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Sis i§radimas sicjamas su arilinimo agentais, pirmiausiai fenilinimo agentais, kurie
gali biiti naudojami kaip vaistai, ypa¢ véziui ir virusinéms infekcijoms gydyti.

Placiausia prasme 8is iSradimas siejamas su arilinimo agenatais, naudojamais
navikams arba virusinéms infekcijoms, tarkim ZIV, gydyti. Arilinimo agentas pirmiausia
yra junginys, turintis arilo grupe, kurios aromatinis Ziedas, geriausiai, yra karbociklinis ir
kickvienu atveju turi bent vieng labily pakaitg ir bent viena elektrofilinj pakaita.
Geriausiai, jei karbociklinis ar kitoks aromatinis Ziedas yra monociklinis, ir bet kokiu
atveju Sis aromatinis Ziedas turi viena ar kelias karboksiriigsties arba sulforiigsties grupes
kartu su viena ar keliomis nitro ir/arba amino grupémis ir/arba vienu ar keliais halogeny
pakaitais. Geriausia, kad pakaity tarpe nebiity daugiau kaip dviejy nitro pakaity.
Labiausiai efektyvi struktiira yra halogeno (pvz. chloro) ir nitro pakaity kombinacija,
ypa¢ monocikliniame arilinimo agente, sudarytame i§ Ziedo, turin¢io karboksilinés
rugsties pakaita. Tokos struktiiros pavyzdys gali biiti junginys mono-nitro- ir mono-chlor-
pakaity pagrindu (pavyzdZiui 2-chlor-5-nitrobenzoiné riigstis ar 2-chlor-4-nitrobenzoiné
rigstis).

Siame i§radime teikiamas junginys vezio bei virusinés infekcijos sukelty ligy,

pirmiausiai AIDS, gydymui, ir $is junginys apima aromatinio Ziedo struktiira, turincia
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bent viena labily atskylantj pakaita ir bent viena clektrofilinj pakaita, o jei jame yra dvi
orto-nitro grupeés ir para-sulfogrupé arba trys simetrinés nitro grupés ir labili grupé yra
pirmoje pozicijoje, apibrézta Tarptautinés paraiskos Nr. W091/15200 apraSyme,
naudojama koncentracija yra didesné, negu 1x10-3 molio/litre.

Apskritai, Siame i§radime teikiamas junginys turi bendra formule:

(X] (D.

n

kurioje n yra sveikas skaiius, ne mazesnis uz 2, o kiekvienas X yra tokia pati arba
skirtinga labili grupé arba elektrofiliné grupé, ir tada, kai yra ne maziau kiap dvi X
grupes, kurios yra ne nitro grupés, bent viena i§ jy yra labili grupe ir bent viena
elektrofiline grupé.

Kadangi, kaip manoma, gydymo mechanizmas yra arilinimas, paprastai
naudojamos didelés vaisty koncentracijos ir didelés dozés. Sio iSradimo junginiy
koncentracijos apskritai yra ne maZesnés, kaip mazdaug 1x10-2 molio/litre, o dozés
iSraiSka yra ne maziau, kaip 5 mg/kg.

Parenkant pakaity grupuotes $io iSradimo junginiams, pagrindinis dalykas yra tai,
kad kiekviename konkre¢iame aromatiniame Ziede turi biti bent viena pakeista labili
grupé ir bent viena pakeista elektrofiliné grupé. Reikia pazyméti, kad ta pati grupé, kuri
viename konkreciame Ziede laikoma labilia grupe, kitame alternatyviame Zziede gali biti
elektrofiliné grupe. Dar daugiau, kai bent du pakaitai yra nitro grupés, labilus pakaitas
gali biiti Ziedo vandenilis.

Suvokus tai, kas ¢ia pasakyta, geriausios pakaity grupés apibréziamos kaip grupés,

kuriose bent vienas X parenkamas i$ tokiy grupiy:

elektrofilinés grupés SO3H, SO3M (kurioje M yra metalas, pavyzdziui
kalis), halogenas ir NO»;
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labilios grupés halogenas, SO3H, SO3M (kurioje M yra metalas),
NHj, pakeistas NH,, pavyzdziui NHR, NR;R, (kur
Ry ir Ry yra tokia pati arba skirtinga grupe ir §i
grupe yra alkilo, alkiloksi arba hidroksialkilo grupe),
COOH, CONH,, pakeista CONH,, pavyzdziui
CONHR;, CONR4R; (kur R; ir R, apibréztos
anksciau) ir COORj (kur Rj yra metalas arba
alkilas).
Kaip bendri §io i$radimo junginiy pavyzdziai minétini tokie junginiai:

chlordinitrobenzensulfortigstys,

chlorbenzensulforiigstys,

dichlorbenzensulforiigstys,

aminodinitrobenzensulforﬁgétys,

nitrometilbenzensulforiigstys,

gliutationildinitrobenzensulforigstys,

nitrochlorbenzensulforiigstys,

dinitrobenzensulforiigstys,

dinitrochlorbenzenali,

dinitrofluorbenzenai,

dichlordinitrobenzenai,

trinitrofenoliai, pvz. pikrino riigstis,

trinitroanilinai,

trinitrochlorbenzenai,

trinitrobenzensulfortgstys,

chlordinitrobenzoinés riigstys,

dichlorbenzoinés rugstys,

dinitrobenzoinés riigstys,

nitrochloranizolali,

aminodinitrobenzamidai,
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dinitroanilinali,
dinitrochloranilinai,
chlornitroanilinai,
dinitrofluoranilinai.
Cia minétus junginius galima apibendrinti bendra formule:
¥
B X

D,
B B

C

kurioje X' yra SO3H, SO3;M (kur M yra metalas), halogenas, pavyzdziui chloras, fluoras
ir pan., COQ (kur Q yra hidroksilo, amino ar pakeista amino grup¢, arba OR;
grupe, kurioje R3 yra metalas arba alkilas), NH,, pakeista NH,, NO, arba OH,

X" yra vandenilis, halogenas, glutationo arba nitro grupg,

kickviena B grupe yra tokia pati arba skitinga, ir yra vandenilis, halogenas arba nitro
grupe, ir

C yra vandenilis, nitro, amino (tame tarpe ir pakeista amino), halogeno, alkilo arba
glutationo grupe.

Siy junginiy pageidautini poZymiai yra tokie:

X"yra SO3H, SO3;M (kur M yra metalas), halogenas, pavyzdZiui chloras,
fluoras ir pan., amino, nitro arba COOH grupés, o
C yra vandenilis, alkilo, pvz. metilo, amino arba nitro grupés.

Sio iradimo junginius, turinéius prieSveziniy ir antivirusiniy savybiy, galima
suskirstyti j keleta prioritetiniy grupiy, pavyzdziui taip: :
(1) Junginys, turintis bendra formule:

SOs;H
A

(111),
B B
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kurioje A yra vandenilis, halogenas, pvz. chloras, fluoras ir pan., arba glutationo

grupe;

B yra vandenilis, nitro grupé arba halogenas, pvz. chloras ir pan.;

C yra vandenilis, nitro, amino (tame tarpe pakeista amino), halogeno, alkilo arba

glutationo grupé, o

D yra vandenilis, halogenas arba nitro grupé.

Cia paminéti junginiai, turintys I1I formulg, yra prioritetiniai, nes manoma, kad
sulfogrupe gali suteikti emulguojanéiy savybiy, kurios yra naudingos, kadangi jos
padidina junginiy tirpuma, o tai, savo ruoztu, pagerina biologinj jsisavinima lastelése.

IS junginiy, turin¢iy III formulg, labiau prioritetiniai yra Sie junginiai:

4-chlor-3,5-dinitrobenzensulforagstis,
4-chlorbenzensulforiigstis,
2,5-dichlorbenzensulforiigstis,
4-amino-3,5-dinitrobenzensulforagstis,
3-nitro-4-metilbenzensulforiigstis,
2-chlor-3,5-dinitrobenzensulforagstis,
2-glutationil-3,5-dinitrobenzensulforugstis,
4-glutationil-3,5-dinitrobenzensulforiigstis,
3-nitro-4-metilbenzensulforiigstis,
3-nitro-4-chlorbenzensulfortigstis,
2,4-dinitrobenzensulfortgstis.

Ypac prioritetiniai yra §ie junginiai:
4-chlor-3,5-dinitrobenzensulforagstis, .
4-chlorbenzensulforigstis,
2,5-dichlorbenzensulforfigstis,
4-amino-3,5-dinitrobenzensulforagstis,
3-nitro-4-metilbenzensulforiigstis,

2-chlor-3,5-dinitrobenzensulforiigstis.
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(i) Junginys, turintis bendra formule:
Hal

(IV),

B
kurioje Hal reiSkia halogeng, pvz. chlora, fluora ar pan., o visos B grupes, kurios
gali buti tokios pacios arba skirtingos, apibréztos anks¢iau.
Tarp junginiy, apraSomy IV formule, labiau prioritetiniai yra §ic junginiai:
1-chlor-2,4-dinitrobenzenas,
1-chlor-3,4-dinitrobenzenas,
1-fluor-2,4-dinitrobenzenas,
1,2-chlor-4,5-dinitrobenzenas,
1,3-chlor-4,5-dinitrobenzenas.
Ypac prioritetiniai yra §ie junginiai:
1,3-chlor-4,5-dinitrobenzenas,
1-chlor-2,4-dinitrobenzenas,
1-fluor-2,4-dinitrobenzenas.

(iil)  Junginys, turintis bendra formule:
E
NGO, NO,
V),

NG,
kurioje E yra SO3H, SO3M (kur M yra metalas, pvz. kalis), NH, arba pakeista
NHj, halogenas arba hidroksilo grupé.
Tarp junginiy, apraSomy V formule, labiau prioritetiniai yra $ie junginiai:
2,4,6-trinitrofenolis (pikrino ragstis),
2,4, 6-trinitroanilinas,

2,4,6-trinitrobenzensulforagstis.
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(iv)  Junginys, turintis bendrg formulg:

COQ
(VI),

G
kurioje B grupés, kurios gali biiti tokios padios arba skirtingos, apibréztos
anksciau,
G yra tokia pati grupé, kaip anksiau apibrézta C grupé, i8skyrus alkilg ir
glutotiona,
Jyra vandenilis arba halogenas, ir
Q yra hidroksilo, amino ar pakeista amino grupé, arba OR; grupe, kurioje R yra
metalas arba alkilas.
Tarp junginiy, apraSomy VI formule, labiau prioritetiniai yra Sie junginiai:
2,4-dichlor-3,5-dinitrobenzoiné rigstis,
4-chlor-3,5-dinitrobenzoiné riigstis,
2,5-dichlorbenzoiné rugstis,
2,4-dinitrobenzoiné ragstis,
3,5-dinitrobenzoiné ragstis,
3-nitro-4-chloranizolas,
4-amino-3,5-dinitrobenzamidas.
I§ ¢ia i$vardinty junginiy, visi, i§skyrus tris paskutiniuosius, yra ypac prioritetiniai.

(v)  Junginys, turintis bendrg formulg:

NH,
B B
(VID),

B
kurioje B grupés, kurios gali bati tokios pacios arba skirtingos, yra tokios, kaip

apibreztos anksciau, karu su jy amino pakeistais dariniais.
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Tarp junginiy, aprasomy VI formule, labiau prioritetiniai yra §ie junginiai:
2,6-dinitroanilinas,
2,4-dinitroanilinas,
3,5-dinitroanilinas,
2,4-dinitro-6-chloranilinas,
2,6-dinitro-4-chloranilinas,
2-chlor-4-nitroanilinas,
2,4-dinitro-5-fluoranilinas.
Ypa¢ prioritetinis yra:
2,6-dinitroanilinas.
Kaip jau buvo minéta anksciau, jei yra bent du nitro pakaitai, labili grupé gali biiti
Ziedo vandenilis. Siuo poziiiriu galima paminéti:
(vi)  Jungini, turintj bendrg fomule:

NO,

F

(VIII),

NO.

kitaip tariant:
1,2-dinitrobenzena,
1,3-dinitrobenzena,
1,4-dinitrobenzena.

Sio i§radimo junginius galima gauti Zinomais pakeisty benzeno dariniy gavimo
bidais. Sie biidai apradyti jvairiuose standartiniuose tekstuose, pavyzdZiui Harry P.
Schultz'o knygoje "Organic Syntheses", 1963, Collective Volume 4, p. 364-366, kuria
iSleido John Wiley and Sons Inc.

Sio iSradimo junginius galima naudoti farmacinése kompozicijose, kuriose turi
biiti bent vienas aktyvus junginys ir tirpiklis arba uZpildas. Taigi, $is i§radimas apima
farmacines kompozicijas, kuriy sudétyje yra $io i§radimo junginys ir farmacijai tinkamas

tirpiklis arba uZpildas (pvz. vanduo).
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Tokia kompozicija gali biiti vienos masés formoje, taiau geriau ja gaminti
vienkartiniy doziy formoje. Taigi, tokia kompozicija, pavyzdziui, gali biiti suformuota j
tabletes, kapsules, miltelius, tirpalus ar suspensijas.

Kompozicijas pagal §j iSradima galima gaminti i§ ¢ia apibrézty aktyviy junginiy
tradiciniais farmacijos metodais. Cia naudojami farmaciniy preparaty gamyboje gerai
Zinomi skiedikliai, uzpildai ir t.t. bei farmacijos praktikoje gerai zinomos vaisty formos,
kurias galima parinkti priklausomai nuo esamy reikmiy bei gydytojo pozitrio.

Taigi, kaip bus parodyta véliau, $io iSradimo junginius galima skirti tirpalo
steriliame dejonizuotame vandenyje formoje. Be to, jei reikia, tirpumg galima pagerinti
dimetilsulfoksidu (DMSO).

Be to, Sis iSradimas apima ir jame apibréZty junginiy panaudojima medicininiuose
preparatuose vezio arba virusinés infekcijos profilaktikai arba terapijai, pavyzdziui vézio
auglio augimui maZinti arba eliminuoti.

Apie Sio iSradimo junginiy dozavima galima spresti pagal gyvuléliy tyrimo
rezultatus, kurie apra$omi toliau. Sie tyrimai rodo, kad efektyvios dozés yra mazdaug nuo
50 mg/kg iki 200 mg/kg ir net iki 400 mg/kg. Todél reikia manyti, kad tipiskos dozés
zmonems turi biti nuo mazdaug 5 mg/kg iki mazdaug 20 mg/kg, o gal biit net iki 40 mg/kg
ir dar daugiau. Koncentracijos ir dozés turi biiti pakankamos, kad arilinimo mechanizmas
pradety veikti.

IS anksCiau pateikty ypa¢ prioriteitiniy junginiy sara$y galima suprasti, kad
labiausiai efektyvis Sio iSradimo junginiai, suradyti tikétinai maZ¢jancia efektyvumo eile,
yra tokie:

4-chlor-3,5-dinitrobenzensulfortigstis,
4-chlorbenzensulfortigstis,
1,5-chlor-2,3-dinitrobenzenas,
2,4,6-trinitrofenolis (pikrino ragstis),
2,4-chlor-3,5-dinitrobenzoiné ragstis,
2,5-dichlorbenzensulforiigstis,

4-amino-3,5-dinitrobenzensulforagstis,
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3-nitro-4-metilbenzensulforugstis,
4-chlor-3,5-dinitrobenzoiné rugstis,
2,6-dinitroanilinas,
2,4-dinitrochlorbenzenas,
2,4-dinitrofluorbenzenas,
2,4,6-trinitrochlorbenzenas,
2,5-dichlorbenzoiné rugstis,
2-chlor-3,5-dinitrobenzensulforiigstis.
2,4-dinitrobenzoine ragstis.
Ypac prioritetiniai yra tie junginiai, kuriuose bent vienas X yra parinktas is:
labiliy pakaity grupés (iy) 1 ar 2 halogeno grupés ir/arba NH,
arba pakeista NH, ir/arba COOH
arba pakeista COOH ir/arba alkilas
ir/arba SO3H/SO;M
elektrofiliniy pakaity grupés 1 ar 2 nitro grupés ir/arba
(iu) SO3H/SO3M ir/arba 1 ar 2 halogeno
grupes
Be to, nors $io iSradimo junginiy dozés apibiidintos ankséiau, jei yra trys simetriski
nitro pakaitai arba aktyvus agentas yra kitoks, kaip nurodyta Tarptautinéje paraiskoje Nr.
WO 91/15200, aktyvaus agento koncentracijos bet kokiame preparate turi biiti ne
mazesnés, kaip 1x10-2 molio/litre.
Toliau apraSomi bandymai su gyvuléliais, kurie rodo Zymy $io iSradimo junginiy

aktyvuma. {
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GYVULELIU TYRIMAI

Siy tyrimy tikslas - jvertinti panasig struktiira turin¢iy junginiy, kurie gali veikti
kaip arilinimo agentai, antivéZines savybes. Siy agenty veikima in vivo jvertina pagal jtaka
dviems ascitiniams augliams (peliy gaubtinés Zarnos adenokarcinomai MACI15A ir peliy
leukemijai P388) bei jvairiems kiety augliy modeliams. Ascitinio auglio MAC15A lasteles
ip inokuliacijos bidu (5x105 lasteliy/ml) transplantuoja vyriskos lyties NMR1 peléms (1
lentele). P388 transplantuoja ip vyriSkos lyties BDF1 peléms (lasteliy tankis 1x100
lasteliy/ml) (2 lentele).

Kiety augliy modeliai yra MAC13 ir MACI16 peliy gaubtinés Zarnos
adenokarcinomos, B16 F1 peliy melanoma bei MS5076 retikulinio audinio lgsteliy
sarkoma.

Abiem atvejais gyvulélius laiko grupémis nuo 5 iki 8 gyvuléliy. MAC15A, P388,
B16 F1 ir M5076 atveju gydyma pradeda po trijy dieny nuo ip transplantacijos, 0 MAC13
ir MACI6 kiety augliy modeliy atveju atveju gydyma pradeda tada, kai vidutinis auglio
dydis pasiekia 40 mm?.

Jei nepazyméta kitaip, naudojamus junginius iStirpina DMSO ir atskiedZia steriliu
distiliuotu vandeniu iki reikiamos koncentracijos galutiniame 200 pl tiryje. PriesvéZinj
veikimg jvertina, lygindami iSgyvenimo trukmés mediang arba auglio augimo slopinima
su tirpikliy kontrolés rezultatais. Gauti rezultatai pateikti 1-8 lentelése.

Tirpalas dozuojamas tokiu biidu:

Objektai: Gyvuléliy skaicius: 10, svoris: 22 g L
Doze: 50 mg/kg gyvulélio kiino svorio per para, t.y. 1,1
mg pelei per parg
Bendra doze: 55 mg aktyvaus ingrediento (atitinka 5 dieny
dozg).
Preparatas: 10 ml tirpiklio ir 55 mg junginio paskirstomi j

50 doziy po 1,1 mg, istirpinty 200 pl tirpiklio
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1 lentelé. Priesvéziiné jtaka MACISA (peliy gaubtinés Zarnos adenokarcinomai).

Struktitros-aktyvumo rysys. 5 gyvuléliai grupéje. Dozé 100 mg kg ip per parg

Junginys Rezimas T/C %
(dienos)

4-chlorbenzensulforugstis 1,2,3,45 443
4-chlor-3,5-dinitrobenzensulforiigstis 1,2,3,4,5 414
1,5-dichlor-2,3-dinitrobenzenas 1,2,3,4,5 386
2,4 6-trinitrofenolis 1,2,3 - 300
4-amino-3,5-dinitrobenzensulforiigstis 1,2,3,4,5 286
4-chlor-3,5-dinitrobenzoine riigstis 1,2,3,4,5 271
2,4-dichlor-3,5-dinitrobenzoiné rugstis 1,2 243
2-gliutationil-3,5-dinitrobenzensulforugstis 1,2,3,.4,5 242
3-nitro-4-metilbenzensulfortugstis 1,2,3.4,5 229
2,6-dinitroanilinas 1,2,3,4,5 214
2,5-dichlorbenzensulforagstis 1,2,3,4,5 212
1,4-dinitrobenzenas 1,2 200
1-chlor-3,4-dinitrobenzenas 1,2,3,45 200
1-chlor-2,4-dinitrobenzenas 1,2,3,4,5 188
2,4,6-trinitrobenzensulfoniné rigstis 1,2,3.4,5 188
2-chlor-4-nitroanilinas 1,2,3,4,5 171
2,5-dichlorbenzoiné rugstis 1,2,3,4,5 171
2,4-dinitrobenzensulfonine ragstis 1,2,3.4,5 171
1,2-dichlor-4,5-dinitrobenzenas 1,2,34,5 171
4-chlor-3-nitrobenzensulfoniné riigstis 1,2,3,4,5 140
2-chlor-3,5-dinitrobenzensulfoniné ragstis 1,2,3,4,5 137
1-clor-2,4,6-trinitrobenzenas 1,23 113
4-gliutationil-3,5-dinitrobenzenas 1,2,3,4,5 113
2,4-dinitroanilinas 1,2 100 (
2,4-dinitrobenzoiné rugstis 1,2,3,4,5 100
3,5-dinitrobenzoiné riigstis 1,2,3,4,5 100

4-amino-3,5-dinitrobenzamidas 1 100
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Junginys Rezimas T/C %2
(dienos)
4-chlor-3-nitroanizolas 1,2,3,4,5 100
4-chlor-2,6-dinitroanilinas 1,2,3,4,5 87
6-chlor-2,4-dinitroanilinas 1,2,3,4,5 87
1-fluor-2,4-dinitroanilinas 1 75
1-fluor-2,4-dinitrobenzenas 1 62,5b

a = vidurkis, T - bandomoji grupé, C - kontrolé su tirpikliu, b - toksiné mirtis, ip- j

pilvo ertme

2 lentelé. PriesvéZiné jtaka P383 (peliy leukemijai). 8 gyvuléliai grupéje. Gydymas ip

nuo pirmos iki penktos paros

Junginys Dozé T/C%*
4-chlor-3,5-dinitrobenzensulforugstis 100 mg/kg! 203
4-chlor-3,5-dinitrobenzensulforiigstis 50 mg/kg’! 259

a = vidurkis, T - bandomoji grupe, C - kontrolée su tirpikliu

3 lentelé. PriesvéZiné jtaka P383 (peliy leukemijai). Gydymas ip 4-chlor-3,5-

dinitrobenzensulforiigstimi (CDNSA). 8 gyvuléliai grupéje. Nurodyta paros dozé.

Junginys Dozé (mg/kg) ReZimas (paros) T/C%?
CDNSA 100 1,2,3,4,5 325
75 1,2,3,4,5 300

a = vidurkis, T - bandomoji grupe¢, C - kontrolé su tirpikliu
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4 lentelé. PriesvéZiné jtaka M5076 retikulinio audinio Igsteliy sarkomai 16 pary po im
transplantacijos. 7 gyvuléliai grupéje. Vaistai istirpinti kukurizy aliejuje. Nurodytos

paros dozés

Junginys Dozé (mg/kg) Budas  ReZimas (paros) Auglio svorio
slopinimo %
2,4 BA 752 ip 1,4,6,9 79, 88b
50 ip 1,4,6,9 57
25 ip 1,2,4,6,9 75
75 SC 1,4,5,79 66
50 sc 1,2,4,5,6,7,9 76
25 sc 1,2,4,5,6,7,9 63
24 BZ 2,54 ip 1,2,3,4,5,6,7,8,9 51
1.25 ip 1,2,3,4,5,6,7,8,9 34
2,4 BM 1,02 ip 1,2,3,4,5,6,7,8,9 41
0,5 ip 1,2,3,4,5,6,7,8,9 39
0,25 ip 1,2,3,4,5,6,7,8,9 42

a - maksimali toleruojama dozé

b - du nepriklausomi bandymai; antrame bandyme keturi gyvuléliai neturéjo auglio
2,4 BA = 2,4-dichlor-3,5-dinitrobenzoiné riigstis

2,4 BZ = 2 ,4-dichlor-3,5-dinitrobenzamidas

2,4 BM = 2 4-dichlor-3,5-dinitrobenzoin¢s riigsties metilo esteris

sc - po oda

5 lentelé. PriesveZiné jtaka BI6F1 peliy melanomai 12 pary po sc transplantacijos. 6

gyvuléliai grupéje. Vaistai istirpinti kukuriizy aliejuje. Nurodytos paros dozés

Junginys Dozé (mg/kg) Budas  ReZimas (paros) Auglio svorio
slopinimo %
2,4 BA 752 ip 1,5 71, 81P
50 ip 1,5 45, 560
25 ip 1,5 13
75 SC 1,3,5 30

50 sC 1,3,5 9
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Junginys Dozé (mg/kg) Budas  Rezimas (paros) Auglio svorio
slopinimo %
25 SC 1,3,5 22
24 BZ 2,54 ip 1,2 39
1.25 ip 1,2 17
4 BA 100 ip 1,5 39
75 ip 1,5 41
50 ip 1,5 10
4 BZ 5a ip 1,3,5 18
25 ip 1,3,5 18
1.25 ip 1,3,5 27
4 BM 2,54 ip 1,3 67
1,25 ip 1,23 43

a2 - maksimali toleruojama dozé

b - du nepriklausomi bandymai

2,4 BA = 2,4-dichlor-3,5-dinitrobenzoiné riigstis

2,4 BZ = 2,4-dichlor-3,5-dinitrobenzamidas

4 BA = 4-chlor-3,5-dinitrobenzoiné riigstis

4 BZ = 4-dichlor-3,5-dinitrobenzamidas

4 BM = 4-chlor-3,5-dinitrobenzoinés riigsties metilo esteris

6 lentelé. Priesvéziné jtaka MACI3 peliy gaubtinés Zarnos adenokarcinomai 12 pary

po im transplantacijos. Vaistai istirpinti kukuriizy aliejuje. Nurodytos paros dozés

Junginys Dozé (mg/kg) Budas  RezZimas (paros) Auglio svorio
slopinimo %

2,4 BA 754 ip 1,4,5 45

2,4 BA 50 ip 1,2,3,4,5,6,7,8,9 39

2,4 BZ 2,52 ip 1,2,3,4,5,6,7,8,9 51

2,4 BZ 1.25 ip 1,2,3,4,5,6,7,8,9 34

a - maksimali toleruojama doze

2,4 BA = 2,4-dichlor-3,5-dinitrobenzoiné rigstis!
2,4 BZ = 2,4-dichlor-3,5-dinitrobenzamidas

2 BA = 2-chlor-5-nitrobenzoiné riigstis2
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Pastabos:
1 3r. brézinj Fig. 3

275 brézinj Fig 4

7 lentelé. PriesvéZiné jtaka MACI6 peliy gaubtinés Zarnos adenokarcinomai po im
transplantacijos 11 dienq nuo gydymo 2,4-dichlor-3,5-dinitrobenzoine rugstimi (2,4
BA) pradiios. Vaistai iStirpinti kukuriizy aliejuje. Gydymo pradZioje augliy tiiriai

buvone mazesni, kaip 40 mm?3. 6 gyvuléliai grupéje. Nurodytos paros dozés

Junginys Dozé (mg/kg) Budas  Rezimas (paros) Auglio svorio

slopinimo %

2,4 BA 754 ip 1258 88
50 ip 12458 91

2 - maksimali toleruojama doz¢

8 lentelé. Priesvéiné jtaka BI6 peliy melanomai 12 dieny po sc transplantacijos

moteriskos lyties C57 juodoms peléms. 6 gyvuléliai grupéje.

Junginys Dozé (mg/kg) ReZimas (paros) Auglio svorio

slopinimo %
2-chlor-5-nitrobenzoiné 700 1,2,3,4,5,6 62
rugstis

Be to buvo atlikti preliminaris §io iSradimo junginiy, pirmiausiai 4-chlor-3,5-

dinitrobenzensulforiigsties, antivirusinio veikimo bandymai.

PRELIMINARUS BANDYMAI

(i) Astrios infekcijos bandymas

Zmogaus imunodeficito viruso ZIV-1py didelio titro kultira augina H9 lastelése
su RPMI 1640 (Flow laboratories), pridéje fetalinio verSiuko serumo, penicilino
(100IU/ml). Lasteliy lickanas paSalina mazo grei¢io centrifugavimu, o virutinj sluoksnj,

kol jo prireikia, laiko -70 OC temperatiroje. Tipisko bandymo metu C8166 T-
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limfoblastoido CD4+ lasteles inkubuoja su LOXTCID50 ZIV21gxp 37 0C temperatiroje
90 minuciy, ir tada tris kartus perplauna fosfatais buferintu siirymu (PBS). Lasteliy
porcijas resuspenduoja 1,5 ml auginimo terpés tirpale 6 ml mégintuvélivose ir tuoj pat
prideda atskiesto junginio tirpalo (nuo 1000 pM iki 0,001 pM). Pagrindinius 100 mM
koncentracijos kiekvieno junginio tirpalus gamina dimetilsulfokside. Galutineé DMSO
koncentracija audiniy kultiiros terpéje yra 1 %. Tada lasteles inkubuoja 37 OC
temperatiiroje 5 % anglies dvideginyje (CO,). Praéjus 72 val. po infekcijos, i§ kickvienos
kultliros paima 200 pl virdutinio sluoksnio bandinius ir jvertina ZIV, naudodami antigeny
gaudykle ELISA, kuri vienodai atpazjsta visus Serdies proteinus (Coulter Electronics,
Luton, UK). Imami tokie kontroliniai bandiniai: virSutinis sluoksnis nuo neinfekuoty ir
infekuoty lgsteliy, infekuotos lastelés, apdorotos AZT (Roche Products UK, Ltd) ir ddC
(Roche). AZT ir ddC aktyvumas duoda 1Cs reik§mes, esant atitinkamai 10-30 nM ir 200
nM (Zr. 2 pav.). ELISA ploksteles analizuoja spektrofotometru. Kiekviena junginio
koncentracijg iSbando du kartus, ir duomenys pateikiami kaip dviejy bandymy vidurkis.
Bandymuose, matuojant ZIV Serdies antigeny koncentracijas, jvertinamas junginiy

aktyvumas.

(i)  ChroniSkai infekuoty 13steliy bandymas

ChroniSkai infekuotas lasteles (H9rf) tris kartus perplauna, kad biity pagalinti
ckstralasteliniai virusai, ir inkubuoja keturias dienas su aktyviais junginiais (200-0,2 pM).
ZIV-1 antigeng virSutiniame sluoksnyje matuoja su ELISA.

Norint i$matuoti junginio toksiskuma, neinfekuotas H9 lasteles inkubuoja keturias
paras su iSradimo junginiais. VirSutinj tirpala nupila, o lasteles resuspenduoja 200 pl pg
augimo terpés, kurioje yra 14C proteiny hidrolizato. Po 6 valandy lasteles surenka ir

matuoja asimiliuotos 14C kiekj.
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(ili) ToksiSkumo bandymas

Norint jvertinti junginio toksi$kuma, 2x10° neinfekuoty Iasteliy turintys kultiiry
bandinius augina 72 val. su tiriamu junginiu. Tada lasteles perplauna PBSA ir
resuspenduoja 200 pl augimo terpés, turincios 14C proteiny hidrolizato. Po 12 val.
Iasteles surenka ir iSmatuoja asimiliuotos 14C kiekj. Kontrolei naudoja neinfekuotas ir
ncapdorotas lasteles. ToksiSkumg iSreidkia kaip proteiny hidrolizato 14C asimiliacijos
inhibicija.

Tokiy bandymy su 4-chlor-3,5-dinitrobenzensulforigStimi rezultatai pateikti fig. 1,
kuriame RC reiSkia Radopath junginj C, t.y. 4-chlor-3,5-dinitrobenzensulforfigstj. Be to,

rezultaty santrauka pateikta 9 lenteléje.

9 lentelé.
Junginys 1C<, CDs TI
4-chlor-3,5-dinitrobenzensulfortgstis 3uM 8 uM 28,6

ICsq yra vaisty koncentracija, sukelianti ZIV $erdies antigeny koncentracijos
sumaz¢jima, jvertinamg pagal Coulter P24 antigeny bandyma ir nustatoma dvigubais
virSutinio sluoksnio bandiniy, paimty i§ meégintuvéliy su neapdorotomis aStriai
infekuotomis lastelemis, praskiedimais. CDsq yra vaisty koncentracija, sukelianti 50 %
lasteliy inhibicija ir nustatoma pagal proteiny hidrolizato 4C asimiliacijg. Terapijos
indeksas (TI) nustatomas, padalinus CDsj) 1§ ICs.

Bandymuy su kitais $io iSradimo junginiais rezultatai apibendrinti 10 lenteléje.

10 lentelé.
Junginys 1Csg CDgq TI
2-chlor-3,5-dinitrobenzensulforiigstis 25uM  >200 uM >8
4-amino-3,5-dinitrobenzensulforiigstis 20 uM 100 uM 5
2,4,6-trinitrofenolis <0,2 uM 95 uM >475

4-chlor-3,5-dinitrobenzoine ragstis 30 uM 70 uM 2,33
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Tuo paciu metu atlikti preliminariis bandymai rodo, kad 2-chlor-5-nitrobenzoiné
rugstis turety bati ne maZiau, o gal net labiau efektyvi, negu junginiai, kuriy bandymy
rezultatai Cia pateikti.

Pagal ta pacia ¢ia aprasyta poveikio ZIV virusui nustatymo metodikg atlikti

platesni bandymai, kuriy rezultatai pateikiami 11 lentelése.

11.1 Ientelé. Struktiroes ir aktyvumo rysys pagal poveiki ZIV virusui

Kodas _ Junginys Atrcsn  T*ceso
A grupé

P1 pikrilo chloridas

P2 pikrino rugstis

P3 pikrilsulfortigstis
B grupé

C1 2,4-dichlor-3,5-dinitrobenzoiné riigstis

C2 2,4-dichlor-3,5-dinitrobenzamidas

C3 2,4-dichlor-3,5-dinitrobenzoinés riigsties metilo esteris

C4 4-chlor-3,5-dinitrobenzoiné riagstis

C5 4-chlor-3,5-dinitrobenzamidas

C6 4-chlor-3,5-dinitrobenzoinés riigsties metilo esteris

C7 2-chlor-3,5-dinitrobenzoiné riigstis

C8 2-chlor-3,5-dinitrobenzoinés rugsties metilo esteris

C9 4-chlor-3-nitrobenzoiné ragstis

C10 2-chlor-4-nitrobenzoineé riigstis

C11 3,4-dichlorbenzoiné riigstis

C12 2,5-dichlorbenzoin¢ rigstis

C13 4-chlorbenzoiné rigstis k
C grupé

S1 4-chlor-3,5-dinitrobenzensulforiigstis

S2 2-chlor-3,5-dinitrobenzensulforagstis

S3 4-amino-3,5-dinitrobenzensulforigstis

S4 4-chlor-3-nitrobenzensulfortigstis

S5 4-chlorbenzensulforiigstis

S6 4-nitrotoluensulfortigstis

S7 2,5-dichlorbenzensulforiigstis
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Kodas Junginys

Agiesg Toxec50

S8 2,4-dinitrobenzensulforiigstis
D grupé
E1l 1-chlor-3,4- dinitrobenzenas
E2 1-chlor-2,4- dinitrobenzenas
E3 1,2-dichlor-4,5- dinitrobenzenas
E4 2,3-dichlornitrobenzenas
ES 2,4-dichlornitrobenzenas
E6 2,5-dichlornitrobenzenas
E7 3,4-dichlornitrobenzenas
ES8 3,5-dichlornitrobenzenas
E9 1,5-dichlor-2,3-dinitrobenzenas
E10 1,2,3-trichlor-4-nitrobenzenas
El1 1,2,4-trichlor-5-nitrobenzenas
E12 2,4,6-trichlornitrobenzenas
E13 2,3,4,6-tetrachlornitrobenzenas
E14 pentachlornitrobenzenas
11.2 lentelé
P junginiai 1C50 CC50 SI
(Antivirusinis) (toksiskumas) (Selektyvumo indeksas)
Pries ZIV-1RF
P1 0,6 7 10
- 5 -
0,4 - -
Vidurkis 0,5 6 12
P2 38 67 2
P3 >200 >200 -
Prie§ ZIV-111IB
P1 0,6 7 11,6
1 7
Vidurkis 0,8 9
Pries$ chroniskai infekuotas Iasteles
P1 0,9 7 8
2 12 6

Vidurkis 1,5 9,5
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11.3 lentelé¢
C junginiai 1C50 CC50 S1
(Antivirusinis) (toksiskumas) (Selektyvumo indeksas)
Pries ZIV-111IB
C1 5 70 14
36 70 2
33 70 2
35 60 2
Vidurkis 27 70 3
Pries ZIV-1RF
Cl1 7 60 8,5
- - 56
16 56 35
Vidurkis 11,5 57 5
Pries chroniskai infekuotas lgsteles
C1 16 30 2
16 95 6
Vidurkis 16 63 4
Pries ZIV-1111B
C2 2 70 35
C3 0,3 7 23
C4 40 100 2,5
30 70 2,3
Vidurkis 35 85 2,4
Cs 5 50 10
Co6 5 60 12
Cc7 23 150 6
5 >200 >10
Vidurkis 22 >175 8
C8 10 60 5
C9 >200 >200 -
C10 >200 >200 -
C11 >200 >200 -
C12 >200 >200 -
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11.4 lentelé
S junginiai IC50 CC50 SI
(Antivirusinis) (toksiskumas) (Selektyvumo indeksas)
Prie§ ZIV-1RF
S1 20 100 S
19 60 3
Vidurkis 20 80 4
S2 NR
S3 NR
S4 >200 >200 -
S5 >200 >200 -
S6 >200 >200 -
S7 >200 >200 -
S8 40 100 2,5
30 70 2
Vidurkis 35 75 2,4
11.5 lentelé
E junginiai 1C50 CC50 SI
(Antivirusinis) (toksiS§kumas) (Selektyvumo indeksas)
Pries ZIV-1RF
El 4 10 2,5
E2 4 13 3
E3 4 7 1,5
E4 80 >200 1,5
ES 180 >200 1
E6 110 >200 2
E7 >200 >200 -
ES8 120 >200 1,5
E9 ND
E10 >200 90 -
El1l >200 >200 -
E12 >200 >200 -
E13 >200 80 -
E14 >200 >200 -
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Nors Cia apraSyta jvairios specifinés Sio iSradimo detales, biity labai gerai Sio
iSradimo dvasioje ir rémuose jvertinti ir daugybe kity galimy modifikacijy. Tarkim,
pavyzdziui, funkcinés frupés gali buti jvairiose kitose pozicijose, o Cia iSnagrin€ti tik

specifiniai pavyzdziai.
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ISRADIMO APIBREZTIS

Junginys, skirtas panaudoti véZio arba virusinés infekcijos sukelto susirgimo
gydymui, besiskiriantis tuo, kad §is junginys turi aromatinio Ziedo
struktiira ir bent vieng pakeistg labilig atskylancia grupg bei bent viena pakeista
elektrofiling grupe.

Junginys pagal 1 punkta,besiskiriantis tuo, kad turi formule:

kurioje X! yra labili atskylanti grupé, viena i§ grupiy nuo X2 iki X6 yra
elektrofiliné grupé, o kiti pakaitai nepriklausomai yra elektrofinlinés grupes arba
labilios atskylancios grupés, su salyga, kad tada, kai X2 ir X0 yra nitro grupés, tai
X4 yra ne nitro grupé, ne sulforigsties grupé ir ne sulfonato grupe, arba X1 yrane
labili grupé, kaip apibrézta anksciau, biitent hidroksilo grupe, amino grupe, sulfo
grupé, karboksilo grupe, metiloksi grup¢ arba grupé, turinti formule:

S

Y A

I

kurioje A yra vandenilis arba neporuotas azoto atomo elektronas, Y yra vandenilis
arba organiné grup¢, o Z yra organiné grupg, arba Y ir Z kartu su gretimu azoto
atomu sudaro azoto atomg turintj heterocikla.

Junginys pagal 1 arba 2 punkta, besiskiriantis tuo, kad turi bendra

formule:
[X], @,

kurioje n yra sveikas skaiius, ne mazesnis uz du, o kickvienas X yra tokia pati

arba skirtinga labili grupé arba elektrofiliné grupé, ir tada, kai yra ne maziau kaip
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dvi X grupés, kurios yra ne nitro grupés, bent viena i$ jy yra labili grupé ir bent
viena elektrofiliné grupe.
Junginys pagal 3 punkta, besiskiriantis tuo, kad bent vienas X parenkamas

i§ tokiy grupiy:

clektrofilinés grupés -  SO3H, SO3M (kur M yra metalas), halogenas ir
NO,;

labilios grupes - halogenas, SOsH, SO3M (kur M yra metalas),
NH,, pakeistas NHj, pavyzdziui NHR;, NR{R;
(kur R; ir R, yra tokia pati arba skirtinga grupe
ir §i grupe yra alkilo, alkiloksi arba hidroksialkilo
grup¢), COOH, CONH;, pakeista CONH,,
pavyzdziui CONHRj, CONR R, (kur R; ir R)
apibréztos anks¢iau) ir COOR3 (kur Rz yra
metalas arba alkilas).

Junginys pagal 4 punkta, besiskiriantis tuo, kad §is junginys turi bendra

formule:
X
B X"
(1D,
B B
C

kurioje X' yra SO3H, SO3;M (kur M yra metalas), halogenas, COQ (kur Q yra
hidroksilo, amino ar pakeista amino grupé¢, arba ORj grupe, kurioje Rj yra
metalas arba alkilas), NH,, pakeista NH,, NO, arba OH,

X" yra vandenilis, halogenas, glutationo arba nitro grupe,

kiekviena B grupé yra tokia pati arba skirtinga, ir yra vandenilis, halogenas arba
nitro grupe, ir

C yra vandenilis, nitro, amino (tame tarpe ir pakeista amino), halogeno, alkilo

arba glutationo grupe.
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Junginys pagal 4 punkta, besiskiriantis tuo, kad Sis junginys turi bendra

formule:
SO;H
A

(1ID),
B B

C

kurioje A yra vandenilis, halogenas arba glutationo grupg;

kickvienas B yra toks pats arba skirtingas ir yra vandenilis, halogenas arba nitro

grupe;

C yra vandenilis, nitro, amino (tame tarpe pakeista amino), halogeno, alkilo arba

glutationo grupé.

Junginys pagal 4 punktg, besiskiriantis tuo, kad $is junginys yra:
4-chlor-3,5-dinitrobenzensulfortigstis,
4-chlorbenzensulfortgstis,
2,5-dichlorbenzensulfortigstis,
4-amino-3,5-dinitrobenzensulforigstis,
3-nitro-4-metilbenzensulfortigstis,
2-chlor-3,5-dinitrobenzensulforiigstis,
2-glutationil-3,5-dinitrobenzensulfortigstis,
4-glutationil-3,5-dinitrobenzensulforugstis,
3-nitro-4-metilbenzensulforugstis,
3-nitro-4-chlorbenzensulforugstis,
2,4-dinitrobenzensulforugstis.

Junginys pagal 4 punktg, besiskiriantis tuo, kad $is junginys turi bendra

formule:
Hal

(IV),
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kurioje Hal reiskia halogena, o kickvienas B yra toks pats arba skirtingas ir yra
apibréztas 6 punkte.
Junginys pagal 8 punkta, besiskiriantis tuo, kad Sis junginys yra:
2.4-dinitrochlorbenzenas,
3.4-dinitrochlorbenzenas,
2,4-dinitrofluorbenzenas,
1,2-chlor-4,5-dinitrobenzenas,
1,3-chlor-4,5-dinitrobenzenas.
Junginys pagal 4 punkta, besiskiriantis tuo, kad Sis junginys turi bendra

formulg:

NG, NO,
V),

NG

kurioje E yra SO3H, SO3M (kur M yra metalas), NH; arba pakeista NH,
halogenas arba hidroksilo grupe.
Junginys pagal 10 punkta, besiskiriantis tuo, kad Sis junginys yra:

2.4, 6-trinitrofenolis (pikrino rtigstis),

2.,4,6-trinitroanilinas,

2 4,6-trinitrobenzensulforugstis.
Junginys pagal 4 punkta, besiskiriantis tuo, kad §is junginys turi bendrg

formule:

COQ '

(VD),

B B
G

kurioje B grupeés, kurios gali biiti tokios pacios arba skirtingos, ir yra apibréztos 6

punkte,
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G yra tokia pati grupé, kaip 5 punkte apibrezta C grupé, iSskyrus alkily ir
glutationa,
J yra vandenilis arba halogenas, ir
Q yra hidroksilo, amino ar pakeista amino grupé, arba ORj grupe, kurioje R3 yra
metalas arba alkilas.
2-Chlor-5-nitrobenzoiné riigstis, skirta panaudoti vézio ir virusiniy ligy gydymui ir
profilaktikai.
Junginys pagal 12 punkta, besiskiriantis tuo, kad Sis junginys yra:
2.4-dichlor-3,5-dinitrobenzoiné riigstis,
4-chlor-3,5-dinitrobenzoin¢ rugstis,
2,5-dichlorbenzoiné riigstis,
2,4-dinitrobenzoiné riigstis,
3,5-dinitrobenzoiné rugstis,
3-nitro-4-chloranizolas,
4-amino-3,5-dinitrobenzamidas.

Junginys pagal 4 punkta, besiskiriantis tuo, kad Sis junginys turt bendra

formule:
NH,
B B
(VID),
B B

B

kurioje B grupés, kurios gali biiti tokios pacios arba skirtingos, yra tokios, kaip
apibréztos 6 punkte, karu su jy amino pakeistais dariniais. :
Junginys pagal 15 punkta, besiskiriantis tuo, kadsis junginys yra:

2,6-dinitroanilinas,

2.4-dinitroanilinas,

3 5-dinitroanilinas,

2,4-dinitro-6-chloranilinas,

2,6-dinitro-4-chloranilinas,
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2-chlor-4-nitroanilinas,
2,4-dinitro-5-fluoranilinas.
Junginys pagal 4 punktg, besiskiriantis tuo, kad labili grupe jame yra Ziedo

vandenilis ir §is junginys turi bendra formulg:

NQ,
(VIID)

NG,
Junginys pagal 17 punkta, besiskiriantis tuo, kad Sis junginys yra:
1,2-dinitrobenzenas,
1,3-dinitrobenzenas,
1,4-dinitrobenzenas.
Junginys pagal 3 arba 4 punkta, besiskiriantis tuo, kad bent vienas X yra
parinktas iS:
labiliy pakaity grupés (iy) - 1 ar 2 halogeno grupés ir/arba NHj
arba pakeistos NHj , ir/arba COOH,
arba pakeistos COOH, ir/arba alkilo,
ir/arba SO3H/SO3M;
elektrofiliniy pakaity grupés 1 ar 2 nitro grupés ir/arba
(iy) - SO3H/SO3M, ir/arba 1 ar 2 halogeno
grupes.
Junginys véZio ar virusinés infekcijos sukelty ligy gydymui,besiskiriant is
tuo, kad §is junginys yra:
chlordinitrobenzensulforigstis,
chlorbenzensulforugstis,
dichlorbenzensulforigstis,
aminodinitrobenzensulforiigstis,
nitrometilbenzensulforiigstis,

glutationildinitrobenzensulforiigstis,
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nitrochlorbenzensulfortgstis,

dinitrobenzensulforagstis,
dinitrochlorbenzenas,
dinitrofluorbenzenas,

dichlordinitrobenzenas,

trinitrofenolis, pvz., pikrino rigstis,

trinitroanilinas,
trinitrochlorbenzenas,
trinitrobenzensulforugstis,
chlordinitrobenzoiné ragstis,
dichlorbenzoiné riigstis,
dinitrobenzoiné riigstis,
nitrochloranizolas,
aminodinitrobenzamidas,
dinitroanilinas,
dinitrochloranilinas,
chlornitroanilinas,

dinitrofluoranilinas.

Farmaciné kompozicija, besiskirianti
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tuo, kad jos sudétyje yra junginio

pagal bet kurj i§ 1 - 20 punkty ir farmacijai tinkamo skiediklio arba uZpildo.

Farmaciné kompozicija pagal 21 punkta, besiskirianti tuo, kad joje

skiediklis arba uZpildas yra vanduo.
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Fig. 1 ZIV antigeno ir toksisSkumo bandymai su RC
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Fig.3 2,4-dichlor-3,5-dinitrobenzoinés riigsties itaka MAC13 peliy

gaubtinés Zarnos adenokarcinomai, transplantuotai sc. Vaistai

duoti ip, naudojant iSskaidytos dozés rezima. 6 gyvuleliai grupéje

kontrolé

100mg/kg k. sv.
50mgrkg k. sv.
25my/kg K. sV.
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-~ 2-chlor-5-nitrobenzoinés riigsties jtaka MAC13 peliy gaubtinés

Fig.4
jarnos adenokarcinomai, transplantuotai sc. Vaistai duoti ip
kasdien. 6 gyvuléliai grupéje
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