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(57) 1. Применение соединения формулы
(!) или формулы (И)

0 C H 2 C H 2 R

(Н)

где R, и Rj являются независимо друг от
и

друга водородом, -СН3, -С-(С,-С6 алкил)
и

или -С-Аг, где Аг необязательно заме-
щенный фенил;

R2 представляет

-О -О
R4 представляет водород или OR, и

фармацевтически приемлемые соли и
сольваты их, для ингибирования профиле-
рации клеток гладкой мускулатуры.

2. Применение п о п . 1 , о т л и ч а ю -
щ е е с я тем, что указанным соедине-
нием является гидрохлорид данного сое-
динения.

3. Применение п о п . 1 , о т л и ч а ю -
щ е е с я тем, что указанное применение
является профилактическим.

4. Применение по п.1, о т л и ч а ю-
щ е е с я тем, что указанное соединение
представляет собой

или его соль - гидрохлорид.
5. Применение соединения формулы

(!) или (II)

о
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О

0 C H 2 C H 2 R 2

(Н)

где R1 и FL являются независимо друг от
0

друга водородом, -СН3, -С-(С,-С6 алкил)

0
и

или -С-Аг, где Аг пpeдcтaвляef необяза-
тельно замещенный фенил;

R2 представляет

-О - NО
и R4 представляет водород или -OR, и
фармацевтически приемлемые соли и
сольваты их, для ингибирования рестено-
за.

6. Применение по п.5, о т л и ч а ю -
щ е е с я тем, что указанное соединение
является гидрохлоридом.

7. Применение по п.5, о т л и ч а ю -
щ е е с я тем, что указанное применение
осуществляется в виде профилактическо-
го введения.

8. Применение по п.5, о т л и ч а ю -
щ е е с я тем, что указанное соединение
имеет формулу

О

осн 2 сн 2-о

или представляет собой гидрохлорид дан-
ного соединения.

Пролиферация клеток гладкой муску-
латуры играет важную роль в развитии
таких заболеваний, как атеросклероз и рес-
теноз. Как было установлено, после чрес-
кожной пластики коронарных сосудов (РТ-
СА) в раннем и позднем периодах наблю-
дается сосудистый рестеноз. Ранняя фаза
заболевания наступает через несколько ча-
сов или дней после РТСА и определяется
развившимся тромбозом с явлениями ан-
гиоспазма, а поздняя стадия, по всей ви-
димости, характеризуется прежде всего из-
быточной пролиферацией и миграцией кле-
ток гладкой мускулатуры. В случае этого
заболевания патогенез определяется в зна-
чительной степени увеличением количест-
ва клеток, а также повышенной способ-
ностью клеток гладкой мускулатуры и мак-
рофагов к образованию колоний. Избыточ-

ная пролиферация сосудистых клеток глад-
кой мускулатуры может представлять со-
бой первичный механизм развития таких
патологических состояний, как реокклюзия

5 коронарных артерий, наступающей после
РТСА, атеректомии лазерной пластики со-
судов и хирургических операций по созда-
нию обходного артериального шунта
(Antimal Proliferation of Smooth Muscle Cells

10 as an Explanation for Recurrent Coronary
Artery Stenosis after Percutaneous
Transluminal Coronary Angioplasty, Austin et
al., Journal of the American College of
Cardiology 8: 369-375 Aug. 1985).

15 Сосудистый рестеноз представляет со-
бой одно из длительных осложнений, воз-
никающих после хирургического вмеша-
тельства на закупоренных артериях мето-
дом чрескожной пластики коронарных
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сосудов (РТСА), атеректомии, лазерной
пластики сосудов и пластики методом шун-
тирования артерий. У примерно 35% па-
циентов, подвергающихся РТСА, в период
времени от трех до шести месяцев после
операции развивается реокклюзия. Приме-
няемая для лечения сосудистого рестеноза
стратегия включает механическое вмеша-
тельство с помощью таких приборов, как
стенты, или фармакологическую терапию с
помощью гепарина, низкомолекулярного ге-
парина, кумарина, аспирина, рыбьего жи-
ра, антагонистов кальция, стероидов и прос-
тациклина. Однако эти методы не смогли
снизить уровень развития реокклюзии и ока-
зались неэффективными для предупрежде-
ния и лечения сосудистого рестеноза
(Prevention of Restinosis after Percutaneous
Transluminar Coronary Angioplasty: The Search
for a Magic Bullet, Hermans et al., American
Heart Journal 122: 171-187 (July, 1991).

Избыточная пролиферация и мигра-
ция клеток, определяющие патогенез рес-
теноза, представляются в свою очередь
результатом действия ростовых факторов,
продуцируемых компонентами крови и на-
рушенными стенками артериальных сосу-
дов, которые поддерживают пролифера-
цию клеток гладкой мускулатуры, веду-
щую к рестенозу.

Вещества, способные ингибировать
пролиферацию и/или миграцию клеток глад-
кой мускулатуры, полезны в лечении и пре-
дупреждении рестеноза. Настоящее изоб-
ретения относится к использованию соеди-
нений, действующих как ингибиторы про-
лиферации клеток гладкой мускулатуры.

Изобретение относится также к спо-
собу ингибирования пролиферации клеток
гладкой мускулатуры у человека или дру-
гих млекопитающих, включающего введе-
ние им фармацевтически эффективной до-
зы соединения формулы (I) или (II)

0 C H 2 C H 2 R 2

OR

где R, и R3 являются независимо друг от
и

• друга водородом, -СН3, -С-(С1-Сб)алкил
її

5 или -С-Аг, где Аг представляет собой нео-
бязательно замещенный фенил;

R2 представляет собой

10 "N - \ ^о -о

(ft)

и R4 представляет собой водород или -OR,
или фармацевтически приемлемые соли

15 или сольваты их. Изобретение относится
также к способу ингибирования рестеноза.

Настоящее изобретение относится к
открытию того, что группа соединений фор-
мулы (I) или (II) полезна для ингибирова-

20 ния пролиферации клеток гладких мышц
и рестеноза. Способ лечения, предлагае-
мый в настоящем изобретении, представ-
ляет собой введение нуждающемуся в та-
ком лечении человеку или другому предс-

25 тавителю млекопитающих необходимой до-
зы соединения формулы (I) или (II) или их
фармацевтически приемлемых солей или
сольвантов, которое эффективно ингиби-
рует пролиферацию клеток гладкой мус-

30 кулатуры и рестеноз. Термин ингибирова-
ние применяется в настоящем случае в его
общепринятом значении, которое включает
профилактическое лечение человека, под-
вергшегося рестенозу или усиленной про-

35 лиферации гладкомышечных клеток, и
контроль уровня пролиферации клеток
гладкой мускулатуры и степени рестено-
за. Таким образом, данный способ вклю-
чает и терапевтический, и профилакти-

40 ческий варианты использования указан-
ных соединений.

В общем случае соединение смеши-
вают с общепринятыми наполнителями,
разбавителями или носителями, исполь-

45 зуемыми для приготовления лекарствен-
ных средств, и далее полученный препа-
рат прессуется в виде таблеток или фор-
мируется в виде эликсиров или растворов

^~ удобного для перорального применения
50 или внутримышечного, а также внутривен-

ного способов введения. Соединения мо-
гут также вводиться чрескожным спосо-
бом и могут формулироваться в виде пре-
паратов с дозированным выделением ле-

55 карственного средства и др.
Соединения формулы (I), применяе-

мые в способах настоящего изобретения,
могут быть получены известными спосо-
бами, описанными в частности в патентах
США №№ 4133814, 4418068, и 4380635.
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В общем случае этот процесс начинается
с бензо[Ь]тиофена, имеющего 6-гидрок-
сильную группу и 2-(4-гидроксифениль-
иую) группу. Для образования соединения
формулы I исходное соединение подвер-
гается защитной обработке, алкилируется
и затем снова снимается. Примеры при-
готовления таких соединений приведены
в указанных выше патентах США. Соеди-
нения формулы (II) могут быть получены
по способу, также описанному в патентах
США №№ 4230862 и 4232707, включен-
ных в настоящее изобретение в качестве
ссылки.

В настоящем изобретении предлагает-
ся применение следующих соединений:

О OCH 2 CH 2 -N>
о

О-С-С(СН3)3

(снДС-С-0
ПА)

о

(їв;

10

15

20

25

30

35

Замещенная фенильная группа может 40
быть представлена фенилом, замещенным
в одном или двух случаях C t-C6 алкилом,
С,-С4 алкоксигруппой, гидроксильной груп-
пой, нитрохлорсодержащими, фторсодер-
жащими или три(хлор или фтор)метиль- 45
ными группами.

Соединения, применяемые в способе
данного изобретения образуют фармацев-
тически приемлемые соли присоединения
кислоты и основания со множеством ор- 50
ганических и неорганических кислот и ос-
нований и включают физиологически
приемлемые соли, часто используемые в
фармацевтической химии.

Такие соли также являются частью 55
настоящего изобретения. Типичные неор-
ганические кислоты, используемые для по-
лучения таких солей, включают соляную,
бромистоводородную, йодистоводородную,
азотную, серную, фосфорную, фосфорно-

ватую кислоты и ряд других. Как указы-
валось выше, могут также использоваться
соли, производные от органических кис-
лот, таких, как алифатические моно- и
дикарбоновые кислоты, алканоевые кис-
лоты, включающие фенильную группу в
качестве заместителя, гидроксиалканое-
вые и гидроксидиалканоевые кислоты, аро-
матические кислоты, алифатические и аро-
матические сульфоновые кислоты. Указан-
ные фармацевтически приемлемые соли
включают ацетат, фенилацетат, трифтора-
цетат, акрилат, аскорбат, бензоат, хлор-
бензоат, динитробензоат, гидроксибензоат,
метоксибензоат, метилбензоат, о-ацеток-
сибензоат, нафталин-2-бензоат, бромид,
соли изомасляной, фенилмасляной,- р-гид-
роксимасляной кислот, бутин-1,4-диоат,
гексин-1,4-диоат, соли капроновой и кап-
риловой кислот, хлорид, соли коричной,
муравьиной и фумаровой кислот, цитрат,
фумарат, гликоллят, гептаноат, соли гип-
пуровой, молочной, яблочной кислот, ма-
леат, гидроксималеат, малонат, мезилат,
соли миндальной, никотиновой, изонико-
тиновой, фталевой, терафталевой кислот,
нитрат, оксалат, фосфат, моногидроген-
фосфат, дигидрогенфосфат, метафосфат,
пирофосфат, соли пропиоловой, себациновой,
пробковой кислот, пропионат, фенилпропио-
нат, салицилат, сукцинат, сульфат, бисуль-
фат, пиросульфат, сульфит, бисульфит, суль-
фонат, бензол-сульфонат, п-бромфенилсуль-
фонат, хлорбензолсульфонат, этансульфо-
нат, 2-гидроксиэтансульфонат, метан-суль-
фонат, нафталин- 1-сульфонат, нафталин-
2-сульфонат, п-толуолсульфонат, ксило-
сульфонат, тартрат и др. Предпочтитель-
ной солью является гидрохлорид.

Фармацевтически приемлемые соли
присоединения кислоты образуются в хо-
де реакции соединения формулы I с экви-
молярным количеством или избытком кис-
лоты. Реагенты смешиваются в общем для
них растворителе, каким является, напри-
мер, диэтиловый эфир или бензол. В те-
чение времени от 1 ч до нескольких дней
соль обычно осаждается из раствора и
может быть отделена фильтрацией, либо
может быть отогнан растворитель с по-
мощью традиционных методов с целью
получения соли.

Используемые обычно для получения
солей присоединения оснований основа-
ния включают гидроксид алюминия и ще-
лочи, в том числе гидроксиды щелочнозе-
мельных металлов, карбонаты и бикарбо-
наты, а также алифатические и аромати-
ческие амины, алифатические диамины и
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гидроксиалкиламины. Наиболее полезны-
ми для приготовления солей присоедине-
ния основания признаны гидроксид алю-
миния, карбонат калия, бикарбонат нат-
рия, гидроксид кальция, метиламин, диэти- 5
ламин, этилендиамин, циклогексиламин и
этаноламин.

Как правило, фармацевтически прием-
лемые соли присоединения имеют увели-
ченные показатели растворимости в срав- 10
нении с теми соединениями, из которых
они были получены и в связи с этим
являются наиболее пригодными для при-
готовления лекарственных препаратов в
виде жидкостей или эмульсий. 15

Приготовление лекарственных препа-
ратов основывается на хорошо известных
процедурах. В частности, рассматривае-
мые соединения могут быть введены в
общую композицию с известными напол- 20
нителями, разбавителями или носителями
и сформированы далее в виде таблеток,
капсул, суспензий, порошков и др. В ка-
честве примеров наполнителей, разбави-
телей или носителей, пригодных для при- 25
готовления таких препаратов, можно при-
вести следующие: наполнители и вещест-
ва, увеличивающие объем, такие, как крах-
мал, сахара, маннитол и производные
кремневой кислоты; связывающие вещест- 30
ва, такие, как карбоксиметилцеллюлоза и
другие производные целлюлозы, альгина-
ты, желатин и поливинилпирролидон; ув-
лажняющие агенты, такие, как глицерин;
вещества, способствующие дезинтеграции, 35
лекарственного препарата, такие, как агар-
агар, карбонат кальция и бикарбонат нат-
рия, соединения, тормозящие растворе-
ние, такие, как, например, парафин; уско-
рители всасывания, такие, как четвертим- 40
.ные соединения аммония; поверхностно-
активные вещества, такие» как цетиловый
спирт, глицеролмоностеарат; носители,
способствующие адсорбции, такие, как
каолины и бентонит; и смазочные вещест- 45
ва, такие, как тальк, стеарат кальция и
магния и твердый полиэтиленгликоль.

Соединения могут также использовать-
ся для приготовления эликсиров и раст-
воров для удобного перорального приме- 50
нения или в виде растворов для паренте-
рального введения, в частности, внутри-
мышечног о, подкожного или внутривенно-
го. К тому же рассматриваемые соедине-
ния хорошо подходят для изготовления на 55
их основе лекарственных средств с дози-
рованным выделением тералевтического
агента. При этом препарат может быть
создан таким образом, что становится воз-
можным выделение активного ингредиен-

та исключительно или преимущественно в
определенной части пищеварительного
тракта и даже через определенный за-
данный отрезок времени. Покрытия, обо-
лочки и протективные матрицы могут быть
изготовлены на основе, например, поли-
мерных веществ или воска.

Доза соединения (I), необходимая для
ингибирования пролиферации гладкомы-
шечных клеток и коррекции рестеноза,
по способу данного изобретения, зависит
от тяжести заболевания, способа введе-
ния препарата и других взаимосвязанных
факторов, оценить влияние которых мо-
жет лечащий врач. В общем случае,
приемлемая эффективная дневная доза
находится в пределах от 0,1 до примерно
1000 мг/день, а более типично - от 50 до
200 мг/день. Указанные дозы должны вво-
диться нуждающемуся в таком лечении
пациенту от одного до трех раз ежеднев-
но или, в случае особой необходимости,
для более эффективного ингибирования
пролиферации клеток гладкой мускулату-
ры и рестеноза, несколько чаще.

Доставка к тому или иному месту ин-
гибирующих количеств активного соеди-
нения для лечения рестеноза может осу-
ществляться с помощью самых различ-
ных технических приспособлений, вводя-
щих соединение к тому участку организ-
ма, где отмечается усиленная профиле-
рация. Примеры, приведенные в настоя-
щем изобретении, имеют своей целью от-
нюдь не ограничение возможных для при-
менения способов такой доставки, но иск-
лючительно иллюстрацию доступных ме-
тодик и приборов. Такие примеры вклю-
чают использование для локальной дос-
тавки препарата катетеров, сайт-специ-
фических носителей, имплантатов, прямых
инъекций или прямых аппликаций.

Локальная доставка с помощью кате-
тера позволяет вводить фармацевтичес-
кий агент непосредственно к участку с
измененной пролиферацией. Примеры ис-
пользования катетера-баллона Фогарти для
указанной цели приведены в ЕРО 383 492
А2 и Патент США 4636195 (Wolinsky, ян-
варь 13, 1987).

Доставка с помощью имплантата ос-
нована на хирургическом введении мат-
рицы, содержащей фармацевтический
агент, к участку пролиферативного пов-
реждения. Имплантированная матрица вы-
деляет фармацевтический агент путем
диффузии, химической реакции или акти-
вации растворителя (Lange Science 249:

.1527-1533, сентябрь, 1990).
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Примером локальной доставки пос-
редством имплантата может служить ис-
пользование стента. Стенты разработаны
для механического предотвращения кол-
лапса и реокклюзии коронарных артерий. 5
Включение фармацевтического агента в
стент позволяет осуществлять доставку ле-
карства непосредственно к участку про-
лиферации. Локальная доставка с приме-
нением этого вида техники описана у Ко- 10
.на (Kohn, Plarnaceutical Technology, ок-
тябрь, 1990).

Другой пример локальной доставки
представляет собой система, при которой
полимер, содержащий фармацевтический 15
агент, инъецируется к сайту повреждения
в жидкой форме. Полимер затем образует
имплантат in situ. Подобная техника опи-

'сана в РСТ WO 90/03768 (Донн, апрель,
19, 1990). 20

Еще один пример такой доставки опи-
сывает использование полимера для вве-
дения фармацевтического агента в прос-
вет сосуда. По этой технике катетер вво-
дит полимерный имплантат на внутрен- 25
нюю поверхность сосуда. Далее фарма-
цевтический агент, включенный в имплан-
тат на основе способного к биодеграда5

ции полимера, начинает выделяться в
участке хирургического вмешательства. 30
Данная техника приведена в РСТ WO 90/
01969 (август 23, 1989).

И последний пример локальной дос-
тавки с применением имплантата предс-
тавляет собой прямую инъекцию везикул 35
или микрочастиц в сайт пролиферации.
Подобные частицы могут состоять из та-
ких веществ, как белки, липиды, углеводы
или синтетические полимеры. Указанные
микрочастицы несут фармацевтический 40
агент, включенный либо вовнутрь ее, либо
на поверхности в качестве покрытия. Сис-
темы доставки, включающие микрочасти-
цы, описаны у Ланге (Lange, Science 249:
1527-1533, September, 1990) Mathiowitz et 45
al., J. Appl.Polv.Sci., 26: 809, 1981).

Локальная доставка сайт-специфичес-
кими носителями основана на прикрепле-
нии фармацевтического агента к носите- ~
лю, который направляет лекарство непос- 50
редственно к участку пролиферативного
нарушения. Примеры подобной техники
доставки включают использование таких
носителей, как белковые лиганды или мо-
ноклональные антитела (Lange, Science 55
249: 1527-1533).

Локальная доставка методом прямой
•аппликации включает использование мест-
ных аппликаций. Примером локальной дос-
тавки методом прямой аппликации может

служить наложение фармацевтического
агента непосредственно на обходной ар-
териальный шунт во время хирургическо-
го вмешательства.

Предпочтительно вводить соединение
формулы (І) в виде соли присоединения
кислоты, аналогично ситуации, имеющей
место при введении лекарственных
средств, несущих основную группу, та-
кую, как кольцо пиперидина. Удачным для
введения такого соединения является пе-
роральное использование его для лече-
ния пожилых людей (т.е. женщин в постк-
лимактерическом периоде). Для такие це-
лей доступны следующие дозированные
формы лекарственного средства.

Приготовление лекарственных средств.
В приведенных ниже препаратах тер-

мин "Активный ингредиент" означает сое-
динение формулы (I) или (II).

Композиция 1. Желатиновые капсулы.
Твердые желатиновые капсулы приго-

тавливаются с использованием компонен-
тов, приведенных в табл.1.

Т а б л и ц а 1

Ингредиент

Активный ингредиент
Крахмал, NF
Сыпучий крахмальный
порошок
Силиконовая
жидкость, 350 сСт

Количество,
мг/капсулу

0,1-1000
0-650

0-650

0-15

Ингредиенты смешивают, пропускают
через сито № 45 меш (США) и вводят в
твердые желатиновые капсулы до их за-
полнения.

Состав специфических капсул, приго-
товленных на основе соединения форму-
лы І в случае, когда это соединение предс-
тавлено ралоксифеном, включает указан-
ные в приведенных в табл.2 примерах
ингредиенты.

Композиция 2. Капсулы ралоксифена.
Т а б л и ц а 2

Ингредиент

Ралоксифен
Крахмал, NF
Сыпучий порошок
крахмала
Силиконовая
жидкость, 350 сСт

Количество,
мг/капсулу

1
112

225,3

1,7
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Композиция 3 (табл.3).

Т а б л и ц а 3

Ингредиент

Ралоксифен
Крахмал, NF
Сыпучий порошок
крахмала
Силиконовая
жидкость, 350 сСт

Количество,
мг/капсулу

5
108

225,3

1.7

Композиция 4. Капсулы ралоксифена
(табл 4)

Т а б л и ц а 4

Ингредиент

Ралоксифен
Крахмал, NF
Сыпучий порошок
крахмала
Силиконовая
жидкость, 350 сСт

Количество,
мг/капсулу

10
103

225,3

1,7

Композиция 5. Капсулы ралоксифена
(табл 5).

Т а б л и ц а 5

Ингредиент

Ралоксифен
Крахмал, NF
Сыпучий порошок
крахмала
Силиконовая
жидкость, 350 сСт

Количество,
мг/капсулу

50
150

397

3,0

Приведенные выше специфические
препараты могут быть изменены в соот-
ветствии с потребностью с обоснованных
изменениях состава препарата.

Лекарственный препарат в форме таб-
леток приготавливается с использованием
следующих компонентов, приведенных ниже.

Композиция 6. Таблетки (табл.6).
Т а б л и ц а 6

Ингредиент

* Активный ингредиент
Целлюлоза, микро-
кристаллическая
Двуокись кремния,
дымящаяся
Стеариновая кислота

Количество,
мг/таблетку

0,1-1000

0-650

0-650
0-15

Компоненты смешивают, прессуют для
получения таблеток.

Альтернативно, таблетки, каждая со-
держащая 0,1-1000 мг активного ингре-

5 диента получают следующим образом
Композиция 7. Таблетки (табл.7)

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

Т а б л и ц а 7

Ингредиент

Активный ингредиент
Крахмал
Целлюлоза, микро-
кристаллическая
Поливинилпирро/.идон
(в виде 10% раствора
в воде)
Натрий-карбоксиме-
тилцеллюлоза
Стеарат магния
Тальк

Количество
мг/таблетку

0,1-1000
45

35

4

4,5
0,5

1

Активный ингредиент, крахмал и цел-
люлоза пропускаются через фильтр № 45
меш (США) и тщательно перемешивают-
ся К полученному порошку добавляется
раствор поливинилпирролидона, смесь
после этого пропускается через сито №
14 меш (США). Полученные таким спосо-
бом гранулы высушиваются при темпера-
туре 50-60°С и пропускаются через сито
№ 18 меш (США). Натрий-карбоксиметил-
целлюлоза, крахмал, стеарат магния и
тальк, предварительно пропущенные че-
рез сито № 60 (США), добавляются к
гранулам, которые, после перемешивания,
подвергаются прессованию на машине для
получения таблеток.

Суспензии, содержащие 0,1-1000 мг
медикамента на 5 мл дозы, приготавли-
ваются следующим образом.

Композиция 8. Суспензии (табл.8).
Т а б л и ц а 8

Ингредиент

Активный ингредиент
Натрий-карбоксимети-
лцеллюлоза
Сироп
Раствор бензойной
кислоты
Ароматизатор
Краситель
Очищенная вода до

Количество,
мг/мл

0,1-1000 мг

50 мг
1,25 мг

0,10 мл
q.v
q.v

5 мл
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Медикамент пропускается через сито
№ 45 меш (США) и смешивают с натрий-
карбоксиметилцеллюлозой и сиропом с
образованием однородной пасты. Раствор
бензойной кислоты, ароматизатор и кра- 5
ситель разбавляются некоторым количест-
вом воды и добавляют к пасте при пере-
мешивании. Далее добавляют воду до по-
лучения требуемого объема.

Способ тестирования. 10
Соединения настоящего изобретения

обладают способностью ингибировать про-
лиферацию гладкомышечных сосудистых
клеток. Это их свойство может быть про-
демонстрировано при использовании куль- 15
туры гладкомышечных клеток, полученных
из аорты кролика, при этом перед экспе-
риментом в указанных клетках был оце-
нен уровень пролиферации путем изме-
рения скорости синтеза ДНК. Клетки бы- 20
ли получены по методу эксплантата, как
это описано у Росс (Ross, J. of Cell Biol.
50: 172, 1971).

Клетки помещались на 96-гнездное
микротитровальное плато на 5 дней. Да- 25
лее клетки в культуре слипались, и рост
прекращался. После этого клетки пере-
носили на среду Дульбекко, полученную
за счет модификации среды Игла (ДМЕМ),
содержащую 0,5-2% плазмы, обедненной 30
тромбоцитами, 2 мМ L-глутамина. 100 ед/
мл пенициллина, 100 мкг/мл стрептоми-
цина, 1 мк С/мл3 Н-тимидина, 20 г/мл
фактора роста, полученного из тромбоци-
тов, а также различные количества расе- 35
матриваемого соединения. Раствор сое-
динений для длительного хранения приго-

тавливают в диметилсульфоксиде и затем
разбавляют до нужной концентрации (0,01-
30 мкМ) указанной выше средой. Далее
клетки инкубируются при температуре 37°С
в течение 24 ч в среде, содержащей 5%
СО2 /95% воздуха. По окончании 24-часо-
вого периода клетки фиксируют в метано-
ле. Включение 3Н-тимидина в ДНК опре-
деляют в сцинтилляционном счетчике, как
описано у Бонина (Bonin ey al., Exp.Cell.Res
181: 475-482, 1989).

Способность соединений настоящего
изобретения ингибировать пролиферацию
гладкомышечных клеток была далее про-
демонстрирована на экспоненциально рас-
тущих клетках. Гладкомышечные клетки
из аорты кролика высеваются по методи-
ке этого эксперимента на 12-гнездные
плато для культивирования тканей в ДМЕМ,
содержащей 10% бычью сыворотку из за-
родышей, 2 мМ L-глутамина, 100 ед./мл
пенициллина и 100 мкг/мл стрептомици-
на. Через 24 клетки отделяются, среда
заменяется на ДМЕМ, содержащую 10%
сыворотку, 2 мМ L-глутамина, 100 ед./мл
пенициллина, 100 мкг/мл стрептомицина
и указанных количеств рассматриваемых
соединений. После этого клетки растут в
течение четырех дней. Клетки далее об-
рабатываются трипсином, и в каждой куль-
туре с использованием счетчика ZM Кул-
тера подсчитывается число клеток.

Активность, продемонстрированная в
описанных выше тестах, указывает на воз-
можность применения соединений настоя-
щего изобретения в лечении рестеноза.
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