jotka
ovat my®s mikrobisidisi&, mutta uhkaavat voimakkaasti
isé@nnan sidekudosta. Endogeeninen a,-proteinaasi-inhibiit-
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tori (a,Pi) suojaa normaalisti isantdkudosta proteolyytti-
seltd digestoinnilta. a,Pi on kuitenkin inaktivoitu leuko-
syytistd johdetuilla oksidanteilla. a,Pi:n inaktivoinnin
antagonismi on osoitus paljastuneista radikaalisitojista.
Pitoisuus, joka tarvitaan suojaamaan 50 % a,Pi:n elastaasi-
inhibiittikapasiteetista (PC,;,), riippuu lédsna olevien sti-
muloitujen leukosyyttien madrédsta.

Menetelmd: Seurattiin menetelm#dd, jonka Skosey ja
Chow ovat kuvanneet (katso J. L. Skosey ja D. C. Chow,
Handbook of Methods for Oksygen Radical Research (Green-
wald, R. A., toim.) 1985, ss. 413 - 416, CRC Press, Boca
raton). Lyhyesti, ihmisen q,Pi inkuboitiin zymosaani-stimu-
loidun ihmisen perifeeristen veren leukosyyttien kanssa
sitojien ollessa poissa tai l&snd. Oksidatiiviselta inak-
tivoinnilta q,Pi-suojattu m383r3 madritettiin sen jaljelle
j&&neelld elastaasi-inhibiittikapasiteetilla.

Weiss on tarkastellut relevanssia tulehdusasiaan
(katso S. J. Weiss, N. England J. Med., 1989, 320, 365 -
376). Keuhkolaajentuma 1liittyy geneettiseen vajavuuteen
a,Pi:ssd; sairautta lisdad edelleen tupakoinnin aikana si-
sddnhengitetyt oksidantit, mikd johtaa q,Pi:n oksidatiivi-
seen inaktivointiin keuhkokudoksessa (katso J. Travis ja
G. S. Salvesen, Annu. Rev. Biochem., 1983, 52, 655 - 709).
Hapetettu a,Pi on eristetty reumankaltaisesta nivelvoide-
nesteestd (katso P. S. Wong ja J. Travis, Biochem.
Biophys. Roc. Commun., 1980, 06, 1440 - 1454)., Hyaluroni-
hapon, makromolekyyli, joka vastaa nivelvoidenesteen vis-
kositeetista, hajoaminen pannaan alkuun superoksyyliradi-
kaaleilla, jotka vapautuvat ihmisen leukosyyteistd in vit-
ro (katso R. A. Greenwald ja S. A. Moak, Inflammation,
1986, 10, 15 - 30). Lisdksi ei-steroidaalisten tulehduksen
vastaisten lddkkeiden osoitettiin inhiboivan superoksyyli-
radikaalien vapautumista leukosyyteistd (katso H. Strom ja
I. Ahnfelt-Ronne, Agents and Actions, 1989, 26, 235 - 237
ja M. Roch-Arveiller, V. Revelant, D. Pharm Huy, L. Maman,



10

15

20

25

30

35

14

J. Fontagne, J. R. J. Sorenson ja J. P. Giroud, Agents and
Actions, 1990, 31, 65 - 71), ja 5-aminosalisyylihappo voi
kayttdd terapeuttista aktiivisuuttaan tulehduksellisessa
suolisairaudessa radikaalisitojamekanismilla (katso I.
Ahnfelt-Ronne, 0. H. Nielsen, A. Christensen, E. Langholsz,
V. Binder ja P. Riis, Gastroenterology, 1990, 98, 1162 -
1169). Siksi uskotaan, ett@ t&mén keksinntn yhdisteet voi-
vat olla kdayttdkelpoisia mainituissa patologisissa tilan-
teissa, ja etta tulehduksellinen suolisairaus voi olla
erityinen kohde. Antioksidanttien immuuni stimulatorinen
vaikutus on myds raportoitu siten, ettid ne lis#sivat lym-
fosyyttiaktiivisuutta (R. Anderson ja P.T. Lukey, Ann. N.
Y. Acad. Sci., 1987, 498, 229 - 247) in vitro alkuun sy-
sattyjen leukosyyttien ollessa l1l8snd, ja ex vivo ihmis-
vapaaehtoisten esihoidon j&lkeen.

Siten kdyttden standardi ja hyvin tunnettua metodo-
logiaa, samoin Kkuin vertailulla tunnettujen yhdisteiden
kanssa, jotka on todettu kdyttokelpoisiksi, on todettava,
ettd yhdisteet ovat vapaan radikaalin sitojia, jotka ovat
kéyttokelpoisia sellaisten sairaustilojen ehkdisyssd ja
hoidossa, jotka ovat neurotoksisuuden kaltaisia johtuen
lijallisesta glutaamihapon vapautumisesta, Huntingtonin
sairauden, Alzheimerin taudin ja muiden kognitiivisten
hdirifiden (esim. muistin, oppimisen ja tarkkaavaisuuden
puute), amnesian ja Parkinsonin taudin kaltaisia, samoin
kuin hoidettaessa ja ehk#distdessid kudosvauriota sydin-,
keuhko-, munuais-, haima- ja aivokudoksessa, minkid aiheut-
taa iskemia/reperfuusio, kirurginen hoito ja infarkti/re-
perfuusio, ja lievittdm&&n akuuttia verenhukkaa, joka joh-
tuu verenvuotoshokista.

Taman keksinndn yhdisteet ovat a-tokoferolin kal-
taisia ja ne omaavat mySs 3,4-dihydro-6-hydroksi-2,5,7, 8-
tetra-alkyyli-2H-1-bentsopyran-2-yyliryhmén, mutta a-toko-
ferolimolekyylin 2-aseman lipofyylinen ryhm&, jonka aja-

tellaan olevan vastuussa kaikkialla l&snd olevalla liitty-
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misellddn biomembraaneihin, korvataan hydrofiiliselld ryh-
m#llsd, jolloin suodaan suurempi affiniteetti sydankudok-
selle. Siten td@madn keksinndn yhdisteet ovat kayttdkelpoi-
sia myb6s farmakologisina antioksidantteina ja vapaan radi-
kaalin sitojina, erityisesti superoksidianioniradikaalin
0,” sitojina. Niitd voidaan kéyttdd terapeuttisesti sil-
loin, kun reperfuusiovaurio, joka johtuu hapesta johde-
tuista vapaista radikaaleista ja vetyperoksidista, aiheut-
taa solukuoleman kudoksissa. Té&md tilanne syntyy, Kun ve-
ren toimituksen kudoksiin t&ydellinen tai osittainen este
poistetaan, joko spontaanisti (lyhytaikainen iskemia) tai
farmakologisella tai kirurgisella hoidolla (trombolyysi,
angioplastia, ohitus, elimensiirto ja niiden kaltaiset).
Kudokset, jotka ovat lyhytaikaisen iskemian tai reperfuu-
sion kohteina erilaisissa sairauden tiloissa, tai niiden
li&kehoidossa, ovat syddn-, Kkeuhko-, munuais-, haima- ja
aivokudokset. Erityisesti nyky&ian nopeasti kasvava farma-
kologisen trombolyysin harjoittaminen, joka tunnetaan my®s
reperfuusiona, sepelvaltimoinfarktin ja -kohtauksen j&l-
keen, hy6tyy vapaan radikaalin sitojan, kuten témdn kek-
sinntn yhdisteet, antamisesta ennen tai samanaikaisesti.
Samalla tavalla kirurgiset hoidot, kuten ihon 1&pi tapah-
tuva sepelvaltimon muovaus sisdkautta, jossa laajentavaa
ilmapalloa k&ytetddn suurentamaan luminaalia halkaisijaa
vaikeasti tukkeutuneissa ateroskleroottisissa suonissa,
sepelvaltimon ohitusleikkaukset ja elinsiirtoleikkaus luo-
vat olosuhteet, joissa hapesta johdetuista radikaaleista
johtuva reperfuusiovaurio tapahtuu ja joissa niita voidaan
vdhentdd sitojilla. Lyhytaikainen iskemia on yksi kausa-
tiivisista tekijodistd, joka johtaa angina pectorikseen, ja
siten t&mdn keksinndn yhdisteet ovat kidyttokelpoisia myos
antianginaalisina aineina.

Tdman keksinndn yhdisteet voidaan arvioida seuraa-
vasti myds rotissa, joissa on sidonnan aiheuttama infarkti

ja reperfuusio. Toiselle kahdesta rottaryhméstd annetaan
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infuusiolla laskimonsisédisesti koeyhdisteen liuos suola-
liuoksessa nopeudella 2,3 ml/h (10 mg/kg/h). Kontrolliryh-
mdlle annetaan infuusiolla suolaliuosta samalla nopeudel-
la. 10 minuutin kuluttua l&&kkeen infuusiosta, sepelvalti-
mot sidotaan kirurgisesti 60 minuutiksi, sidonta irrote-
taan, jolloin sallitaan reperfuusio 30 minuutin ajan. Si-
donta tehdd&dn uudelleen, ja vdriaine (Evans Blue) injek-
toidaan. Eldimet tapetaan, ja syddnkammiot poistetaan ja
punnitaan. VaArjaytym&dtdén kudos leikataan ja punnitaan;
tam8 edustaa "riskialuetta", so. aluetta, joka j&& osatto-
maksi veren toimituksesta sidonnassa. Infarktoituneen
alueen ma&rittamiseksi kudosta inkuboidaan 2,3,5-trifenyy-
litetratsoliumkloridin kanssa. Infarktoituneesta kudokses-
ta tulee vaaleasti varittynyt, ja se voidaan leikata ja
punnita. Siten kullekin rotalle, joka selviytyy sidonnas-
ta, saadaan mittaus "riskialue” (RA) ja "infarktoitunut
alue" (IA), ja IA/RA-suhde lasketaan.

Taman Keksinndn yhdisteitd voidaan kéyttad sekéd
ehkdisevdsti ettd terapeuttisesti. Aktiivisen ainesosan
maara terapeuttista antamista varten voi vaihdella laajal-
la alueella, ja se riippuu sellaisista tekij®istad, kuten
hoidettavan potilaan lajista, i#std, terveydestd, sukupuo-
lesta, painosta, hoidettavan tilan luonteesta ja vakavuu-
desta. Termi "potilas" viittaa l&mminveriseen el&dimeen,
kuten esimerkiksi rottiin, hiiriin, koiriin, kissoihin,
marsuihin, kddellisiin ja ihmisiin. Yleens& terapeuttises-
ti vaikuttava md&réd annettavaa aktiivista ainesosaa vaih-
telee noin 0,1 - 30 mg/kg kehon painoa vuorokautta kohti.
Ehkdisevdd antamista varten voidaan k&dyttds vastaavia
alempia annoksia. Edullisesti t&mé&n keksinn®n yhdisteita
annetaan potilaalle yhdistelm&dssd farmaseuttisesti hyvak-
syttévan kantajan kanssa, joka on mik& tahansa aine, joka
auttaa yhdisteen antamisessa vaikuttamatta oleellisesti

sen terapeuttisiin ominaisuuksiin.
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Edullisimmin yhdisteet annetaan laskimonsisdisesti,
erityisesti kriisitilanteissa, joissa on oleellista, etta
terapeuttinen aine annetaan sen toimintakohtaan niin no-
peasti kuin mahdollista, Kkuten niissd h&t&dolosuhteissa,
jonka aiheuttavat sepelvaltimoinfarkti, -kohtaus ja kirur-
giset hoidot, olosuhteissa, jotka voivat aiheuttaa vaikean
reperfuusiovaurion,

Té&mdn Keksinndn yhdisteet voidaan antaa myds oraa-
lisesti, edullisesti kdyttéden aktiivisempaa ainesosaa vuo-
rokaudessa kuin parenteraalisesti annettuna, edullisesti
ottaen jaettuja annoksia 3 - 4 kertaa vuorokaudessa. Edul-
lisesti enteraalinen antaminen kriisin j&8lkeisissd tilan-
teissa, erityisesti sairaalahoito-olosuhteista vapautumi-
sen jdlkeen. Yhdisteitd voidaan kdyttda standardiannosyk-
sikkbmuodoissa, kuten tabletteina, kapseleina, rakeina,
pastilleina, eliksiirein&, emulsioina, suspensioina, ja
tapauksissa, joissa paikallinen antaminen on edullista
perdpuikolla tai kielen alle antamisella. Tabletit ja kap-
selit, jotka sis8ltavat 100 - 400 mg aktiivista ainesosaa,
ovat edullisia malleja enteraalista antamista varten. Tie-
tenkin tulehduksen hoidossa edullinen antamismenetelmid on
varastoinjektiolla suoraan tulehdusalueen kohtaan, seuran-
nan ollessa enteraalisen antamisen Keinoin.

Valmistettaessa kiinteitd annosmuotoja, kuten tab-
letteja, aktiivinen ainesosa sekoitetaan yleensd tavan-
omaisten farmaseuttisten kantajien tai tdyteaineiden kans-
sa, Kuten gelatiinin, erilaisten t&drkkelysten, laktoosin,
kalsiumfosfaatin tai jauhetun sokerin kanssa. Termi far-
maseuttinen kantaja, kuten t&ssd on kAytetty, Kkasittds
my0s voiteluaineet, joita kdytetddn parantamaan tabletti-
granulaattien valumista ja joka estdd tablettimateriaalin
adheesion tablettimuottien ja -1l4vistimien pintaan. Sopi-

viin voiteluaineisiin kuuluvat esimerkiksi talkkistearii-

nihappo, kalsiumstearaatti ja sinkkistearaatti. T&ssid kidy-

tettyyn farmaseuttisen kantajan mddritelmdan kuuluvat myds
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hajotusaineet, jotka lisdtd8&8n auttamaan tablettien hajoa-
mista ja liukenemista antamisen j&lkeen, samoin kuin v&-
ri- ja/tai makuaineet 1lisddmdidn tablettien esteettista
laatua ja tekem#dn ne hyvéksyttdvémmidksi potilaalle. Omien
vaikutuksiensa takia antioksidanttina, askorbiinihappoa
kdytetddn myts edullisesti formulaatioissa kaavan (1) mu-
kaisten aktiivisten ainesosien Kanssa.

Sopiviin nestemdisiin tdyteaineisiin nestemdisten
annosyksikkémuotojen valmistamiseksi kuuluvat vesi ja al-
koholit, kuten etanoli, bentsyylialkoholi ja polyetyleeni-
glykolit, joko pinta-aktiivisen aineen lis8yksen kanssa
tai ilman. Yleensi edulliset nestemdiisiin t&yteaineisiin,
erityisesti injektoitavia valmisteita wvarten, Kkuuluvat
vesi, fysiologinen 1liuos ja suolaliuos, dekstroosi- ja
glykoliliuvokset, kuten vesipitoinen propyleeniglykoli- tai
polyetyleeniglykoliliuos. Arsytyksen minimoimiseksi tai
eliminoimiseksi injektiokohdassa t&llaiset Kkoostumukset
voivat sis8ltidd ei-ionisen pinta-aktijivisen aineen, jolla
on hydrofiili-lipofiili-tasapaino (HLB) noin 12 - 17. Pin-
ta-aktiivisen aineen m8drd t8llaisissa formulaatioissa
vaihtelee noin 5 - 15 paino-%:iin. Pinta-aktiivinen aine
voi olla yksitt&@inen komponentti, jolla on edelld identi-
fioitu HLB, tai kahden tai useamman komponentin seos, jol-
la on haluttu HLB. Havainnollisia esimerkkeji pinta-aktii-
visista aineista, jotka ovat k&yttdkelpoisia parenteraali-
sissa formulaatioissa, ovat polyoksietyleeninsorbitaani-
rasvahappoesterien luokka, esimerkiksi sorbitaanimono-
oleaatti, ja suuren molekyylipainon etyleenioksidin adduk-
tit hydrofobisen em#ksen kanssga, joka on muodostunut pro-
pyleenioksidin kondensaatiolla propyleeniglykolin kanssa.
Tietyissd paikallisissa ja parenteraalisissa valmisteissa
voidaan kayttdd erilaisia 61jyj&a kantajina tai tédyteainei-
na. Havainnollisia esimerkkej& t&llaisista 6ljyistd ovat
mineraalidljyt, glyseriditljyt, kuten laardiéljy, turskan-
maksadljy, maapdhkinddljy, seesamidljy, maissidljy ja soi-
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japapubljy. Liukenemattomia yhdisteita varten voidaan 1li-
sé&td suspendointiaineita, samoin kuin aineita kontrolloi-
maan viskositeettia, esimerkiksi magnesiumalumiinisili-
kaattia tai karboksimetyyliselluloosaa. Ndiden tdyteainei-
den lis8ksi voidaan kéytt83 mySs puskureita, sdilontdai-
neita ja emulgointiaineita. Tyypillinen ummetustyyppisen
perdruiskeen perdruiskevalmiste k&dyttda pienid tilavuuk-
sia, yleensd paljon vdhemmdn kuin noin 150 ml aikuiselle,
tyypilliset tilavuudet vain muutama millilitra ovat edul-
lisia. Tayteaineet ja liuvottimet kdytettdvaksi ummetuspe-
raruiskeissa tulisi tietenkin valita siten, ettid viltetdin
koolonista &rsytystd, ja ne tulisi valita siten, ettd mi-
nimoidaan erilaisten aineiden absorptio.

Tédmd&n Keksinndn yhdisteet voidaan antaa myods pai-
kallisesti. T&md voidaan suorittaa yksinkertaisesti wval-
mistamalla annettavan yhdisteen liuos, edullisesti kdyt-
tden liuotinta, jonka tiedet&d&dn edistdvdn absorptiota ihon
ldpi, kuten etanolia tai dimetyylisulfoksidia (DMSO) mui-
den tédyteaineiden kKanssa tai ilman. Edullisesti paikalli-
nen antaminen suoritetaan kdyttden joko varasto ja huokoi-
sen membraanin tyyppista tai kiintedn matriisimuunnoksen
laastaria.

Joitakin sopivia ihon 1l&pi -keksint&jd on kuvattu
US-patenteissa nrot 3 742 951, 3 797 494, 3 996 934 ja
4 031 894. Namé keksinnot sis&dltivit yleensd tukijdsenen,
joka madrittdd toisen puolistaan pinnaksi, aktiivisen ai-
neen l&pdisevdn adhesiivisen kerroksen, joka maarittds
toisen pintapuolen ja v&hint&&n yhden varaston, joka si-
sdltda aktiivisen aineen pantuna ulkopintojen v&liin.
Vaihtoehtoisesti aktiivinen aine voidaan sis#dllytt&s moni-
naisiin mikrokapseleihin, jotka jaetaan l&paisevdn adhe-
siivisen kerroksen kautta. Kummassakin tapauksessa aktii-
vinen aine jaetaan jatkuvasti varastosta tai mikrokapse-
leista membraanin 1l8pi aktiivisen aineen l&pidisevasn adhe-

siiviin, joka on yhteydessa vastaanottajan ihon tai lima-



10

15

20

25

30

35

20

kalvon kanssa. Jos aktiivinen aine absorboituu ihon 1l&pi,
aktiivisen aineen kontrolloitu ja esimd&rdtty virtaus an-
netaan vastaanottajalle. Mikrokapselien tapauksessa, kap-
selointiaine voi my®ds toimia membraanina.

Toisessa keksinntssd t&8mdn keksinntn mukaisten yh-
disteiden ihon l&pi antamista varten farmaseuttisesti ak-
tiivinen yhdiste sisdllytet&&n matriisiin, josta se jae-
taan halutulla asteittaisella, vakio- ja kontrolloidulla
nopeudella. Matriisi on l&8p&isevd yhdisteen vapautumiselle
diffuusion tai mikrohuokoisen virfauksen kautta. Vaputumi-
nen on nopeuskontrolloitu. T&llainen systeemi, joka eil
vaadi membraania Kkuvataan US-patentissa nro 3 921 636.
Ainakin kahden tyyppinen vapautuminen on mahdollista ndis-
s8 systeemeissd. Vapautuminen diffuusiolla tapahtuu, kun
matriisi ei ole huokoinen. Farmaseuttisesti wvaikuttava
yhdiste liukenee matriisiin ja diffusoituu matriisin lapi
itsekseen. Vapautuminen mikrohuokoisella virtauksella ta-
pahtuu, kun farmaseuttisesti wvaikuttava yhdiste kuljete-
taan matriisin houkosissa olevan nestefaasin lé&pi.

T&mdn keksinnén yhdisteet voidaan sis&llytt&éd aero-
solivalmisteeseen alan ammattimiehen yleisesti tuntemilla
keinoilla. Aerosolivalmiste voidaan valmistaa kdytettavak-
si paikallisena aerosolina, tai se voidaan valmistaa inha-
laatiota varten. Aerosolivalmiste voi olla liuoksen tai
suspension muodossa, ja se voi sisdltidid muita ainesosia,
kuten liuottimia, ponneaineita ja/tai hajotusaineita. Tyy-
pillisid esimerkkejd aerosolivalmisteista esitetdsn jul-
kaisussa Remington's Pharmaceutical Sciences, 18th ed.,
Mack Publishing Company, Easton Pennsylvania, ss. 1694 -
1712 (1990), joka on siséllytetty tdhin viittauksella.

Tietenkin, Kkuten on totta useimmissa tapauksissa,
joissa tietyilld kemiallisten yhdisteiden luokilla on to-
dettu olevan edullisia terapeuttisia loppukayttdsovelluk-
sia, tietyt alasuvun ryhmédt ja tietyt spesifiset yhdisteet
ovat edullisia. Tassé& tapauksessa kaavan I mukaiset edul-
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liset yhdisteet ovat niitd, joissa R,, R, ja R, merkitsevat
kukin metyylia; R on metyyli; kukin R, on metyyli, R, on
vety; n on nolla tai yksi; ja/tai X on 4-metyylibentseeni-

sulfonaatti tai ei mik&&n, kun sis#dinen suola muodostuu,
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Patenttivaatimukset:

1. Menetelmi terapeuttisesti kdyttokelpoisen
3,4-dihydro-2H-1-bentsopyraanin hydratsidijohdannaisen

valmigstamiseksi, jolla on kaava

1

R,0 % $3
- ®_n .yO
o BC NHT Rg-X
! R CHy R,

(1)

sen stereoisomeerien ja seoksien, sen sisdisten suolojen,
ja sen farmaseuttisesti hyvéksyttdvien suolojen valmista-
miseksi, joissa

R on vety tai C,  -alkyyli,

R, on C, .~alkyyli,

R, on vety tai -C(O)R,

R, ja R, merkitsev8t toisistaan riippumatta C, ,~al-

R, on C, -alkyyli, tai

__CH2»<G§§> Ry:n ollessa vety tai halogeeni,

RB_

n on nolla, 1, 2 tai 3, ja

X on halogenidi, -S(0);R,, tai ei mik&&n, kun sisdi-
nen suola muodostuu

R; on vety, C, ,—alkyyli, fenyyli tai 4-metyylifenyy-

1i,
kdsittden vaiheet, joissa saatetaan hydratsiini
R,0 !
2= O R,
o
cnz)ncunv,
Ry CH

R 3 Ry

(4)
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reagoimaan, kuten aikaisemmin on m&dritelty, RX':n kanssa,
jossa X' on halogenidi tai -S8(0);R,, kuten aikaisemmin on
misritelty, ja palautusj88hdytetddn, jolloin valmistetaan
asyylihydratsiniumsuola

| lm o
H,y) nC—NHIil ~Rg* X<,
Ry

2 CHy R,

(3)
kuten aikaisemmin on mi#ritelty, ja mahdollisesti kdsitel-

144n edella saatua asyylihydratsiniumia emédkselld sisdisen

suolan valmistamiseksi

RZO (i) R3
! e'm
H,),C-N T -R
R
1 R CHy R,
(6)
2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd,

tunnettu siitd, ettd kukin ryhmistd R;, R, ja Ry on
metyyli.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd,
tunnettu siiti, ett& kukin R; on metyyli.

4. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd X on -S(0),R,.

5. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd X el ole mik&ddn.

b. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelm3,

tunnettu siitd, ettd R, on vety.

7. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd valmistetaan 2-[(3,4-dihydro-
6-hydroksi-2,5,7,8~-tetrametyyli-2H-1~bentsopyran-2-yyli)-
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karbonyyli]-1,1,1l-trimetyylihydratsinium-4-metyylibent-
seenisulfonaatti ja sen enantiomeerit.

8. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmé,
tunnettu siitd, ettd valmistetaan 2-[(3,4-dihydro-
6-hydroksi-2,5,7,8-tetrametyyli-2H-1-bentsopyran-2-yyli)-
karbonyyli]-1,1,1l-trimetyylihydratsinium, sen sigdinen
suola ja sen enantiomeerit.

9. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelms,
tunnettu siitd, ettd valmistetaan 2-(3,4-dihydro-
6-hydroksi-2,5,7, 8-tetrametyyliZ2H-1-bentsopyran-2-asetyy-
1i)-1,1,1-trimetyylihydratsinium-4-metyylibentseenisulfo-
naatti ja sen enantiomeerit.

10. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelm3,
tunnettu siitd, ettd valmistetaan 2-(3,4-dihydro-
6-hydroksi-2,5,7, 8-tetrametyyli-2H~1-bentsopyran-2-asetyy-
1i)-1,1,1-trimetyylihydratsinium, sen sisdinen suola ja

sen enantiomeerit.
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Patentkrav:

1. Forfarande fOr framstdllning av ett terapeutiskt
anvandbart 3,4-dihydro-2H-1-bensopyranhydrazidderivat med

formeln

R,O R
2
1 ey
HoCoNHN®—Rg X
R
1og CH, R,
(1)

stereoisomererna och blandningarna d&rav, deras interna
salter, och de farmaceutiskt godtagbara salterna dérav,
vari

R 4r H eller C, .~alkyl,

R, dr C, ,-alkyl,

R, 8r H eller -C(O)R,

R; och R, 8r sjdlvstadndigt C, ,~alkyl,

R, dr C, ,~alkyl, eller

—CH2h<G§§> vari R, 8r H eller halogen,

Rg

n d4r noll, 1, 2 eller 3 och

X dr en halogenid, -5(0),R,, eller saknas, ndr det
interna saltet bildas, och

R, &ar H, C, ,~alkyl, fenyl eller 4-metylfenyl,
kd&d&nnetecknat av, att man omsdtter ett hydrazin

Ry
R.,0
2 0 Ry
o
CH,) CHBN,
R 0 |
1 CH, Ry
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sdsom tidigare definierats, med R,X', vari X' &r en haloge-
nid eller -S(0),R,, sdsom tidigare definierats, under ater-
fl6desavkylning, varvid man erhaller ett acylhydrazinium-

salt

Rl
R2O ? R3
l l@ (=]
Hz)nC—NH? -Rg X%,
R
1 R CH3 R4
(5)

sdsom tidigare definierats, och eventuellt behandlar ovan
erhallna acylhydrazinium med en bas f&r erhdllande av ett

internt salt

R,0 R
2 | % e'% )
Hz)nC‘“N T] 5
R
1 CH R
R 3 !
(6)
2. Férfarande enligt patentkrav 1, k&d&nne -

tecknat av, att envar av R,, R, och Ry, 8r metyl.

3. Fo6rfarande enligt patentkrav 1, kdnne
tecknat av, att varje R, 8r metyl.

4. Forfarande enligt patentkrav 1, kd8nne -
tecknat av, att X 8r -S(0),R;.

5. Forfarande enligt patentkrav 1, kdnne

tecknat av, att X saknas.

6. Forfarande enligt patentkrav 1, kdnne -
tecknat av, att R, 4r vite.
7. Fbrfarande enligt patentkrav 1, kd&nne -

tecknat av, att man framstdller 2-[(3,4-dihydro-6~
hydroxi-2,5,7,8~tetrametyl-2H-1-bensopyran-2-yl )karbonyl]-
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1,1,1-trimetylhydrazinium-4-metylbensensulfonat och enan-
tiomerer dédrav.

8. Forfarande enligt patentkrav 1, k&d&nne -
tecknat av, att man framstdller 2-[(3,4-dihydro-6-
hydroxi-2,5,7,8-tetrametyl-2H-1-bensopyran-2-yl )karbonyl]-
1,1,1-trimetylhydrazinium, ett internt salt och enantiome-
rer darav.

9. Forfarande enligt patentkrav 1, k&nne -
tecknat av, att man framstdller 2-(3,4-dihydro-6-
hydroxi-2,5,7,8-tetrametyl-2H-1-bensopyran-2-acetyl)-
1,1,1-trimetylhydrazinium-4-metylbensensulfonat och enan-
tiomerer darav.

10. Foérfarande enligt patentkrav 1, kdnne -
tecknat av, att man framstiller 2-(3,4-dihydro-6-
hydroxi-2,5,7,8-tetrametyl-2H-1-bensopyran-2-acetyl)-
1,1,1-trimetylhydrazinium, ett internt salt och enantiome-

rexr ddrav.
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