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(57) 1. Применение соединения, имеюще-
го формулу

О С К 2 С Н 2 — R '

где R1 и R3 являются независимо во-
О
и

дородом, -СН3, — С-(С,-С6 алкил) или
и

- С — Аг, где Аг является факульта-
тивно замещенным фенилом;

R2 выбирают из группы, состоящей из
пирролидино- и пиперидино-, или его
фармацевтически приемлемой соли или
сольвата, для ингибирования выработки
амилоидных белков.

2 Применение по п 1, где указанное
соединение является соединением формулы

или его гидрохлоридной солью.
3. Применение соединения, имеюще-

го формулу

осн 2 сн 2 —

OR'

где R1 и R3 являются независимо во-
о

дородом, -СН3, - С - (С,-С6 алкил)или
II

— С — Аг, где Аг является факультатив-
но замещенным фенилом;

R2 выбирают из группы, состоящей из
пирролидино- и пипоридно-, или его фар-
мацевтически приемлемой соли или соль-

.и

о
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вата, для ингибирования выработки ами-
лоидных бляшек.

4 Применение по п. 3, где указанное
соединение является соединением фор-
мулы

OCH:CH,-N

или его гидрохлоридной солью.
5. Применение соединения, имеюще-

го формулу
,ОСН 2СН 2—R 3

где R1 и R3 являются независимо во-

о
If

дородом, -СН3, ~ С - ( С Г С 6 алкил)или
- С - Аг, где Аг является факультатив-

но замещенным фенилом;
R2 выбирают из группы, включающей

пирролидино- и пиперидно-, или его фар-
мацевтически приемлемой соли или соль-
вата, для ингибирования болезни Альц-
хаймера.

6. Применение по п. 5, где указанное
соединение является соединением фор-
мулы

или его гидрохлоридной солью.

Болезнь Альцхаймера (Alzheimer
Disease - AD) представляет собой деге-
неративное мозговое расстройство, харак-
теризуемое клинически постепенной по-
терей памяти, познавательной способнос-
ти, логического мышления, мыслительной
и эмоциональной стабильности, что пос-
тепенно ведет к глубокому психическому
расстройству и, в конечном счете, к смер-
ти. AD является распространенной причи-
ной постепенной умственной несостоятель-
ности (слабоумия) у людей преклонного
возраста и, как предполагается, предс-
тавляет собой четвертую по частоте из
наиболее распространенных причин смер-
ти в Соединенных Штатах Америки. AD
наблюдается у представителей различных
рас и этнических групп во всем мире и
представляет собой главную, в настоя-
щем и будущем, проблему в области об-
щественного здоровья. В настоящее вре-
мя болезни, как установлено, подвержены
примерно от двух до трех миллионов лиц

только в Соединенных Штатах Америки.
До сих пор AD считается неизлечимой.

Мозги лиц с AD проявляют дегенера-
цию нейронов и характерные поврежде-

5 ния, а разных случаях упоминаемые как
амилоидогенные бляшки, сосудистая ами-
лоидная аигиопатия и нейрофибрилляр-
ные клубки. Большое число этих повреж-
дений, особенно амилоидогенные бляшки

10 и нейрофибриллярные клубки, обычно на-
ходят в нескольких областях человеческо-
го мозга, важных для памяти и познава-
тельной функции, у пациентов, страдаю-
щих AD. Меньшее число этих поврежде-

15 ний с более ограниченным анатомичес-
ким распределением находят в мозгах лю-
дей самого преклонного возраста^ кото-
рые не имеют клинической AD. Амилои-
догенные бляшки и сосудистая амилоид-

20 ная ангиопатия также характеризует моз-
ги лиц, страдающих трисомией 21 (синд-
ром Дауна) или наследственным цереб-
ральным кровотечением при амилоидозе
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Датч-типа (Hereditary Cerebral Hemorrhage
with Amyloidosis of the Dutch-Type -
HCHWA-D). В настоящее время, оконча-
тельный диагноз AD обычно требует наб-
людения упомянутых выше повреждений в 5
ткани мозга пациентов, которые умерли
от болезни или, реже, в малых образцах
ткани мозга, полученных с помощью биоп-
сии во время инвазивной нейрохирурги-
ческой процедуры. 10

Несколько линий доказательств пока-
зывают, что постепенное отложение в го-
ловном мозге конкретных амилоидоген-
ных белков, р-амилоидных белков (р- 15
amyloid protein - (SAP), играет основопола-
гающую роль в патогенезе AD и может
быть предшественником симптомов утра-
ты познавательной способности спустя го-
ды или десятилетия (см. Selkoe, 1991, 20
Neuron, 6:487). Недавно было показано,
что рАР выходит из нейронных клеток,
выращиваемых в культуре, и присутствует
в спинномозговой жидкости (cerebrosptnaf
fluid — CSF) как нормальных людей, так и 25
людей, страдающих AD (см. Seubert et at.
// Nature, 1992, 359; 325-327).

В дополнение к болезни Альцхаймера
и другим состояниям с амилоидогенными
пептидами J3AP, существуют состояния, 30
связанные с другими амилоидогенными
пептидами, которые подобны по структу-
ре рАР, но которые не разделяют гомо-
логической последовательности с рАР.
Недавние исследования продемонстриро- 35
вали функциональную взаимозаменяе-
мость многих из этих амилоидогенных пеп-
тидов по отношению к нейротоксичности
(May P.C. et a/. // Journal of Neurochemtstry,
декабрь 1993), поданная одновременно с 40
данной заявкой (U. S. Patent Application
08/109, 782, зарегистрированная 19 ав-
густа 1993, Docket X-9?42).

Несмотря на прогресс, полученный в
понимании фундаментальных механизмов 45
AD и других болезней, связанных с ами-
лоидогенными белками, остается необхо-
димость разработки композиций и спосо-
бов лечения этих болезней Способы ле-
чения должны, преимущественно, быть ос- 50
нованы на лекарствах, которые дают воз-
можность ингибирования дегенерации или
действия амилоидогенных белков.

Данное изобретение указывает спо-
собы для ингибирования физиологичес- 55
кого расстройства, связанного с амилоидо-
генными белками, каковой способ вклю-
чает назначение человеку, нуждающему-
ся в этом, эффективного количества сое-
динения формулы

0)
OR-

где R1 ий 3 являются, независимо водо-
О о

родом -СИ,, - С - (СгСв-алкил) или -с-An
I

где Аг является необязательно замещен-
ным фенилом;

R2 выбирают из группы, содержащей
пирролидино-, гексаметиленемино- и пи-
перидино-, или их фармацевтически
приемлемую соль или сольват.

Данное изобретение также предусмат-
ривает способ ингибирования выработки
амилоидогенного белка, включающий наз-
начение человеку, нуждающемуся в этом,
эффективного количества соединения фор-
мулы (I).

Данное изобретение также предусмат-
ривает способ ингибирования осаждения
амилоидных бляшек, включающий назна-
чение человеку, нуждающемуся в этом,
эффективного количества соединения фор-
мулы (I).

Данное изобретение предусматривает
также способ ингибирования болезни
Альцхаймера (AD), включающий назначе-
ние человеку, нуждающемуся в этом,
эффективного количества соединения
формулы (I)

Рассматриваемое изобретение отно-
сится к открытию, что выделенная группа
бензотиофенов, которые соответствуют
формуле (I), являются пригодными для ис-
пользования при ингибировании действия
амилоидогенных белков, и, в частности, к
соединениям, ингибирующим образование
амилоидогенных белков.

Изобретение указывает использования,
осуществляемые путем назначения чело-
веку, нуждающемуся в этом, дозы соеди-
нения формулы (I), или его фармацевти-
чески приемлемой соли или сольвата,
эффективной для ингибирования физио-
логического расстройства, связанного с
амилоидогенными белками, и, предпочти-
тельно, с (S-амилоидными белками
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Термин "ингибировать" включает его
общепринятое значение, которое включает
препятствование, предотвращение, огра-
ничение и замедление, приостановку или
обращение хода развития, тяжести или
конечных симптомов. Как таковые, спосо-
бы включают как терапевтическое, так и
профилактическое назначение.

Термин "физиологическое расстройст-
во, связанное с амилоидогенным белком"
включает болезни, связанные с несвойст-
венным или нежелательным отложением,
таким как в мозгу, в печени, в почках или
другом органе, по крайней мере, одного
из амилоидогенных белков, и в качестве
таковой включает AD (включая часто встре-
чающуюся в роду AD), синдром Дауна,
HCHWA-D, продвинутое старение мозга и
им подобные.

Термин "эффективное количество" оз-
начает количество соединения, которое
необходимо для ингибирования физиоло-
гических воздействий или расстройств,
связанных с амилоидогенным белком, или
для ингибирования производства или осаж-
дения, амилогенов или для ингибирования
болезни Альцхаймера, если это случится.

Термин "амилоидогенный белок", как
он здесь используется, относится и к тем
пептидам, которые имеют способность к
самопроизвольному объединению в более
высоко упорядоченные агрегаты и, воз-
можно, собираться в амилоидные бляшки.
Предпочтительными целевыми р-амилои-
догенными белками являются р-амилоид-
ные белки.

Как правило, соединение приготавли-
вают вместе с распространенными на-
полнителями, разбавителями или носите-
лями и прессуют в таблетки или приго-
тавливают в виде эликсиров или раство-
ров для удобного орального употребле-
ния, или вводят внутримышечным или внут-
ривенным путем. Соединения могут быть
введены трансдермально, и могут быть
приготовлены в виде дозированной фор-
мы с задержкой выхода, и им подобных.

Соединения, используемые в спосо-
бах рассматриваемого изобретения, мо-
гут быть получены согласно установлен-
ным и аналогичным процедурам, таким
как подробно описанные в Патентах США
№ 4133814, 4418068 и 4380635, которые
все включены сюда путем упоминания.
Как правилол, процесс начинают с бен-
зо(Ь)тиофена, имеющего 6-гидроксильную
группу и 2-(4-гидроксифенильную) груп-
пу. Исходное соединение блокируют, ал-
килируют и деблокируют, получая соеди-
нение формулы (I). Примеры получения

таких соединений предусмотрены в па-
тентах США, обсужденных выше, и в при-
мерах данной заявки. Необязательно за-
мещенный фенил включает фенил или фе-

5 нил, замещенный одно- или двухкратно
С^-Св алкилом, С1-С4 алкокси, гидрокси,
нитро, хлор, фтор или три(хлор или
фтор) метил ом.

Включенным в данное изобретение яв-
10 ляется соединение ралоксифен

15

20

OCH2CH2-N

.нее

25 Соединения, используемые в спосо-
бах данного изобретения, образуют фар-
мацевтически приемлемые дополнитель-
ные соли кислот и оснований с большим
количествоморганических и неорганичес-

30 ких кислот и оснований, и включают фи-
зиологически приемлемые соли/ которые
часто используются в фармацевтической
химии. Такие соли также являются частью
данного изобретения. Типичные неорга-

35 нические кислоты, используемые для об-
разования таких солей, включают соля-
ную, бромистоводородную, йодистоводо-
родную, азотную, серную, фосфорную,
фосфорноватую и им подобные. Соли,

40 производные от органических кислот, та-
ких как алифатическая моно- и дикарбо-
новая кислота, фенилзамещенная алка-
новая кислота, гидроксиалкановая и гид-
роксиалкандиойная кислота, ароматичес-

45 кая кислота, алифатическая и аромати-
ческая сульфоновая кислота также могут
быть использованы. Такие фармацевти-
чески приемлемые соли, таким образом,
включают ацетат, фенилацетат, трифтора-

50 цетат, акрилат, аскорбат, бензоат, хлор-
бензоат, динитробензоат, гидроксибензоат,
метоксибензоат, метилбензоат, о-ацеток-
сибензоат, нафталин-2-бензоат, бромид,
изобутират, фенилбутират, [3-гидроксибу-

55 тират, бутин-1,4-диоат, гексин-1,4-диоат,
капрат, каприлат, хлорид, циннамат, цит-
рат, формиат, фумарат, гликолат, гептан-
сат, гиппурат, лактат, малат, малеат, гид-
роксималеат, малонат, манделат, меси-
лат, никотинат, изоникотинат, нитрат, ок-
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салат, фталат, тетрафталат, фосфат, мо-
ногидрофосфат, дигидрофосфат, метафос-
фат, пирофосфат, пропиолат, пропионат,
фенилпропионат, салицилат, себакат, сук-
цинат, суберат, сульфат, бисульфат, пи- 5
росульфат, сульфит, бисульфит, сульфо-
нат, бензолсульфонат, р-бромфенилсуль-
фонат, хлорбензосульфонат, этансульфо-
нат, 2-гидроксиэтансульфонат, метансуль-
фонат, нафталин-t-сульфонат, нафталин- 10
2-сульфонат, р-толуолсульфонат, ксилол-
сульфонат, тартрат и им подобные. Пред-
почтительной солью является гидрохло-
ридная соль.

Дополнительные фармацевтически 15
приемлемые соли, как правило, образуют-
ся путем реакции соединения формулы (I)
с эквимолярным или избыточным коли-
чеством кислоты. Реагирующие вещества,
как правило, объединяют в общем раст- 20
ворителе, таком как диэтиловый эфир или
бензол. Обычно соль выпадает в осадок
из раствора за время примерно от 1 ч до
10 дней и может изолирована путем
фильтрования или растворитель может 25
быть снят обычными средствами.

Основания, повсеместно используемые
для получения солей, включают гидрок-
сид аммония, гидроксиды и карбонаты ще-
лочных и щелочноземельных металлов, так 30
же как и алифатические и ароматические
амины, алифатические диамины гидрок-
сиалкиламины. Основания, особенно при-
годные для использования при получении
дополнительных солей, включает гидрок- 35
сид аммония, карбонат калия, бикарбонат
натрия, гидроксид кальция,. метиламин,
диэтиламин, циклогексиламин и этанола-
мин.

Фармацевтически приемлемые соли, 40
как правило, имеют повышенные характе-
ристики' растворимости по сравнению с
соединениями, от котопых они являются
производными, и, таким образом, являют-
ся часто более податливыми для приго- 45
товления в виде жидкостей или эмульсий.

Фармацевтические препараты могут
быть приготовлены с помощью процедур,
известных по литературе. Например, сое-
динения могут быть приготовлены с расп- 50
ространенными наполнителями, разбави-
телями или носителями, сформированы в
таблетки, капсулы, суспензии, порошки и
так далее. Примеры наполнителей, раз-
бавителей и носителей, которые являются 55
пригодными для таких препаратов, вклю-
чают следующие: наполнители и начинка,
такие как крахмал, сахар, маннитол и
кремнивые производные: вяжущие вещест-
ва, такие как карбоксиметилцеллюлоза и

другие производные целлюлозы, альгина-
ты, желатин и поливинилпирролидон, ув-
лажняющие вещества, такие как глице-
рол, дезинтегрирующие вещества, такие
как агар-агар, карбонат кальция и бикар-
бонат натрия, вещества для замедления
растворения, такие как парафин, ускори-
тели повторной адсорбции, такие как про-
дукты замещения аммония, поверхност-
но-активные вещества, такие как этило-
вый спирт, глицеролмоностеарат, адсорб-
ционные носители, такие как коалин и
бентонит, смазки, такие как тальк, стеа-
рат кальция и магния, и твердые полиэти-
ленгликоли.

Соединения также могут быть приго-
товлены в виде эликсиров или растворов
для удобного орального приема, или в
виде растворов, пригодных для паренте-
рального введения, например, внутримы-
шечным, подкожным или внутривенным пу-
тем. Дополнительно, соединения являют-
ся очень удобными для дозированных
форм с задержкой выхода и им подоб-
ных. Препараты могут быть так составле-
ны, что они выпускают активный ингре-
диент только или предпочтительно в конк-
ретной части кишечного тракта, возмож-
но, после заданного периода времени.
Покрытия, оболочки и защитные матрицы
могут быть сделаны, например, из поли-
мерных веществ или парафина.

Соединения формулы (1) могут быть
назначены для профилактического и/или
терапевтического лечения болезней, свя-
занных с отложением одного или более
амилоидогенных белков, таких как болезнь
Альцхаймера, синдром Дауна и далеко
зашедшее старение мозга. В терапевти-
ческих приложениях объединения назна-
чают людям, уже страдающим от болез-
ни. Соединения назначают в количествах,
достаточных для ингибирования физиоло-
гических воздействий или расстройств,
связанных с амилоидогенным белком, осо-
бенно, с (5-амилоидными белками.

Для профилактических применений
соединения формулы (I) назначают лю-
дям, предрасположенным к болезни, свя-
занной с амилоидогенными белками, пред-
почтительно, к болезни Альцхаймера, но
не страдающим еще от такой болезни.
Такие люди могут быть определены пу-
тем генетического скриннинга и клини-
ческого анализа, как описано в меди-
цинской литературе. (Goate), Nature, 1991,
349; 704-706). Соединения будут ингиби-
ровать бляшки амилоидных белков на
симптоматически ранней стадии, предпоч-
тительно, предотвращая даже начальные
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стадии болезни, связанной с амилоидо-
генными белками. Предпочтительную груп-
пу для получения соединений изобрете-
ния, либо для профилактических либо для
терапевтических целей, составляют жен- 5
щины послеклимактерического периода.

Конкретная дозировка соединения
формулы (I) по данному изобретению за-
висит от тяжести состояния, способа вве-
дения и связанных с этим факторов, что 10
решается наблюдающим врачом. Как пра-
вило, принимаемые и эффективные дозы
будут находиться в пределах примерно от
0,1 до 1000 мг/день, а более типично,
примерно от 5 до 200 мг/день. Такие 15
дозировки назначаются субъектам, нуж-
дающимся в лечеции, от одного до, при-
мерно, трех раз каждый день, или более
часто, если это необходимо, в течение
периода времени, достаточного для инги- 20
бирования болезни или расстройства.

Часто является желательным или необ-
ходимым ввести фармацевтические ком-
позиции непосредственно или опосредо-
ванно в мозг. Прямые методы, обычно, 25
включают размещение катетера для дос-
тавки лекарства в систему желудочков для
шунтирования рематоэнцефалического
барьера. Опосредствованные методы, ко-
торые, как правило, являются предпочти- 30
тельными, включают приготовление ком-
позиций для обеспечения временной де-
зактивации действия лекарств путем преоб-
разования гидрофильных лекарств в липи-
до-растворимые лекарства. Временная де- 35
зактивация, как правило, достигается с по-
мощью блокировки гидроксильных, карбок-
сильных или первичных аминогрупп, при-
сутствующих в лекарстве, для того, чтобы
сделать лекарство более лип идо-раствори- 40
мым и податливым для транспортировки
через рематоэнцефалический барьер. Аль-
тернативно, доставка гидрофильных ле-
карств может быть интенсифицирована пу-
тем внутри артериального вливания гипер- 45
тонических растворов, которые могут на вре-
мя открыть рематоэнцефалический барьер.

Как правило, является предпочтитель-
ным введение соединения формулы (I) в
виде дополнительной кислой соли, как это 50
является обычным при введении медика-
ментов, имеющих основную группу, такую
как пиперидиновое кольцо. Для таких це-
лей имеются в распоряжении следующие
формы дозировки. 55

В препаратах, которые следуют да-
лее, "активный ингредиент" обозначает
соединение формулы (I)

Препарат 1. Желатиновые капсулы.

Тверды желатиновые капсулы приго-
тавливают, используя следующее:

Ингредиент

Активный ингредиент
Крахмал
Сыпучий порошок
крахмала
Силиконовая жидкость
(350 сСт)

Количество,
мг/капсула

0,1-1000
0-650

0-650

0-15

Ингредиенты смешивают, просеивают
через сито № 45 меш и наполняют ими
твердые желатиновые капсулы.

Примеры конкретных препаратов сое-
динения ралоксифена в капсулах, кото-
рые получают, включают те, что представ-
лены ниже.

Препарат 2. Капсулы ралоксифена.

Ингредиент

Ралоксифен
Крахмал
Сыпучий порошок
крахмала
Силиконовая жидкость
(350 сСт)

Количество,
мг/капсула

1
112

225,3

1,7

Препарат 3. Капсулы ралоксифена.

Ингредиент

Ралоксифен
Крахмал
Сыпучий порошок
крахмала
Силиконовая жидкость
(350 сСт)

Количество,
мг/капсула

5
108

225,3

1,7

Препарат 4. Капсула ралоксифена

Ингредиент

Ралоксифен
Крахмал
Сыпучий порошок
крахмала
Силиконовая жидкость
(350 сСт)

Количество,
мг/капсула

10
103

225,3

1,7
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"Препарат 5. Капсула ралоксифена.

Ингредиент

Ралоксифен
Крахмал
Сыпучий порошок
крахмала
Силиконовая жидкость
(350 сСт)

Количество,
мг/капсула

50
150

397

3,0

Конкретные препараты, представлен-
ные выше, могут быть изменены в согла-
сии с предусмотренными разумными ва-
риациями.

Препараты в виде таблеток приготав-
ливают с использованием ингредиентов,
представленных ниже.

Препарат 6. Таблетки.

Ингредиент

Активный ингредиент
Целлюлоза
микрокристаллическая
Двуокись кремния,
микрочастицы
Стеариновая кислота

Количество,
мг/таблетка

0,1-1000

0-650

0-650
0-15

Компоненты смешивают и прессуют в
форме таблеток.

Альтернативно таблетки, содержащие
каждая 0,1-1000 мг активного ингредиен-
та, производят следующим образом.

Препарат 7. Таблетки.

Ингредиент

Активный ингредиент
Крахмал
Целлюлоза микро-
кристаллическая
Поливинилпирролидон
(в виде 10% раствора
в воде)
Натри йкарбоксиметил-
целлюлоза
Стеарат магния
Тальк

Количество,
мг/таблетка

0,1-1000
45

35

4

4,5
0,5

1

Активный ингредиент, крахмал и цел-
люлозу просеивают через сито № 45 меш
и тщательно перемешивают. Раствор по-
ливинилпирролидона смешивают с полу-
ченными в результате порошками, кото-

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

рые затем пропускают через сито № 14
меш. Гранулы, полученные таким обра-
зом, сушат при 50-60°С и просеивают
через сито № 18 меш. Натрийкарбокси-
м етил целлюлозу, крахмал, стеарат маг-
ния и тальк, просеяв сначала через сито
№ 60 меш, затем добавляют к гранулам,
которые после перемешивания прессуют
в машине для производства таблеток, по-
лучая таблетки.

Суспензии, содержащие 0,1-1000 мг
медикамента на дозу в 5 мл каждая, по-
лучают следующим образом.

Препарат 8. Суспензии.

Ингредиент

Активный ингредиент
Натри йкарбокси метил -
целлюлоза
Сироп
Раствор бензойной
кислоты
Отдушка
Краситель
Очищенная вода

Количество,
мг/5 мл

0,1-1000 мг

50 мг
1,25 мг

0,10 мл
Произв. кол-во
Произв. кол-во

До 5 мл

Медикамент пропускают через сито
№ 45 меш и смешивают с натрийкарбок-
симетилцеллюлозой и сиропом для полу-
чения однородной мягкой пасты. Раствор
бензойной кислоты, отдушку и краситель
разбавляют некоторым количеством воды
и добавляют перемешивая. Затем добав-
ляют достаточное для получения требуе-
мого объема количество воды.

Условия эксперимента.
Для испытаний от 1 до 3 обеспечи-

ваются следующие условия эксперимен-
та.

Амилины могут быть приобретены у
Bachem, Inc. (Torrance, California, USA),
Peninsuls Laboratories, Inc. (Belmont,
California, USA), Sigma Chemicals (St. Louis.
MO, USA) или могут быть синтезированы
как описано ниже. Амилоид - р (1-40) (Lot
# ZK052) и пептид обратного р-амилои-
да (40-1) (Lot # ZX299) могут быть приоб-
ретены из Bachem Inc. (J-микроглобулин
может быть приобретен у Sigma Chemicals
(St. Louis, Missouuri, USA).

Основные растворы пептидов (1 мМ)
являются свежеприготовленными в пиро-
литически чистой воде и их разбавляют
до указанных концентраций в определен-
ных культурных средах. Культуры клеток
гиппокампа крысы (10-14 дней in vitro)
обрабатывают пептидами или лекарствен-
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ной средой в течение 4 дней. Жизнеспо-
собность культуры кортикальных клеток
крысы наблюдают визуально с помощью
фазово-контрастной микроскопии и коли-
чественно оценивают путем измерения
(концентрации) лактадегидрогеназы (lactate
dehydrogenase - LDH) поступающей в куль-
турную среду.

Культуры кортикальных клеток чело-
века (12-22 дня in vitro) обрабатывают
пептидами или лекарственной средой в
течение 3 дней. Жизнеспособность кле-
ток оценивают визуально с помощью фа-
зово-контрастной микроскопии и количест-
венно оценивают по уменьшению (кон-
центрации) тетразолииной соли ХТТ.

Специалисты могут понять, что жиз-
неспособность клеток и, следовательно,
токсичность могут быть измерены с ис-
пользованием других методов, таких как
мониторинг уровня кальция. Методики
измерения LDM и ХТТ, также как и
испытания с мониторингом уровня кальция,
описаны ниже.

Испытание 1.
Испытание нейротоксичности с изме-

рением уровня кальция.
Аликвоту кортикальных клеток ED 18

высевают в покрытые полиэтиленимином
чашки для культуры ткани в течение 3-5
дней in vitro перед обработкой 25 мкмМ
раствором р-амилоидного пептида, либо
свежерастворенного ( в основном, в кон-
формационном состоянии "клубок"), либо
состаренного (7 дней, в основном, в р-
складчатой конформации). Это испытание
на нейротоксичность проводят с химичес-
ки определенной DEME (среда Игла, мо-
дифицированная по способу Дульбекко),
с HEPES-буфером и с подпиткой феталь-
ной телячьей сывороткой.

После инкубации в течение двух дней
с р-амилоидным пептидом определяют под-
ъем концентрации цитосомного кальция
(Са*г) после введения импульса глютама-
та, используя флюоресцентный краситель,
чувствительный к кальцию (Wahl J., et al.
// Journal of Neurochemistry, 1989, 53:1316).
Подъем внутриклеточных уровней Са+2 под-
вергают риску целостность клеток. Все вы-
шеупомянутое повторяют, однако, с соеди-
нением данного изобретения. Активность
соединения иллюстрируется уменьшением
внутриклеточных уровней Са+г по сравне-
нию с первой серией опытов.

Испытание 2.
Испытание нейротоксичности с изме-

рением ХТТ.
Аликвоту кортикальных клеток ED 18

высевают в покрытые полиэтиленимином

чашки для культуры тканей в течение 3 -
5 дней in vitro перед обработкой 25 мкМ
раствором р-амилоидного пептида, либо
свежерастворенного (в основном, в кон-

5 формационном состоянии "клубок"), либо
состаренного (7 дней, в основном, в р-
складчатой конформации). Это испытание
проводят с химически определенной DEME
с HEPES-буфером и с подпиткой феталь-

10 ной телячьей сывороткой.
Эти клетки инкубируют в течение от 3

до 5 дней in vitro перед обработкой 25
мкмМ раствором р-амилоидного пептида,
либо свежерастворенного (в основном, в

15 конформационном состоянии "ю.убок"), ли-
бо состаренного (7 дней, в основном, в
Р-складчатой конформации). После двух
дней инкубации жизнеспособность клеток
наблюдается путем измерения уменьше-

20 ния (концентрации) тетразолииной соли ХТТ
[2,3-бис(2-метокси-4-нитро-5-сульфофе-
нил)-2Н-тетразолин-5 карбоксианилидная
внутренняя соль], как описано Rochm N. et
ai. //Journal of ImmunoJogical Methods, 1992,

25 142; 257. Вышеуказанное повторяют вновь,
однако с соединением данного изобрете-
ния. Активность соединения иллюстрируется
увеличением жизнеспособности клеток по
сравнению с первой серией опытов.

30 Испытание 3.
Испытание нейротоксичности с изме-

рением.
Лактатдегидрогеназу (LDH) измеряют

в 20 мкл аликвотах кондиционированной
35 определенной DEME с использованием

стандартного кинетического испытания LDH
на длине волны 340 нм (Sigma Catalog
Number # 228-20) в формате с 96 лун-
ками. Испытания производят при 37°С в

40 управляемом персональным компьютером
планшет-ридере EL 340 Microplate
Biokinetics (Bio-tek Instruments) с исполь-
зованием программного обеспечения Delta
Soft 11 (v. 3. ЗОВ, Bio Metallics, Inc) для

45 обработки данных. Стандарты контроля ка-
чества, содержащие нормальные и повы-
шенные уровни сывороточной LDH (нап-
ример, Sigma Enzyme Controls 2N и 2Е),
используют в каждом испытании. Соеди-

50 нение данного изобретения добавляют при
различных концентрациях к порциям в лун-
ках. Результаты выражают в виде единиц
LDH/L, где L-единица определяется как
количество фермента, которое катализи-

55 рует образование 1 мкмоль никотинами-
даденинового динуклеотида в минуту при
условиях испытания. Активность индуци-
руется с помощью уменьшения уровней
индикатора нейротоксичности по сравне-
нию с контролем.
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Испытание 4.
Клетки, инфицированные УУ:99 или

УУ:42, которые способны образовывать
амилоидные образования (как описано в
WO 91/04339, опубликованном 4 апреля 5
1991 года), помещают на микротитро-
вальный планшет с 96 лунками. Для осу-
ществления соответствующих разбавлений
и добавлений используют автоматическую
пипетку для введения соединения фор- 10
мулы (I), которое нужно испытывать, в
клетки. Ряд концентраций соединения ин-
кубируют в инкубаторе культур тканей {или
предварительно инкубируют) с клетками
при 37°С в течение заранее заданного 15
периода времени, или альтернативно в
течение от 3 до 72 ч.

Следом за инкубацией, культурную
среду удаляют и клетки приготавливают
для измерения лре-амилоидов следующим 20
образом. Клетки фиксируют для иммуно-
цитохимической окраски с антителами к
амилоидам. Первичные антитела вводят с
последующей инкубацией с меченными
вторичными антителами, и измеряют уро- 25
вень связывания между первичными и вто-
ричными антителами, используя планшет-
ридер EL ISA для регистрации оптической
плотности меченых антител. Меньшая ре-
гистрируемая оптическая плотность, по 30
сравнению с контрольным образом, кле-
ток, выращенных в отсутствии испытывае-
мого лекарства, показывает на способ-
ность этого лекарства ингибировать отло-
жение амилоидов. Эта процедура может 35
быть модифицирована, чтобы сделать воз-
можным детектирование обратного раст-
ворения пре-амилоидов с использованием
коррелятивного ферментного маркера. Ак-
тивность соединения формулы (I) иллюст- 40
рируется с помощью уменьшения изме-

ренных (концентраций) пре-амилоидов по
сравнению с контролем.

Испытание 5,
От пяти до пятидесяти женщин выби-

рают для клинических испытаний. Жен-
щины находятся в послеклимактеричес-
ком возрасте, то есть, у них прекратились
менструации за 6-12 месяцев до начала
исследований, у них был поставлен диаг-
ноз - ранняя стадия болезни Альцхайме-
ра (AD) в период испытаний, но, в осталь-
ном, общее состояние их здоровья хоро-
шее. В исследованиях принимает участие
контрольная группа с плацебо, т.е. жен-
щин разделили на две группы, одна из
которых получала активное вещество дан-
ного изобретения, а вторая получала пла-
цебо. Пациенты тестируются на память,
познавательную способность, логическое
мышление и другие симптомы, связанные
с AD. Женщины из тестирующей группы
получают 50-200 мг активного вещества в
день путем орального приема. Они про-
должают это терапевтическое лечение в
течение 6-36 месяцев. Поддерживают ак-
куратную регистрацию тестируемых симп-
томов в обеих группах и в конце испыта-
ний эти результаты сравнивают. Резуль-
таты сравнивают как между членами каж-
дой группы, так и результаты каждого па-
циента сравнивают с симптомами, заре-
гистрированными у каждого пациента пе-
ред началом испытаний. Активность испы-
тываемого лекарства иллюстрируется с по-
мощью ингибирования какого-либо одного
или более симптомов AD у пациентов,
принимавших ирпытываемое лекарство.

Полезность соединений формулы (!)
доказывается с помощью активности в по
крайней мере одном из приведенных вы-
ше испытаний.

Упорядник Техред М. Келемеш Коректор О.Обручар
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