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TIIVISTELMA

Atovakoni, parvakoni ja buparvakoni ovat patentinalaisia 2-hydroksi-1,4-
naftokinoneita, joilla on lddketieteellisid sovellutuksia. Tutkielmassa kasitelldan
yhdisteiden eri synteesimenetelmid, rakennemadritysti ja lddketieteellistd kayttod seka
ihmisilld ettd eldimilld. Patentinalaisuudesta johtuen yhdisteistd on saatavilla
niukanlaisesti kemiallista tietoa. Liséksi ainoastaan atovakonia on tutkittu laajalti
ladketieteellisestd nidkokulmasta johtuen sen monikéyttoisyydestd ihmisten lddkkeena.

Tastd syysta tutkielmassa on kisitelty vihemmaén parvakonia ja buparvakonia.

Kokeellisessa osassa yritettiin valmistaa parvakonin ja sappihapon konjugaatti
esteroimalld, eetteroimélli ja Friedel-Crafts -asyloinnilla. Mikéli konjugointimenetelmi
onnistuisi, voitaisiin sitd soveltaa myds heikosti elimistossd imeytyvdidn atovakoniin
yhdisteiden samankaltaisuuden vuoksi. Tami tavoite jdi kuitenkin saavuttamatta ja

havaittiin, ettd parvakoni on inertti yhdiste.
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ESIPUHE

Tadmin tutkielman kokeellinen osa on tehty lukuvuoden 2006-2007 aikana Jyvéskyldn
yliopiston orgaanisen kemian laitoksella. Kirjallinen osa on tehty syyslukukauden 2007
aikana. Liahdekirjallisuus on etsitty Sci-Finder Scholar -tietokannasta, Jyvdskyldn

yliopiston kirjaston tiedejulkaisuista seké lddkeainevalmistajien Internet-sivustoilta.
Erityiset kiitokset kuuluvat tutkielman valvojalle professori Erkki Kolehmaiselle sekd
tutkielman ohjaajalle Arto Valkoselle. Lisdksi tahtoisin kiittd4 koko orgaanisen kemian

henkil6kuntaa ohjeistuksesta ja avusta.

Lampimait kiitokset Jennille, vanhemmilleni ja ystivilleni tuesta.
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LYHENTEET

AIDS Hankittu immuunipuutosoireyhtyma
ATP Adenosiinitrifosfaatti

CAN Seriumammoniumnitraatti

DCM Dikloorimetaani

DHOD Dihydro-orotaatti dehydrogenaasi
DSA Kuivan olomuodon adsorptio

ESI-TOF MS Sihkosumutusionisointi-

lentoaikamassaspektrometria

HIV Ihmisen immuunipuutosvirus
FTIR Fourier-muunnosinfrapuna
MS Massaspektrometria
NMR Ydinmagneettinen resonanssi
S Singletti
d Dupletti
t Tripletti
m Multipletti
PCP Pneumokystiskeuhkokuume
PPTS Pyridinium-p-tolueenisulfonaatti
THF Tetrahydrofuraani
TFAA Trifluorietikkahappoanhydridi

TMP-SMX Trimetopriimi-sulfametoksatsoli




A. KIRJALLINEN OSA



1 JOHDANTO

2-Hydroksi-1,4-naftokinonien (1,4-naftaleenidionien) tutkiminen alkoi 1940-luvulla,
kun Fieser ja Richardson' etsivit korvaavaa malarialdéikettd kiniinille. Tdmé johti
yhdistelmdluokan laajempaan tutkimiseen, silli 3-alkyyli-2-hydroksinaftokinoneilla
havaittiin olevan alkueldinloisten vastaisia vaikutuksia. My6hemmin on osoitettu, ettéd
yhdisteiden lddkevaikutusmekanismi perustuu loisten mitokondrioiden hengitysketjun
inhiboimiseen.”® Tissa tutkielmassa keskitytdén hydroksinaftokinoneista atovakoniin,
parvakoniin ja buparvakoniin, koska niilld yhdisteilld on havaittu olevan eniten
lasketicteellisti  kayttoa.*  Atovakonia  kiytetddn  ihmisille  tarkoitetuissa
ladkevalmisteissa Mepron® ja Malarone®.™® Parvakonia kéytetdén nautacldinlaikkeissa
Parvexon” ja Fruvexon™.® Myos buparvakoni on nautaeldinten lddkeaine ja sitd

kiytetddn Butalex®-eldinlddkkeessd.” Yhdisteistd kdydddn ldpi syntetisointireitit,

karakterisointi sekd laaketieteelliset sovellutukset.

2 YLEISTA ATOVAKONISTA, PARVAKONISTA JA
BUPARVAKONISTA

Atovakoni, parvakoni ja buparvakoni (kuva 1) ovat 2-hydroksi-1,4-naftokinoneja,
joiden 3-hiileen on liittynyt sykloheksyylijohdannaisryhmd. Hydroksinaftokinonit ovat
bisyklisid aromaattisia yhdisteitd, jotka ovat hyvin hydrofobisia ja liukenevat ldhinna

vain poolittomiin liuottimiin ja rasvaliukoisiin aineisiin.

OH
o

Kuva 1. Atovakoni, parvakoni ja buparvakoni.



Atovakonin 3-hiileen on substituoitunut 4-(4-kloorifenyyli)sykloheksyyliryhmé ja
molekyylin [UPAC-nimi on 3-[trans-4-(4-kloorifenyyli)sykloheksyyli]-2-hydroksi-1,4-
naftokinoni. Se tunnetaan myos nimelld 566C80. Sen molekyylimassa on 366,837 g/mol
ja molekyylikaava C;H9ClOs. Molekyylin on patentoinut GlaxoSmithKline-
lagkeyhtid, joka kayttid siti Mepron®- ja Malarone®-lddkkeissaan (kohta 5.1.1).>°

Atovakonin cis-isomeeri ei ole lddkinnallisesti aktiivinen.

Parvakonin 3-hiileen on substituoitunut sykloheksyyliryhmi. Yhdiste on TUPAC-
nimeltddn 3-sykloheksyyli-2-hydroksi-1,4-naftaleenidioni. Parvakonia kutsuttiin ennen
993C:ksi. Sen molekyylimassa on 256,296 g/mol ja molekyylikaava C;sH;603.
Parvakonia kiytetddn patentinalaisesti karjaladkkeissi Parvexon™ ja Fruvexon®, joita

valmistaa Bimeda Export Ltd -lddkeyhtié (kohta 5.2.1)."*

Buparvakonin [UPAC-nimi on  3-trans-[(4-tert-butyylisykloheksyyli)metyyli]-2-
hydroksi-1,4-naftokinoni (tunnettiin ennen myds nimelld BW720C). Sen 3-hiileen on
substituoitunut trans-1-tert-butyyli-4-metyylisykloheksaaniryhma. Yhdisteen
molekyylimassa on 326,43 g/mol. Sarabhai Zydus Animal Health Limited -ld4keyhtio

kayttaa buparvakonia Butalex®-liskkeessadn (kohta 5.3.1).°

3 SYNTETIIKKA

Tésséd luvussa kuvataan vain trans-isomeerien synteesireitit, silld cis-yhdisteet eivét ole

bioaktiivisia.'°

3.1 Atovakonin synteesit

1.12 . o
* Ensimmadinen

Atovakonin synteesille 16ytyy lihdeaineistosta kaksi synteesireittia.'
synteesireitti (3.1.1) on kolmivaiheinen ja seitsenosainen. Se tuottaa 29 %
kokonaissaannon.'' Toinen synteesireitti (3.1.2) on kolmivaiheinen ja viisiosainen,
mutta sen kokonaissaanto on selkeésti edellistd heikompi. Ensimméiisen vaiheen saantoa
ei ole ilmoitettu, mutta toisen vaiheen saanto on vain 9 % joten kokonaissaanto on alle 9

12
%.



3.1.1 Syntetisointi 1,4-sykloheksaanidioni-mono-etyleeniketaalista

Antamalla 1-jodi-4-klooribentseenin reagoida butyylilitiumin kanssa halogeeni-
metallivaihdon avulla -60 °C:ssa saadaan aryylilittumkompleksi, joka toimii
karbonyyliadditioreaktiossa nukleofiilind.'"" Aryylilittumkompleksi reagoitetaan 1,4-
sykloheksaanidioni-mono-etyleeniketaalin  kanssa, jolloin muodostuu tertiaarinen
alkoholi 83 % saannolla (kuva 2). Reaktio voidaan tehdd myos aryylilitiumkompleksin
sijaan vastaavalla Grignardin reagenssilla, mutta télldin saannoksi saadaan vain 45-55
%. Refluksoimalla tuotetta PPTS:n kanssa 10 % asetoni—vesi-seoksessa miedolla
happohydrolyysilld saadaan 98 % saannolla ketonimuoto, joka reagoitetaan difosfori-
tetrajodidin kanssa, jolloin ketonimuodosta poistuu alkoholihappi'® ja muodostuu
sykloheksanonijohdannainen.'' Pelkistimalla sykloheksanonijohdannaista
natriumboorihydridilli ~ saadaan  trans-4-(4-kloorifenyyli)-1-sykloheksanoli, joka
asyloidaan  oksalyylikloridilla nopeasti  jddhdyttden trans-4-(4-kloorifenyyli)-
sykloheksyylioksaalihapoksi.

m & 7

o OH OH
t BuLi PPTS
—_—
: I
(@]
Paly 1. NaBH,
> > \O
) 0 o\ \”J\OH
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Cl)l\n’ J 0
o] =
H
Cl Cl

Kuva 2. Synteesi trans-(4-(4-kloorifenyyli)-sykloheksyylioksaalihapoksi."'

Kun  oksaalihappojohdannaista  hapetetaan =~ ammoniumpersulfaatilla  kiyttden
hopeanitraattia katalyyttind 2-kloori-1,4-naftokinonin kanssa CH,Cl,/CH3;CN/H,O-
seoksessa ja  apuna  kdytetddn  faasinsiirtokatalyyttia  metyylitrialkyyli(Csg-
Cio)ammoniumkloridia (Adogen” 464), saadaan 43 % saannolla atovakonin

prekursoria, jossa atovakonin 2-hydroksidiryhmin tilalla on kloori."" Tdméd muutetaan



kolmannessa vaiheessa atovakoniksi metanolissa refluksoiden kaliumhydroksidin avulla

(kuva 3)."* Tuote kiteytetdédn uudelleen kuumasta asetonitriilisti. Viimeisen vaiheen

saanto on 94 % ja kokonaissaanto 29 %."""

o Cl

1. Oksalaatti
/ Adogen 464 o)
2. NaOH o
Cl -
O

O

OH

Kuva 3. Atovakonin valmistus oksaalihappojohdannaisesta ja

2-kloorinaftokinonista.'"'*

3.1.2 Syntetisointi 4-(4-kloorifenyyli)sykloheksaani-1-karboksyylihapon avulla

Atovakoni voidaan syntetisoida myds valmistamalla 4-(4-kloorifenyyli)sykloheksaani-
1-karboksyylihappoa, joka reagoitetaan 2-kloori-1,4-naftokinonin kanssa. Synteesi on
kolmivaiheinen. Ensimmaéisessd vaiheessa muodostetaan karboksyylihappo, toisessa
vaiheessa komponentit yhdistetddn ja viimeisessd vaiheessa klooriryhmd muutetaan

hydroksyyliryhmiksi. Hudson'? kuvaa timin synteesireitin vuoden 1989 patentissaan.

4-(4-Kloorifenyyli)sykloheksaani-1-karboksyylihapon valmistus aloitetaan asyloimalla
syklohekseeni. Asetyylikloridin ja alumiinikloridin seosta sekoitetaan -50 °C:ssa
COy/oksitoli-hauteessa ja seokseen lisdtddn -50 asteista syklohekseenid tipoittain 10
minuutin aikana.'> Seoksen ldmpétila ei saa ylittdd -20 °C:tta lisiyksen aikana. Seosta
sekoitetaan 60 minuuttia, Tdmén jdlkeen liuotin dekantoidaan pois, jolloin jdi jéljelle
sykloheksaanikarboksyylihappo. Vilituotteeseen lisétddn klooribentseenid ja syntynytté
linosta kuumennetaan sekoittaen 40 °C:ssa kolme tuntia. Muodostunut seos kaadetaan
jdiden ja vékevin suolahapon seokseen. Orgaaninen faasi erotetaan ja pestddn 2 M
suolahapolla, 2 M natriumhydroksidilla ja vedelld. Kuivattu tuote tislataan vakuumissa,
laimennetaan petrolieetterilld, jadhdytetidn -6 °C:een ja kuplitetaan typpikaasulla,

kunnes muodostuu kiinted tuote, 1-(4-kloorifenyyli)-4-sykloheksyyli(metyyliketoni).



Ketoniyhdiste muutetaan natriumbromaatin avulla 4-(4-kloorifenyyli)sykloheksaani-1-
karboksyylihapoksi (kuva 4).'*"> Ketonituote liuotetaan dioksaaniin ja 0 °C
natriumbromaattia lisétddn liuokseen ja samalla huolehditaan, ettei seoksen ldmpdétila
ylitd 20 °C. Seosta sekoitetaan kuusi tuntia huoneenlimmossa ja sen annetaan seistd yon
yli. Ylimddrdinen natriumbromaatti tuhotaan natriummetabisulfaatilla ja seos tehddin
happamaksi, jolloin syntyy viritontd tuotetta, joka suodatetaan ja kiteytetdéin uudelleen

etanolista.'?> Vaiheen saantoa ei ole ilmoitettu.
(@) OH
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o

2. @—CI

3. NaBrO

Cl

Kuva 4. 4-(4-Kloorifenyyli)sykloheksaani- 1-karboksyylihapon valmistus.'?

Synteesin toisessa vaiheessa 2-kloori-1,4-naftokinoni liitetddn nukleofiilisen addition
avulla 4-(4-kloorifenyyli)sykloheksaani-1-karboksyylihapon kanssa.'> Ensimméisen
vaiheen tuotetta, 2-kloori-1,4-naftokinonia, ja hopeanitraattia refluksoidaan sekoittaen
asetonitriilissd. Veteen liuotettua ammoniumpersulfaattia lisdtdén tipoittain tunnin ajan
ja refluksoidaan kolme tuntia. Liuotin suodatetaan pois ja jdljelle jadnyttd tahmeaa
kiintedd ainetta uutetaan kahdesti kiehuvalla kloroformilla. Kloroformi poistetaan
haihduttamalla ja j&ddnnds liuotetaan kiehuvaan asetonitriiliin ja jéiljelle jdéneet
epapuhtaudet suodatetaan pois. Jadhtyessa muodostuu 2-[4-(4-

kloorifenyyli)sykloheksyyli]-3-kloori-1,4-naftokinonia 7 % saannolla.

Atovakoni saadaan edellisesti vilituotteesta hydroksyloimalla.'> Naftokinonin
dikloorijohdannaista refluksoidaan metanolissa ja veteen liuotettua kaliumhydroksidia
tiputetaan liuokseen 15 minuutin ajan. Kun liuos on muuttunut punaiseksi noin kuuden
tunnin kuluttua, sithen lisdtddn hieman védkevid suolahappoa tipoittain. Syntynyt sakka
suodatetaan ja tuote kiteytetdén uudelleen asetonitriilistd. Vaiheen saannoksi saadaan 91

% (kuva 5).
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Kuva 5. Atovakonisynteesin toinen ja kolmas vaihe.'?

3.2 Parvakonin synteesit
Parvakonin valmistamiseen 16ytyy lihdeaineistosta nelja eri synteesireittia.'®"
Kaksivaiheisen ja viisiosaisen Diels-Alder -reaktion kautta voidaan valmistaa

parvakonia 71 % kokonaissaannolla (kohta 3.2.1.2)."® Myés 14 % saannon tuottava

Diels-Alder -reitti on mahdollinen (kohta 3.2.1.1).

Parvakonia voidaan valmistaa di-isopropyylioksisyklobutendionista Grignardin reaktion
kautta 26 % kokonaissaannolla (kohta 3.2.2)." Synteesireitti on kolmivaiheinen ja
kahdeksanosainen.  Pentakarbonyyli[fenyyli(alkoksi)karbeenilkromia  ldhtdaineena
kéytettdessd parvakonia voidaan valmistaa kolmen eri menetelméin kautta (kohta
3.2.3)."® Kukin menetelmi on kaksivaiheinen ja kolmiosainen. Parhaan tuloksen antaa
ultraddnimenetelmd kun kéytetdén etoksikromikompleksia 1dhtdaineena, jolloin
kokonaissaannoksi muodostuu 46 %. Yksinkertainen, yhden vaiheen synteesireitti
radikaalireaktion avulla sykloheksaanista alkaen tuottaa 53 % kokonaissaannon (kohta

3.2.4)."

3.2.1 Syntetisointi Diels-Alder -reaktiona

Fieser'® kehitti 1,4-naftokinonien synteesireitteji 1940-luvulla ja yksi hinen
mielenkiintonsa kohteista oli parvakoni. Synteesien tavoitteina oli muodostaa Diels-
Alder -reaktion kautta tuotteita mahdollisimman véhin vilinvaihein. Parvakoni voidaan
muodostaa  p-bentsokinonista ja butadieenistd Diels-Alder -reaktion kautta
syntetisoimalla ~ 2-hydroksi-1,4-naftokinonia'® (kohta 3.2.1.1), johon liitetdin
sykloheksyyliryhmi 3-kohtaan.'®*° Toinen vaihtoehto on syntetisoida sykloheksyyli-p-



bentsokinonista ja butadieenistd 2-sykloheksyyli-1,4-naftokinonia (kohta 3.2.1.2), jonka
3-vety vaihdetaan hydroksyyliryhmiksi bromauksen kautta.'®

3.2.1.1 Syntetisointi sykloheksaanikarboksyylihaposta

Jadhdytettyyn etikkahappoon liuotettuun p-bentsokinoniin lisétddn butadieenid,
reaktioastia suljetaan ja liuoksen annetaan seisti kaksi vuorokautta, jolloin syntyy Diels-
Alder -reaktion kautta raakavilituote (kuva 6).'® Seos suodatetaan ja ylimédrdinen
butadieeni poistetaan suodoksesta ldmmittamalld. Vilituote isomerisoidaan suoraan
eristiméttd 5,8-dihydro-1,4-naftohydrokinoniksi lisddmalld liuokseen tina(Il)kloridia

16,21

suolahappoliuoksessa ja lammittdmalld liuosta 15 minuuttia. Tuote kerétddn

suodattamalla ja saannoksi muodostuu 88 %."°

Saatu vilituote liuotetaan kiehuvaan etikkahappoon. 100 °C:een liuokseen lisdtddn
veteen liuotettua natriumnitraattia, josta osa poistuu kaasumaisina typen oksideina.'®
Siksi nitraattiliuosta tdytyy ehka lisdtd uudelleen. Télloin hydroksyyliryhmét hapettuvat.
Kun keltainen liuos on muodostunut, annetaan sen jadhtyd 65 °C:een. Samanlampoista
natriumdikromaatin vesiseosta lisdtddn liuokseen rikkihappokatalyytin kanssa. Seoksen
lampotila pidetddn samana 45 minuutin ajan, jolloin muodostuu diaromaattinen 1,4-

naftokinoni. Seos kaadetaan jddvesiseokseen ja puhdistamatonta tuotetta saadaan 88 %

saannolla.

Syntynyt 1,4-naftokinoni liuotetaan etikkahappoanhydridiin ja syntyneeseen liuokseen
lisitdén booritrifluoridia, jolloin Thielen reaktion®* kautta liuokseen alkaa syntyi 1,2,4-
triasetoksinaftaleenikiteitd noin kahden tunnin kuluttua.'® Kiteet keritian suodattamalla

ja kiteytetddn uudelleen etikkahaposta. Saannoksi muodostuu 81 %.

Jadhauteella jddhdytettyyn metanoliin livotettuun natriummetoksidiin  lisétéén
triasetoksinaftaleenia. Seosta sekoitetaan tunnin ajan, kunnes muodostuu saippuoinnin
tuloksena punainen viri, joka tulee hydroksinaftokinonin natriumsuolasta.'® Suodatettu
suola liuotetaan kuumaan veteen ja happamoitetaan suolahapolla. Jdilld jadhdytettdessa
tuote kiteytyy. Tuote kiteytetdéin uudelleen etikkahaposta, jolloin saannoksi saadaan 88

%.
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Kuva 6. 2-Hydroksi-1,4-naftokinonin synteesi Diels-Alder -reaktion kautta.'®

Parvakoni muodostetaan liittdimélld 2-hydroksi-1,4-naftokinoniin sykloheksyyliryhma
sykloheksaanikarboksyylihapon radikaalin hapettavan dekarboksylaation® kautta (kuva
7).2° Synteesi on kuvattu kokeellisessa osassa (kohta 9.3.5). Tdmin vaiheen heikkous on

huonossa saannossa (25 %) seki vaikeahkossa puhdistamisessa.

Parvakonisynteesin kokonaissaanto on vain 14 % johtuen viimeisen vaiheen heikosta

saannosta (25 %).'%%

o o)
OH OH
Ag*/S,0%
_—
O
o) OH o) ‘

Kuva 7. Parvakonisynteesi sykloheksaanikarboksyylihaposta.*’
3.2.1.2 Syntetisointi sykloheksyylibentsokinonista

Synteesin alkuvaiheet ovat samantyyppisid kuin kohdassa 3.2.1.1. Etikkahappoon
liuotettua sykloheksyylibentsokinonia ja butadieenid reagoitetaan ja vilituote
isomerisoidaan 2-sykloheksaani-5,8-dihydro-1,4-naftohydrokinoniksi tina(I)kloridin
avulla happamissa olosuhteissa (kuva 8) kvantitatiivisella saannolla.'® T4dm4 hapetetaan

natriumnitriitilld ja natriumdikromaatilla 2-sykloheksyyli-1,4-naftokinoniksi (94 %
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saanto). Naftokinoni voidaan valmistaa myos reagoittamalla bentsokinonia butadieenin
kanssa etikkahapossa ja hapettamalla tuotteen natriumnitriitilld ja kromianhydridilla.

Tédmin synteesin saanto on kuitenkin edelld mainittua heikompi.

0) = B @) 7]
—_— —_—l
0]

O

e i
1.NaNO,
SO RE—100
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Kuva 8. 2-Sykloheksyyli-1,4-naftokinonin synteesi.'®

2-Sykloheksyyli-1,4-naftokinoni ja natriumasetaattia liuotetaan etikkahappoon.'®
Liuokseen lisdtddn bromia, reaktioastia suljetaan ja seoksen annetaan reagoida
seitsemdn pdivdd. Tdmén jidlkeen tuote saostetaan liuoksesta veden avulla.

Uudelleenkiteytys metanolista tuottaa bromattua tuotetta 80 % saannolla.

Bromattu naftokinoni muutetaan lopulliseen muotoon, 3-sykloheksyyli-2-hydroksi-1,4-
naftokinoniksi, nukleofiilisen aromaattisen substituutioreaktion kautta
natriumhydroksidin avulla.'® Bromattua sykloheksyylinaftokinonia ja
natriumhydroksidia refluksoidaan metanolissa tunnin ajan ja syntynyt parvakonin suola
muutetaan lopulliseen muotoonsa tekemaélld liuos happamaksi suolahapolla (kuva 9).
Saannoksi muodostuu 95 % ja synteesireitin kokonaissaannoksi 71 %. Se on selkedsti

parempi kuin edellisen Diels-Alder -synteesireitin 14 % saanto.

Kuva 9. 2-Sykloheksyyli- 1,4-naftokinonin muuttaminen parvakoniksi."®
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3.2.2 Syntetisointi di-isopropyylioksisyklobutendionista

Liebeskindin et al.** kehittimin synteesin avulla valmistettu 1,2-di-iso-
propyylioksisyklobutendioni  (di-iso-propyylioksisquaraatti) ~ voidaan  reagoittaa
sykloheksyylimagnesiumkloridin kanssa Grignardin reaktiolla ja téstd saatu addukti on
mahdollista edelleen reagoittaa fenyylilitiumin kanssa, jolloin saadusta viélituotteesta

1725 THF:aan liuotettuun -78

voidaan muokata parvakoni 26 % kokonaissaannolla.
asteiseen Z-1,2-di-iso-propyylioksisyklobutendioniliuokseen lisdtddn sykloheksyyli-
magnesiumkloridia."” 20 minuutin kuluessa syntyy 1,2-addukti, joka isomeroidaan
Folandin et al.* kehittimin menetelmén avulla lisdédmalli TFAA:a -78 °C:een
liuokseen (kuva 10). Télloin muodostuu Z-1-sykloheksyyli-2-iso-
propyylioksisyklobutendioni. Liuoksen annetaan ldmmet4 huoneenldmpdiseksi ja sithen

lisdtddan kylldistd ammoniumkloridiliuosta. Tuote uutetaan eetterilli. Muodostuu

keltaista 6ljyi 93 % saannolla.'’

i-Pr-o o) MgCl
/ 1.-78°C 0
@ | + > J
2. TFAA [ -78 °C @ |
i-Pr-O o)
i-Pr-O o)

Kuva 10. Squaraatin muokkausreaktiot.'

Fenyylilitium  liitetddn nukleofiilisen addition avulla syklobutendionin  4-
karbonyyliryhmiin, joka on 3-karbonyyliryhmii elektrofiilisempi.'” Synteesivaihe
suoritetaan samassa lampdtilassa kuin edellinenkin THF:ssa. Vaihe viimeistellddn
lisdadamailld liuokseen kylldistdi ammoniumkloridiliuosta. Tuote uutetaan seoksesta

eetterilld. Saadaan valkoista kiintedd (R)-enantiomeeria (kuva 11) 44 % saannolla.

Li
O 1.-78 °C o
+ >
@ || 2.NH,Cl/-78°c @ || [® <—>
N\ .
i-Pr-O O i-Pr-O \ /

OH

Kuva 11. Parvakonirungon prekursori.'’
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Vilituotteen hajottaminen kuumentamalla 135 °C:ssa 45 minuutin ajan tuottaa
diaromaattisen hydrokinonin, joka hapettuu ilman vaikutuksesta vilittomésti 3-
sykloheksyyli-2-iso-propyylioksi-1,4-naftokinoniksi (kuva 12)."” (R)-enantiomeeria
sisdltdva kolvi siirretddin 135 °C hiekkahauteeseen ja kolvista poistetaan ilma
typpivirran  avulla. 45  minuutin = kuluttua  ldhtéaine  on  muuttunut
isopropyylioksihydrokinoniksi. Kolvi jddhdytetddn ja tuotetta sekoitetaan eetteriin
liuotettuna kosketuksissa ilman kanssa. Neljain tunnin kuluessa muodostuu
isopropyylioksinaftokinoni 77 % saannolla. Edellisen vaiheen tuotteeseen, joka on
livotettu -78 °C:een DCM:ddn, lisdtddn tipoittain booribromidia DCM:ssi.
Jadhdytyshaude poistetaan ja liuosta sekoitetaan 40 minuuttia huoneenlammossa. Vettad
lisdtddn liuokseen ja seosta sekoitetaan 20 minuuttia. Téll6in muodostuu parvakoni

hydrolysoinnin kautta 81 % saannolla. Kokonaissaannoksi muodostuu 26 %.

O 1.135°C
4 —_—
@ | (R)< _> 2. limaa
i-Pr-O OH
1.BBry/-78 °C ‘
2.H,0/-78°C
2 HO

o]

Kuva 12. Parvakonin muodostaminen.

3.2.3 Syntetisointi pentakarbonyyli[fenyyli(alkoksi)karbeeni]kromista

Harrity et al."® tutkivat mahdollisimman hyvésaantoista synteesireittid parvakonille
kromikarbeenikompleksin kautta. He havaitsivat, ettd Détzin bentssyklisaatio®® tuottaa
hyvélld saannolla kahdesta kaupallisesti saatavasta ldhtdaineesta 2-sykloheksyyli-1,4-

naftokinonin, joka voidaan hapettaa parvakoniksi.®

Doétzin  bentssyklisaatioreaktiolle parvakonin syntetisoimiseen esitetddn kolme
erityyppistd reittid: DSA-menetelmén avulla, ultradsinen avulla tai perinteisesti
kuumentamisella.'® Kaikissa reiteissd on samat reagenssit, vain synteesiolosuhteissa on

eroa. Reagoittamalla pentakarbonyyli[fenyyli(metoksi)karbeeni]kromia tai
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pentakarbonyyli[fenyyli(etoksi)karbeeni]kromia sykloheksyylietyynin kanssa Harrity et
al.'"® ovat saancet syntetisoitua eri olosuhteissa 2-sykloheksyyli-1,4-naftokinonia.
Synteesien yhteydessd kdytetddn 1- ja 4-asemien alkoksi- ja hydroksyyliryhmien
hapettamiseen seriumammoniumnitraattia (CAN). Téamid tehdddn ilmoitettujen
menetelmien jélkeen ja sisdltyy saantoon. Hapetus suoritetaan liuottamalla vélituote
eetteriin, lisddmalld veteen liuotettua CAN:ia ja sekoittamalla seosta voimakkaasti 30
minuutin ajan huoneenldmpdétilassa. Tuote uutetaan eetterilld, kuivataan ja puhdistetaan

flash-kromatografialla kdyttden eluenttina 2:1 petrooli-DCM-seosta.

DSA-menetelmdd kéytettdessd metoksikromikompleksia, sykloheksyylietyynid ja
piidioksidia (silikaa) sekoitetaan keskendin eetterissi 5 minuutin ajan.'® Liuotin
poistetaan alipaineessa jddvesihauteen avulla varoen, ettei sykloheksyylietyynid poistu
reaktioasiasta. Jiljelle jadnyttd jauhetta kuumennetaan typpiatmosfidrissi 50 °C:ssa
neljd tuntia, jonka jdlkeen muodostuneesta vihertdviastid jauheesta uutetaan tuote 10:1
eetteri-metanoli-seoksella. Liuottimet poistetaan ja vélituote hapetetaan ylld kuvatun
CAN-menetelmidn mukaisesti. Muodostuu 2-sykloheksyyli-1,4-naftokinoni (kuva 13).

Vaiheen saanto on 68 %.

Etoksikromikompleksia kéytettdessi menetelmd on muuten samanlainen kuin
metoksikromikompleksia kdytettidessd, mutta sekoitusaika eetterissd on 10 minuuttia ja
jauheosiossa kuumennus tehddin 60 °C:ssa kahden tunnin ajan. Vaiheen saanto on 51
%. Perinteinen ~ kuumennusmenetelmd  eli  metoksikromikompleksin ~ ja
sykloheksyylietyynin kuumennus di-n-butyylieetterissd 70 °C:ssa 14 tunnin ajan tuottaa

72 % saannon.'® Etoksikromikompleksille ei ole ilmoitettu synteesii kuumentamalla.

Kayttamalld ultraddnimenetelmdd reaktioajat putoavat ja saannot paranevat.
Alkoksikromikompleksia ja sykloheksyylietyynid lisdtddn pieneen médrdin THF:aa ja
seosta kdsitellddn ultradénilld 25 minuutin ajan, jolloin saannoiksi saadaan 83 %
(l4htoaineena  metoksikromikompleksi) ja 91 %  (etoksikromikompleksi).
Ultraddnimenetelma tuottaa siis parhaan tuloksen vain pienelld méérélla liuotinta ja

nopealla reagoimisajalla.'®
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Kuva 13. Parvakonin valmistamiseen soveltuvat Dotzin bentssyklisaatioreitit.'®

Lopputuote eli parvakoni muodostetaan epoksidaation kautta.'® Limpiméin etanoliin
livotettua 2-sykloheksyyli-1,4-naftokinonia jiddhdytetddn, kunnes se alkaa saostua.
Veteen liuotettua vetyperoksidia ja natriumkarbonaattia lisdtddn liuokseen ja seosta
sekoitetaan noin 90 minuutin ajan, kunnes keltainen véri katoaa. Liuokseen lisdtddn
vettd, jolloin vilituote saostuu valkoisena sakkana. Tdméd uutetaan eetterilld, joka
poistetaan ja jiljelle jadnyt Oljy liuotetaan vikevddn rikkihappoon. Télloin havaitaan
viarinmuutos valkoisesta tummanpunaiseksi. Liuosta sekoitetaan tunnin ajan, jonka
jalkeen siihen lisdtddn vettd ja liuosta uutetaan eetterilld. Eetteri poistetaan, jolloin
jéljelle jaa tuote eli parvakoni (kuva 14). Vaiheen saanto on 51 %. Parvakonin
kokonaissaannoksi saadaan parhaassa tapauksessa 46 %, kun ldhtdaineena kiytetddn

etoksikromikompleksia ja menetelména ultraddnisynteesii.

~ ~

O O

H,0, o)
Na,CO; H,80,
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Kuva 14. Epoksidaatioreitti.'®

3.2.4 Syntetisointi sykloheksaanista

Erittdin yksinkertainen parvakonin syntetisointimenetelmi on reagoittaa sykloheksaani

ja  2-hydroksi-1,4-naftokinoni  di-tert-butyyliperoksidin ~ ldsnéollessa,  jolloin
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sykloheksaani liittyy naftokinonin 3-hiileen radikaalireaktion kautta (kuva 15)."”” Lampd
hajottaa di-tert-butyyliperoksidin kahdeksi radikaaliksi, joista toinen kaappaa
sykloheksaanilta vedyn jittden jdljelle sykloheksaaniradikaalin. Tamé kiinnittyy 2-
hydroksi-1,4-naftokinonin 3-asemaan saaden aikaan uuden radikaalin. Tdmén
naftokinoniradikaalin reagoidessa ensin di-tert-butyyliperoksidin ja sen jdlkeen

peroksidiradikaalin kanssa muodostuu parvakoni 53 % saannolla.

O o]
+ >
OH

o o}

OH

Kuva 15. Parvakonin radikaalisyntetisointireitti.'”

2-Hydroksi-1,4-naftokinonia, sykloheksaania ja di-tert-butyyliperoksidia kuumennetaan
125 °C:ssa 4-7 tuntia, jonka jdlkeen ylimdirdinen sykloheksaani haihdutetaan pois
pyordhaihduttimella. 2-Hydroksi-1,4-naftokinoni poistetaan liuottamalla tuote kuumaan
bentseeniin (johon tuote liukenee) ja suodattamalla. Tuote kiteytetddn sykloheksaanista.
Parvakonin sisdltdvd liuos konsentroidaan ja tuote kiteytetddan uudelleen

sykloheksaanista.

3.3 Buparvakonin synteesit

Lihdekirjallisuudesta 16ytyi vain yksi buparvakonin synteesireitti.”” Menetelmd on

yksivaiheinen ja kolmiosainen. Saantoa ei ole ilmoitettu.
3.3.1 Synteesi 2-kloori-1,4-naftokinonista

Buparvakoni voidaan valmistaa Hudsonin et al.*’ kehittimin menetelmén avulla.
Menetelmd on samantyyppinen kuin kohdan 3.2.1.2 parvakonisynteesin toinen vaihe;

reaktio tapahtuu radikaalin oksidatiivisen dekarboksylaation kautta.”

2-Kloori-1,4-naftokinonia, 2-(trans-4-tert-butyylisykloheksyyli)etikkahappoa ja
hopeanitraattia refluksoidaan voimakkaasti sekoittaen asetonitriilissd. Veteen liuotettua
ammoniumpersulfaattia lisatdéin hitaasti tipoittain seokseen tunnin aikana.”” Tunnin

refluksoinnin  jélkeen seos jddhdytetddin ja saatu vélituote (2-((trans-4’-tert-
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butyylisykloheksyyli)metyyli)-3-kloori-1,4-naftokinoni) kaadetaan jiihin. Syntynyt
keltainen sakka suodatetaan ja pestddn vedelld. Sakka liuotetaan kuumaan
etyyliasetaattiin ja liuoksen jddhtyessd vilituote kiteytyy. Vilituotteen kloori-ryhmé
substituoidaan hydroksidiryhméksi kaliumhydroksidia kiyttden. Vesi-dimetoksietaani-
seokseen liuotettua vilituotetta refluksoidaan ja liuokseen lisdtdén veteen liuotettua
kaliumhydroksidia 10 minuutin aikana. Refluksointia jatketaan 15 minuutin ajan, jonka
jélkeen liuos jddhdytetddn huoneenldmpdtilaan ja tehdddn happamaksi vikevilla

suolahapolla, jolloin tuote kiteytyy keltaisena sakkana (kuva 16).

0
+ -
o=( : :
Cl OH
o o)
1. Ag"/ S,04% O‘ >
2. KOH
3. HCl OH
0

Kuva 16. Buparvakonin synteesireitti.”’

Jos synteesi tehddén 2-(4-tert-butyylisykloheksyyli)etikkahaposta, syntyy 1:1-suhteella
raseeminen Cis/trans-seos. Tdmd voidaan muuttaa lihes tiydellisesti trans-muotoon.*’
Raseeminen seos liuotetaan véikevddn rikkihappoon ja kuumennetaan liuosta 70 °C:ssa
21 tuntia. Sen jdlkeen seos viilennetdén, kaadetaan tipoittain jadvesiseokseen ja lopuksi
kiteytetdin uudelleen tai puhdistetaan pylvdskromatografialla. Tdémé prosessi tuottaa

99,9 %:sesti trans-isomeeria eli buparvakonia.

4 RAKENNEMAARITYS

4.1 Hydroksinaftokinonien rakennemiiritys

Hydroksinaftokinonien rakennemédritystd on tutkittu laajasti. Myds tdmén
kirjallisuustutkimuksen aiheena olevien molekyylien rakennetta on tutkittu, mutta

patentinalaisina niistd 10ytyy hyvin vidhdn rakennemaiiritykseen liittyvaa tietoa. Tassé
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luvussa tarkastellaan paitsi atovakonin, parvakonin ja buparvakonin myo0s joidenkin

niiden analogien karakteristisia piirteité.
4.2 NMR-spektroskopia

Atovakonin NMR-tietoja ei ole saatavilla. Solorio-Alvaradon et al.'” synteesiohjeissa
ilmoitetaan parvakonin '"H NMR-siirtymit (CDCls, 200 MHz). Sykloheksyyliryhmin
vetyjen piikit ndkyvédt rykelménd siirtymidlld 6 = 121 - 2.05 (m, 10 H).
Sykloheksyyliryhmdn  substituoituneen  hiillen vety on  vuorovaikutuksessa
sykloheksyyliryhmén aksiaalisten ja ekvatoriaalisten vetyjen kanssa. Siksi se antaa
tripletin tripletin siirtymailld 6 = 3,07 (tt, 1H). Hydroksyyliryhméi antaa piikin siirtymalld
O = 7.43 (s, 1H). Naftokinonirungon vedyt ndkyvét piikkirykelmind aromaattisella
alueella & = 7.60 - 7.80 (m, 2H) ja 8.02 - 8.16 (m, 2 H). Myds Harrityn et al.'®
synteesiohjeissa ilmoitetut siirtymédt (400 MHz, CDCl;) sekd tdmén tutkielman
kokeellisessa osuudessa (kohta 11.10; liite 2) ilmoitetut tulokset ovat yhtenevid

havaintojen kanssa.

Harrity et al.'® ilmoittavat myos parvakonin “C NMR-siirtymit (100 MHz, CDCl3).
Sykloheksyyliryhmin hiilet ndkyvét siirtymilld 6 = 26.2, 27.0, 29.4 ja 32.5, joista 26.2
ja 27.0 siséltdvat kaksi hiiltd. Naftokinonirungon 6,9-hiilet ndkyvdt aromaattisella
alueella & = 126.1 ja 127.1 ja substituoitunut 3-hiili siirtymdlla 6 = 128.1.
Naftokinonirungon vedyttomat 5,10-hiilet tuottavat piikit siirtymilld 6 = 129.4 ja 132.9
ja 7,8-hiilet siirtymilld 6 = 133.4 ja 135.1. Hydroksyyliryhméén kiinnittynyt 2-hiili
ndkyy siirtymélld & = 153.0 ja karbonyylihiilet 6 = 182.2 (1-hiili) ja 184.8 (4-hiili).

1
.Y

Solorio-Alvaradon et al.”" tulokset ja kohdan 11.10 (my0s liite 3) ilmoitetut tulokset

varmistavat nima havainnot.

Buparvakonin NMR-tietoja ei ole saatavilla, mutta samankaltaisen molekyylin, 3-
(trans-4-tert-butyylisykloheksyylimetyyli)-2-metoksi-1,4-naftokinonin, 'H  NMR-
siirtymét (500 MHz, CDCl;) on ilmoitettu Mintylén et al.?® artikkelissa, joka kisittelee
buparvakonin oksiimijohdannaisia. Tdmin molekyylin tertiaarisen butyyliryhmén
metyyliryhmét antavat yhden piikin siirtymilld 6 = 0.81 (s, 9H). Sykloheksaanirenkaan
4-hiilen vety seki renkaan aksiaaliset vedyt nikyvét siirtymalld 6 = 0.82 - 1.10 (m, SH),
1-hiilen vety 6 = 1.49 (m, 1H), ekvatoriaaliset vedyt 6 = 1.74 (m, 4H) ja naftokinonin 3-

asemassa kiinni olevan metyleenihiilen vedyt & = 2.50 (d, 2H). Seuraavat tiedot
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poikkeavat todenndkodisesti buparvakonin NMR-tiedoista, silld hydroksyyliryhméan
tilalla on metoksiryhmi, joka muuttaa protonien siirtymid aromaattisella alueella.
Metoksiryhmai antaa siirtymén & = 4.11 (s, 3H) ja naftokinonirungon vedyt 6 = 7.69 (m,
2H) sekd & = 8.05 (m, 2H).

4.3 IR-spektroskopia

Atovakonin ja buparvakonin IR-tietoja ei ole saatavilla. Parvakonin hydroksyyliryhma
nikyy keskivoimakkaana piikkind IR-spektrissi alueilla 3680, 3595 ja 3520 cm™ (FTIR,
CH:Cla, Umay).'® Alifaattiset sykloheksyyliryhmén C-H-venytykset tuottavat voimakkaat
piikit kohtiin 2930 ja 2867 cm™ ja karbonyyliryhmit nékyvit voimakkaana piikkini
alueella 1671 cm™'. Aromaattiset C=C-venytykset tuottavat voimakkaan piikin alueella

1596 cm™.
4.4 Massaspektrometria

Parvakonin kaltaisen 2-sykloheksyyli-1,4-naftokinonin massaspektri on analysoitu
kokeellisessa osassa (kohta 11.17), joka on liitteend 7 (ESI-TOF MS). Yhdisteen
molekyyli-ionipiikki on m/z = 240. Seuraava iso piikki on kohdassa m/z = 172. Toinen
iso piikki on kohdassa m/z = 144.

4.5 Muut karakteristiset tiedot

Parvakonin sulamispisteeksi ilmoitetaan 133-135 °C'” ja 136-137,5 °C". Buparvakonin
sulamispiste on 180-182 °C.*” Buparvakonin sekid buparvakonin kuparikompleksin
rontgenkristallografialla madritetyt yksikiderakenteet tunnetaan.” Kuparikompleksi
muodostuu Cu*"-ionista, kahdesta buparvakoni-ionista ja kahdesta etanolimolekyylisti.
Buparvakonin 1-karbonyylihappi ja deprotonoitunut hydroksyylihappi muodostavat

sidoksen kupari-ionin kanssa.
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5 LAAKETIETEELLINEN KAYTTO

Hydroksinaftokinonien tutkiminen lddketieteelliseen kdyttéon alkoi 1940-luvulla, kun
toisen maailmansodan aiheuttama pula kiniinistd, jota kdytettiin malariaa vastaan, johti
potentiaalisten uusien malarialdikkeiden kehittimiseen ja tutkimiseen.! Noin
kolmensadan syntetisoidun kinonin joukosta osan huomattiin olevan parempia malarian
yhté lajia, ankoilla esiintyvad Plasmodium lophuraeta, vastaan kuin kiniini. Kinoneista
usealla oli oraalisesti nautittuna bioaktiivisuusongelmia: pédasiassa huono absorptio ja

aineen nopea metabolisointi elimistdssa.’*

Naissé tutkimuksissa ei kuitenkaan kéynyt
ilmi potentiaalisten l4ddkeaineiden tehokkuus ihmisen malarialoista Plasmodium
falciparumia vastaan. Vasta Hudsonin et al.** tekemissi tutkimuksissa 1991 havaittiin,
ettd atovakoni oli ainoa hydoksinaftokinonijohdannainen, joka oli tehokas P.
flaciparumia vastaan in vitro -kokeissa sekd inertti ihmisen maksan mikrosomeille.
Nykyddn atovakonia myydéddn lddkkeeksi malariaa vastaan Malarone®-nimelld.’

Valmiste sisiltdd myos proguaniiliyhdistetti (kohta 5.1.4).>

Atovakonia on tutkittu rottakokeilla profylaksina (ennaltachkdisevdnd hoitokeinona)
PCP-infektiota eli pneumokystiskeuhkokuumetta vastaan 1980-luvun loppupuolelta

1.3 ovat todistaneet vuonna 1991, ettd ladkeaine on tehokas

alkaen.”® Falloon et a
parannuskeino PCP-infektioon ihmisilld. Sitd on kéytetty sekd lddkkeend ettd
profylaksina vuodesta 1992 lihtien Mepron®-nimelli (kohta 5.1.5).°*> Atovakonin
tehoa myos toksoplasmoosia vastaan on testattu alun perin hiirikokeilla vuonna 1990.*
Onnistuneet tulokset johtivat useisiin kliinisiin tutkimuksiin.’’ Nykyééin atovakoni on

kiytossd toksoplasmoosin hoidossa (kohta 5.1.6). Atovakoni on lddkkeend myos

harvinaista babesioosia vastaan (kohta 5.1.6).*®

Myos parvakonia on tutkittu 1940-luvulta alkaen, mutta silld ei ole malarian vastaisia

vaikutuksia.! Kuitenkin 1970-luvun lopulla sen huomattiin olevan tehokas ladke

39-41

naudoilla esiintyvéé theilerioosia vastaan (kohta 5.2.2). Muita hoitokohteita silld ei

nykyéddn ole.

Buparvakoni on parvakonin tapaan tehokas lddkehoito theilerioosiin. Tamén liséksi silld

39,42

voidaan ennaltachkéistd em. tautia (kohta 5.3.2). Buparvakonilla voidaan myos
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hoitaa ja ehkéistd trooppista theilerioosia, joka on niin ikddn nautaeldinten sairaus

(kohta 5.3.3).*** Buparvakonilla ei ole muita l4éketieteellisid sovellutuksia.

5.1 Atovakonin liddketieteellinen kiytto

5.1.1 Yleista

Atovakonin tehoa on tutkittu padasiassa ihmisilld esiintyvid alkueldinloistauteja vastaan.
Téastd johtuen eldinlddketieteellistd informaatiota on niukasti, ja tdmd kappale

kisitteleekin vain ihmisilla esiintyvid tauteja.

GlaxoSmithKline-1ddkeyhtido valmistaa ja markkinoi atovakonipohjaista ldékeainetta,
jonka kaupallinen nimi on Mepron®.® Lidike on tarkoitettu PCP-infektion ja
toksoplasmoosin hoitoon sekd profylaksiaan. Sama liddkeyhtid valmistaa my0s
malarialddketti Malarone®, joka sisdltdd atovakonin lisdksi proguaniili-yhdistetts.’
Atovakonin kéyttod rajoittaa sen kallis hinta. Siksi sitd kéytetdén yleensd vain, jos

halvemmat ldidkkeet eivit tehoa.

5.1.2 Toimintamekanismi

Atovakoni on tehokas lddkeaine yksisoluisten loisten aiheuttamia sairauksia vastaan.**
Sen tehokkuus perustuu loisen mitokondrion sisékalvolla olevan sytokromi bc;-
entsyymikompleksin inhibointiin.>** Sytokromi bc,-kompleksi eli kompleksi III on
mitokondrioiden sisdpinnalla sijaitseva sytokromireitin elektroninsiirtdja ja oleellinen
osa soluhengitysta ja siten energiantuotantoa. Sytokromi bc; on sytokromi b:sté ja c;:std
koostuva dimeeri, jonka alayksikdiden koostumukset vaihtelevat elidlajeittain. Lisdksi
kompleksiin kuuluu mm. Rieske-proteiini, joka siséltdd rauta-rikkiosan. Kompleksin
inhibointi estdd elektronien siirtimisen hengitysketjussa ja romahduttaa mitokondrion
kalvopotentiaalin, jotka estdvdit malarialoista tuottamasta nukleiinihappoja ja
adenosiinitrifosfaattia.> Inhibointi on erittiin selektiivinen tiettyjen loiselididen
sytokromikomplekseille.> Se ei vaikuta isinnin (nisikkdin) omien eikd myoskédin

. . . . . .. .. cee e 422310
esimerkiksi suolistobakteerifaunan mitokondrioiden toimintaan merkittavasti.”
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Atovakoni on ubikinonin eli koentsyymi Q10:n rakenneanalogi (kuva 17).? Ubikinoni
on elektroninsiirtdjamolekyyli, joka pelkistyneessd muodossaan (ubikinoli, kuva 17)
sitoutuu sytokromi bc; -kompleksiin ja siirtdd elektroneja mitokondrion sisdkalvolla
sijaitsevalle sykokromi ¢ -kompleksille samalla hapettuen ubikinoniksi (kuva 18).*

Sytokromi bc; katalysoi titd prosessia ja siirtid samalla protoneja kalvojen lipi.*’

0O OH

o CH 0 CH
HaC” S 2e +2HY  H,e” s

HaC<

HAC
o) X H ¥o X H

o CHs 10 OH CH3 10

Kuva 17. Ubikinonin ja ubikinolin rakennekaavat.
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MITOKONDRIO
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Kuva 18. DHOD luovuttaa kaksi elektronia ja protonia ubikinonille (Q), joka pelkistyy
ubikinoliksi (QH;). Ubikinoli sitoutuu sytokromi bc; -kompleksiin (K III), joka

katalysoi ubikinolia luovuttamaan kaksi elektronia sytokromi ¢ -kompleksille (C).

Kessl et al.? ovat tutkineet atovakonin sitoutumista sytokromi bc; -kompleksiin kiyttien
sijaisisdntdnd Saccharomyces cerevisiae -hiivaa. Hiivan ja Plasmodiumin seka
Pneumocystis jirovecin sytokromi b:t ovat hyvin samankaltaisia. Liséksi hiivan

entsyymi on helposti puhdistettavissa ja sen kiderakenne on tunnettu.*®

Stigmatelliini (kuva 19) on kilpaileva inhibiittori, joka sitoutuu ubikinolin
sitoutumispaikkaan bc; -kompleksissa.” Stigmatelliinin bentsopyranoniosa sitoutuu

hiivan bc, -kompleksin sytokromi b:n Glu*"*ryhmiin hydroksyyliryhmalldian ja
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Rieske-proteiinin ~ His'*'-ryhmédian  karbonyyliryhmillddn.*®  Atovakoni  sitoutuu
samankaltaisen rakenteen vuoksi samaan ubikinolin hapetuspaikkaan. Se on siis
stigmatelliinin tapaan entsyymin kilpaileva inhibiittori.> Atovakoni sitoutuu bc; -
kompleksiin muodostamalla hydroksyyliryhmilldan vetysidoksen Rieske-proteiinin
His'®'-typpeen ja 4-karbonyyliryhmillddn vesimolekyylin kautta vetysidoksen

272

sytokromi b:n Glu™“-ryhmén kanssa (kuva 20). Tdmé tarkoittaa, ettd naftokinonissa

pitdd olla kiinni 2-hydroksyyliryhm4, jotta se voisi inhiboida kompleksia.

' N/
H181
L M Atovaquo n;v

Fe-5 eluster ' "

Kuva 20. Atovakonin sitoutuminen sytokromi bc; -kompleksiin.” Sytokromi b -

kompleksi nidkyy kuvassa vaaleansinisend ja Rieske-proteiini kuparinvérisend.

Normaalisti elektronit siirtyvidt solulimasta sytokromi bc; -kompleksin kautta
mitokondrion sisdosiin. Tdmid tuottaa mitokondrion sisd- ja ulkopuolen vilisen

kalvopotentiaalin. Kun atovakoni sitoutuu kompleksiin, loisen mitokondrion
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kalvopotentiaali romahtaa.” Timid lakkauttaa ATP-synteesin, joka johtaa loisen

kuolemaan.

Atovakoni inhiboi my0s pyrimidiinisynteesid, josta seuraa DNA-synteesin
pysdhtyminen ja loinen ei pysty endd lisddntymédian.”® Atovakoni inhiboi dihydro-
orotaatti dehydrogenaasia (DHOD, kuva 18), joka normaalisti siirtdd elektroneja ja
protoneja ubikinonille, joka pelkistyy ubikinoliksi. Tédssé tilanteessa ubikinoni ei pysty

pelkistyméén ja samalla ATP-synteesi hidastuu tai pyséhtyy.

Atovakoni on selektiivinen loisen mitokondrioille eikd silld ole huomattavaa vaikutusta
isdnndn mitokondrioiden kalvopotentiaalille. Se ei siis vaikuta nisdkkdiden
mitokondrioiden toimintaan.”>'° Sytokromientsyymit ovat mitokondrion DNA:sta
koodattuja. Mitokondrion DNA-polymeraasi ei oikolue kopioitua DNA-sidiettd yhtd
tehokkaasti kuin iséntisolun DNA-polymeraasi replikoidessaan DNA:ta.* Tdm4 altistaa
sytokromit herkésti mutaatioille ja siitd johtuen atovakonia vastaan voi kehittyd nopeasti

resistenssi.

5.1.3 Imeytyminen ja metabolia ihmisessi

Atovakonia kiytettiin sen ilmestyttyd markkinoille vuodesta 1992 ldhtien tablettina,
mutta sen huonon ja epiluotettavan biosaatavuuden takia sen annostelemiseen alettiin
kéyttdd pienen partikkelikoon atovakonisuspensiota vuodesta 1999 lihtien Mepron®-

. . 6,51
ladkkeessa.”

Tadma parantaa atovakonin imeytymistd kaksinkertaisesti tablettimuotoon
verrattuna.® Rasvaisen aamiaisen syominen 45 minuuttia ennen 500 mg
atovakonitabletin ottamista lisdd atovakonin kédyrdn alle jadavin alueen (AUC)
keskiarvoa veriplasmassa 3,3-kertaisesti ja veriplasman lddkekonsentraatiomaksimia
(Cmax) 5,4-kertaisesti verrattuna ryhméédn, joka ei syonyt ladkkeen nauttimisen
yhteydessi.”' Ladkesuspension nauttiminen rasvaisen ruoan kera myds parantaa
atovakonin imeytymistd kaksinkertaistaen sen verikonsentraation 15 pg/ml:sta 30
pg/ml:aan 750 — 1500 mg annoksilla verrattuna lddkesuspension nauttimiseen ilman

. . . 6.51
rasvaista materiaalia.™

Atovakoni sitoutuu yli 99,9 % veriplasman proteiineihin.’ Lidkeaine ei kulkeudu
verisuonissa vapaasti vaan kuljetusproteiineihin sitoutuneena. Sen puoliintumisaika

pitenee, jolloin lddke vaikuttaa pidemmén aikaa kuin, jos se kulkisi vapaana
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verisuonissa. Atovakoni ei kuitenkaan syrjdytd toisia voimakkaasti proteiineihin

sitoutuvia lddkeaineita; atovakoni on turvallinen aine kdyttdd muiden lddkkeiden kanssa.

Atovakoni ei tuhoudu aktiivisesti munuaisissa eikd maksassa ja vain alle yksi prosentti
siitd poistuu elimistdstd virtsan mukana.>>* Y1i 94 % atovakonista poistuu elimistosti
enterohepaattisen kierron avulla ulosteiden mukana kolmen viikon aikana. Normaaleilla

annostuksilla atovakonin puoliintumisaika kehossa on 51-77 tuntia.

5.1.4 Atovakoni malarian hoidossa

Malaria on Plasmodium-suvun alkueldinten eli malarialoisten aiheuttama kuumetauti
nisdkkailld. Thmisilld malarian aiheuttaa padasiassa P. falciparum -loinen, mutta myos
P. vivax, P. ovale ja P. malariae ovat taudin aiheuttavia malarialoisia.’> Malaria on eris
maailman yleisimmisti tartuntataudeista ja sitd esiintyy trooppisissa ja subtrooppisissa
osissa Aasiaa, Eteli-Amerikkaa ja Saharan eteldpuoleisessa osassa Afrikkaa.”*
Malariaan sairastuu vuosittain 400900 miljoonaa ihmistd, joista yhdestd kolmeen
miljoonaa ihmistd kuolee joka vuosi. Tautiin ei ole olemassa rokotusta, vaan malariaa
hoidetaan joko ennaltachkdisevisti tai vasta tartunnan saatua ladkkeilli. Malariaan
kuitenkin kehittyy resistenssejd kantoja. Tastd johtuen wuusia ladkkeitd ja

ladkeyhdistelmid tutkitaan jatkuvasti.

Kun malariaa kantava hyttynen pistdd ihmistd, malarialoiset siirtyvit verenkierron
kautta maksasoluihin, joissa ne lisddntyvit suvuttomasti.”> Maksasolusta purkautuu
tuhansia jalkeldisid, jotka siirtyvdt verenkiertoon ja aloittavat uuden vaiheen
malariatartunnassa infektoiden punasoluja. Punasoluissa malarialoiset lisddntyvit taas
suvuttomasti ja purkautuvat isdntdpunasoluista tuhoten ne, ja jatkavat tatd syklid uusissa
punasoluissa. Téstd seuraa malarialle tyypilliset anemian tyyppiset oireet. Atovakoni

tehoaa juuri punasoluvaiheen malarialoisia vastaan.

Ladkkeelld todetaan olevan parantava vaikutus malariaa vastaan, kun malarialoista ei
16ydy verisuonista seitsemdn pdivén kuluessa hoidon alkamisesta ja tauti ei uusiudu 28
péivin kuluessa.®> Atovakoni on tehokas lddikeaine malariaa vastaan ja se on todettu

tehokkaaksi tautia aitheuttavia Plasmodium-suvun alkueldimii vastaan.
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Malarian hoitoon kehitetyt lddkkeet, kuten kiniini, Fansidar (sulfadoksiinin ja
pyrimetamiinin seos), meflokiini ja doksisykliini, ovat osoittautuneet ajan myota joko
tehottomiksi tai niilli on liikaa sivuvaikutuksia.* Niiden tilalle on etsitty uutta
tehokasta ja turvallista lddkettd. Tdma on johtanut atovakonin kehittimiseen. Atovakoni
on tehokas malarialddke, mutta sen kdyttdminen yksinddn johtaa taudin uusiutumiseen
ja mahdollisesti resistanssin syntymiseen.”® 33 %:lla atovakonilla ladkityistd
malariapotilaista malaria uusiutui ja uusiutumisen aiheuttaneiden loisten
atovakoninsietokyky oli jopa 1000-kertainen.”® Resistenssin aiheuttaa mutaatio CYT b-
geenissd, joka koodaa sytokromi b:td. Yhteensd 89 potilaalla suoritetussa viidessd eri
tutkimuksessa atovakonin parannusteho oli 66 %, joskin keskiarvoa laski 500 mg:n

kerta-annoshoito 25 % parannusteholla (taulukko ).

Taulukko 1. Atovakonin tehokkuus malariaa vastaan®>

Tutkimus | Atovakonin annostus (mg) Koehenkiloiti | Parannusteho (%)
115-003 500x 1 8 25
115-005 750 x 4 x 4 vrk 25 72
115-003 750 x 4 x 9 vrk 4 75
115-005 750 x 4 x 21 vrk 23 61
115-012 | 750 x4 x 21 vrk 29 76
Yhteensa 89 66

Kun atovakonia kéytetddn toisen malarialddkkeen, proguaniilin (proguaniili-
hydrokloridi, kuva 21), kanssa, niiden yhteisvaikutus on synerginen ja estdd resistenssin
syntymisti.*>>’ Atovakonin ja proguaniilin yhdistelmd on kaupallisesti saatavana

ldikkeend Malarone®

-nimelld malariaa vastaan. Se sisdltdd 250 mg atovakonia ja 100
mg proguaniilihydrokloridia per annostabletti. Sen suositeltu annostelu on kolmesti
piivissdé kolmen pdivdn ajan.’ Malarone® on todettu turvalliseksi ja erdiksi
tehokkaimmaksi  nykyiseksi malarialdskkeeksi.”> 505 potilaalla  suoritetuissa
tutkimuksissa Malaronen®™ parannusteho akuuttia malariaa vastaan todettiin olevan 99 %
(taulukko 2).**** Malarone® on my®s erittdin tehokas profylaksi malariaa vastaan
(taulukko 3), jossa ennaltachkdisevd ladkitys on jatkuvaa. Atovakoni-proaguniili -
yhdistelma ei kuitenkaan ole vélttamatta tehokas ladke muita Plasmodium-suvun loisten
aiheuttamaa malariaa vastaan. Esimerkiksi P. vivax ja P. ovale loisten aiheuttamaan

malariaan  Malarone® tehoaa, mutta tauti uusiutuu ellei ohessa kiytetd

primakiinifosfaattipohjaista ladkettd.**
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Kuva 21. Atovakoni ja proguaniili, Malarone®-lddkkeen vaikuttavat aineet.

Taulukko 2. Atovakonin ja proguaniilin tehokkuus hoitokeinona malariaa vastaan**

Tutkimus Annostus (atovakoni / Koehenkiloiti | Parannusteho
proguaniili, mg) (%)
Thaimaa, 1996 1000/400 x 3 vrk 24 100
Gabon, 1996 1000/400 x 3 vrk 63 87
Brasilia, 1997 1000/400 x 3 vrk 77 99
Thaimaa, 1998 Painon mukaan x 3 vrk 26 100
Thaimaa, 1999 1000/400 x 3 vrk 79 100
Sambia, 1999 1000/400 x 3 vrk 80 100
Kenia, 1999 Painon mukaan x 3 vrk 81 94
Filippiinit, 1999 | Painon mukaan x 3 vrk 54 100
Ei-immuunit 1000/400 x 3 vrk 21 100
turistit, 2000
Yhteensa 505 99
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Taulukko 3. Atovakonin ja proguaniilin tehokkuus profylaksina**

Tutkimus Annostus (atovakoni / Koehenkiloitd | Profylaktinen teho
proguaniili, mg) (%)

Kenia, 1998 250/100 x 1/vrk 54 100

Gabon, 1998 Painon mukaan x 1/vrk 115 100

Sambia, 1999 250/100 x 1/vrk 102 95

Ei-immuunit 250/100 x 1/vrk 501 100

turistit, 2000

Ei-immuunit 250/100 x 1/vrk 489 100

turistit, 2001

Etela-Afrikka, 250/100 x 1/vrk 113 99

1999

Yhteensa 1374 99,8

5.1.5 Atovakoni PCP-infektion hoidossa

Pneumokystiskeuhkokuume (eng. Pneumocystis pneumonia, PCP) on Pneumocystis
jiroveci -hiivamaisen sienen aiheuttama keuhkokuumeinfektio.”® Taudinaiheuttaja
tunnettiin ennen nimelld Pneumocystis carinii rotilla tehtyjen kokeiden perusteella.
Myohemmin ihmisilld esiintyvin elion todettiin olevan toista lajia. Vaikka ainoastaan P.
jiroveci:td esiintyy ihmisissd, kumpaakin nimitystd kaytetddn vield yleisesti
taudinaiheuttajan nimend. Taudinaiheuttajan kuviteltiin myds virheellisesti olevan
alkueldin. PCP:td esiintyy pddasiassa vain AIDS:ia sairastavilla tai ihmisilla, joilla on
muuten heikko immuunijdrjestelmd, kuten aliravituilla vauvoilla ja vanhuksilla. P.
jiroveci:td esiintyy kaikkialla maailmassa maaperdsséd ja vesistdissd. PCP:n ei uskota

levidvan ihmisestd ihmiseen, joskaan téti ei ole pystytty todistamaan.

Ennen kuin AIDS:ia vastaan alettiin kayttdad tehokkaita antiretrovirusladkkeitd, jopa 75
% AIDS:ia sairastavista potilaista kirsi PCP:sti jossain sairauden vaiheessa.”
Pneumokystiskeuhkokuume on suuri terveysriski HIV-tartunnan saaneille, joiden CD4-

soluluku on pudonnut alle 200 soluun/mm>.*

Vuonna 1991 ihmisilli suoritetuissa alustavissa tutkimuksissa Falloon et al.*®> ovat

ladkinneet atovakonilla PCP:ti sairastavia ja sen aikaisen tehokkaan PCP-lddkkeen,
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trimetopriimin  ja  sulfametoksatsolin kombinaation (TMP-SMX), voimakkaista
sivuoireista kérsivid AIDS-potilaita. He antoivat koehenkil6ille kahdesta neljadn kertaan
vuorokaudessa 750 mg atovakoniannoksen tabletteina 21 pdivén ajan. Tutkimus paransi
79 % potilaista (n = 34), joilla oli lievé tai keskivaikea PC-keuhkokuume. Atovakoni on
yhtd tehokas lidke PCP:n hoitoon kuin TMP-SMX (taulukko 4).° Tisti johtuen
atovakoni on ollut hyviksytty liikeaine PCP:n hoitoon vuodesta 1992 lihtien Mepron®-
nimelld.”> Mepron® sisiltida 750 mg atovakonia 5 ml suspensiota kohden. Laikkeen

annostus PCP:ti vastaan on 750 mg (5 ml) kahdesti pdivéssd 21 pdivin ajan.6

Taulukko 4. Atovakonin parannusteho verrattuna TMP-SMX:44n®

Atovakoni TMP-SMX
Potilaita tutkimuksessa 160 162
Parantuneita potilaita 99 (62 %) 103 (64 %)
Potilaat, jotka tarvitsivat liséksi | 55 (34 %) 55 (34 %)
muuta PCP-terapiaa

Rosenberg et al.®" ovat julkaisseet vuonna 2001 metatutkimuksen, jossa tutkittiin 54
HIV:id kantavan PCP-potilaan hoitoa atovakonitableteilla (3 x 750 mg pdivéssd, 20
potilasta) ja -suspensiolla (2 x 750 mg pdivéssd, 34 potilasta). Tableteilla 1d4kityistd
potilaista 70 % parani ja 30 %:lla ldédkitys ei toiminut. Suspensiolla lddkityistd potilaista
74 % parani, 15 %:1la ladkitys ei toiminut ja 15 % joutui lopettamaan lddkityksen muista
syistd. Tutkimuksen tuloksena on, ettd atovakonisuspensio on tehokas ja hyvin
siedettdvd lddkitys pneumokystiskeuhkokuumeeseen. My0s aiemmat tutkimukset
tukevat  tuloksia  (taulukko 5).**  Suspensiota kéytetiin myds PCP:n
ennaltachkdisemiseen, jos TMP-SMX ei kdy. Annos on 1500 mg (10 ml) suspensiona

per péivi jatkuvasti.®®
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Taulukko 5. Atovakonin tehokkuus PCP:n hoidossa**

Tutkimus Atovakonin Koehenkiloiti | Parannusteho (%)
annostus, mg

Falloon et al., 1991 | 750 x 3 x 5 vrk tai 10 90
750 x 2 x 16 vrk

Falloonetal., 1991 | 750 x 3 x 21 vrk 15 87

Falloonetal., 1991 | 750 x 4 x 21 vrk 7 71

Hughes et al., 1993 | 750 x 3 x 21 vrk 138 62

Dohn et al., 1994 750 (tabletti) x 3 x 21 | 50 57

5.1.6 Atovakoni toksoplasmoosin hoidossa

Toksoplasmoosi on Toxoplasma gondii -alkueldimen aiheuttama loissairaus, jonka
ensisijaisena isdntdnd ovat kissaeldimet, mutta siti esiintyy myds ihmisissd.”® Se voi
tarttua ithmiseen esimerkiksi ruoasta, juomavedestd tai lemmikkikissan levittdmistd T.
gondiin lepotilassa olevista itidistd (ookystista). Jopa kolmannes maailman véestostd
kantaa loista. Suurimmalle osalle ihmisistd toksoplasmoosi ilmenee noin kuukauden
kestdviand harmittomana flunssan tyyppisend sairautena tai sairastava ei huomaa sitd
milldén tavalla. Kuitenkin raskaana olevalle naiselle T. gondii on hyvin haitallinen, silla
se saattaa aiheuttaa sikidlle vaurioita. Immuunikadosta kérsiville, kuten AIDS-potilaille,
toksoplasmoosi saattaa ilmetd hengenvaarallisena aivotulehduksena ja silmi- tai

hermostovaurioina.

Atovakonin tehokkuutta aivotulehdustyyppisen toksoplasmoosin hoidossa on tutkittu
AIDS-potilailla, joille eivit sovi kiytossd olevat ladkkeet. Spencer ja Goa’’ ovat
verranneet nditd tutkimuksia ja huomanneet, ettd 750 mg:n atovakonildékitys neljésti
pdivéssad paransi kokonaan tai osittain 37-87,5 % potilaista (riippuen tutkimuksesta).
Parantavan vaikutuksen tuottanutta vastetta pidetddn ylld kuukausien tai muutaman
vuoden pituisella atovakonikuurilla tai loppueldmén ajan kestdvdnd. Pyrimetamiini-
ladkeaineen ja atovakonin yhdistelmd tuotti vasteen osalla potilaista, joihin pelkkéd
atovakoni ei tehonnut. PCP-taudin tapaan atovakonisuspensiota kéytetddn myos
toksoplasmoosin ennaltachkdisemisessd, jos potilas ei voi kéyttdd TMP-SMX -

yhdistelmaldikettd.*> Profylaktinen annostus on 1500 mg per paivi.
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5.1.7 Atovakoni babesioosin hoidossa

Babesioosi eli piroplasmoosi on malarialoisten tyyppisten Babesia-suvun verisolujen
sisdlld eldvien loisten aiheuttama tartuntatauti, jota esiintyy ihmisissd enimmékseen
Yhdysvaltain itirannikolla.*> Yhdysvalloissa taudin aiheuttaa yleensd alun perin rottien
loinen Babesia microti ja Euroopassa Babesia divergens, joskin Euroopassa tauti on
hyvin harvinainen. Sitd levittdvat Ixodes-suvun punkit. Tauti voi olla oireettomana,
flunssan tyyppisend tai hengenvaarallisena malariantyyppisend infektiona. Babesioosin
vakavammat oireet liittyvdt yleensd heikkoon immuunijédrjestelmdin (esim.

ikddntymiseen tai AIDS:iin) tai pernan puuttumiseen.

Babesioosin hoitoon kiytetdin yleisesti lddkkeend klindamysiini-antibiootin ja kiniinin
yhdistelméa.*® Yhdistelmalld on kuitenkin usein (jopa 72 %) sivuvaikutuksia sekd hoito

ei aina toimi. Krausen et al.*®

suorittamassa tutkimuksessa selvisi, ettd atovakonin ja
erddn toisen antibiootin, atsitromysiinin, yhdistelmd on yhtd tehokas hoitokeino
babesioosiin kuin klindamysiinin ja kiniinin yhdistelmd, mutta se aiheuttaa vihemmaén
sivuvaikutuksia (15 %). Atovakonin annostus yhdistelmédlddkkeessd on 750 mg kahdesti
pdivdssd ja atsitromysiinin ensin kertaluonteinen 500 mg annostus ja sen jilkeen 250
mg péivittdin. Molemmat lddkeyhdistelmit parantavat babesioosin kokonaan ilman

taudin uusiutumista. Yksistdén atovakonia kdytettdessd tauti saattaa uusiutua eikd ole

yhté luotettava kuin atsitromysiinin kanssa kaytettyna.

5.2 Parvakonin ldiiketieteellinen kaytto

5.2.1 Yleista

Parvakonia on saatavilla Parvexon®“-nimiseni lidkkeend, joka sisdltid 15 %
parvakoniliuosta. Sitd valmistaa Bimeda Export Ltd.® Parvakonin oletetaan inhiboivan
elektroninsiirtoketjua samantyyppisesti kuin atovakoni.®* Oletus perustuu siihen, etti
atovakoni sitoutuu sytokromi bc; -kompleksiin 2-hydroksi- ja 4-karbonyyliryhmilldén,
jotka ovat parvakonissa samoissa paikoissa.” Molemmissa molekyyleissd on myds

samantyyppiset sivuketjut hiili-3:ssa.
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5.2.2 Parvakoni theilerioosin hoidossa

Theilerioosi (eng. myods East Coast fever) on naudoissa esiintyvd Theileria parva -
alkueldinloisen aiheuttava tauti, joka muuttaa imusolujen ominaisuuksia niin, etti ne
lisddntyvit hallitsemattomasti.®>®” Theilerioosia esiintyy Afrikan keskiosissa, joissa se
on erds nautojen yleisimmistd kuolinsyisti.®® Kuitenkin paikallinen karja on jossain
médrin resistentti theilerioosille, kun taas ldhes 100 % muualta tuodusta karjasta kuolee
sairastuttuaan. Tauti tappaa noin miljoona nautaa vuosittain ja sitd levittda
Rhipicephalus appendiculatus -punkki. Theilerioosin oireita ovat mm. turvonneet

imusolmukkeet punkin pureman lihelld, korkea kuume, hengenahdistus ja 6deema.®

McHardy™ kokeili vuonna 1979 kahta hydroksinaftokinonia theilerioosin hoitoon ja
havaitsi parvakonin tehokkaaksi lddkkeeksi lihakseen pistettyné efektiivisend annoksena
20 mg/kg kerta-annostuksena tai kaksi 10 mg/kg annostusta kahden vuorokauden
vilein. Toinen hydroksinaftokinoni, menoktoni, osoittautui parvakonia tehokkaammaksi
mutta sen hankala valmistus johti siihen, etti parvakonia alettiin tutkia tarkemmin.®
Tédmin jalkeen parvakonin potentiaalia theilerioosin hoidossa on tutkittu 1980-luvun

puolivilissd, kun Mbwambo et al.*’

ovat tutkineet lddkkeen parannustehoa. Parvakonin
parannustehoksi saatiin 79 %. He havaitsivat, ettd mitd aiemmin ladkitys aloitetaan
sairauden puhjettua, sen paremmat mahdollisuudet naudalla on parantua. Myds
kolmannessa tutkimuksessa®® havaittiin, ettd parvakoni on tehokas lddike theilerioosia

vastaan 88 % parannustehollaan.

2000-luvun alussa suoritetussa tutkimuksessa®' vertailtiin parvakonin seké parvakonin
ja frusemidiyhdistelmin tehoa theilerioosin hoidossa. Parvakoni yksin paransi 80 %
sairastuneista naudoista ja parvakonin ja frusemidin yhdistelmd paransi 93 %.
Yhdistelmé onkin suositeltavampi hoitomenetelma kuin parvakoni yksistdan. Téllainen
laakeyhdistelmd on Bimeda Export Ltd:n valmistama lihakseen injisoitava Fruvexon®,
jossa yhdessi milligrammassa liikeliuosta on 150 mg parvakonia ja 55 mg frusemidia.’

Sama ladketehdas valmistaa myos pelkkad parvakonia sisiltivad liuosta, Parvexonia™.®

5.2.3 Muita parvakonin liddketieteen sovellutuksia

Ball et al.*®® ovat tutkineet naftokinonien tehokkuutta PCP-infektion hoidossa in vitro -

kokeilla. Heidén kokeissaan parvakoni inhiboi 1 pg/ml konsentraatiolla vain 51 %:sesti
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P. jirovecia (artikkelissa P. cariini), jota atovakoni inhiboi samalla konsentraatiolla 92
%:sesti. Parvakoni ei siis sovellu PCP-infektion hoitoon. Hoidossa trooppista
theilerioosia (kts. 5.3.2) vastaan parvakoni ei ole yhté tehokas kuin buparvakoni. Niinpa
parvakoni ei sovellu taudin hoitamiseen.” Parvakonin muita lddketieteellisid
sovellutuksia ei ole juuri saatavilla, joten nautojen theilerioosi on luultavasti ainoa
parvakonin kiyttokohde. Titi oletusta tukee parvakonia Parvexon®-lddkkeen

tuoteselostus, jossa ei mainita muita kiyttdindikaatioita.®

5.3. Buparvakonin ldiiketieteellinen kiytto

5.3.1 Yleista

Buparvakoni on todettu tehokkaaksi lddkkeeksi eldimilld esiintyvédd theilerioosia ja

trooppista theilerioosia vastaan.**

Myo6s buparvakonijohdannaisten kupari(Il)-,
nikkeli(I)-, koboltti(II)-, rauta(I)- ja mangaani(Ill)kompleksien antimalaria-
aktitvisuutta on vastikéén alettu tutkia. Varsinkin kuparikompleksi on tuottanut lupaavia
tuloksia.”’ Buparvakonin toimintamekanismia ei tunneta, mutta hydroksinaftokinonina

sen voidaan olettaa perustuvan samaan mekanismiin kuin atovakonin vaikutus.**

5.3.2 Buparvakoni theilerioosin hoidossa

Kauppanimelld Butalex® kulkeva buparvakoni on yleisesti kiytetty lidke theilerioosiin
parvakonin (kappale 5.2.2) ohella.*****® Se on nautojen lihakseen injisoitava suspensio.

Muraguri et al.*

ovat verranneet parvakonin ja buparvakonin tehokkuutta theilerioosin
hoidossa. He saivat tulokseksi, etti molemmat ovat yhtd tehokkaita taudin
parantamiseen (taulukko 6). My0s profylaksia on mahdollista; kertaluonteinen 5 mg/kg
buparvakonipistos suojaa nautaa ainakin viikon ajan vakavilta oireilta ja saattaa tarjota

edullisen ja kestivian immuniteetin riskialueilla.*
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Taulukko 6. Parvakonin ja buparvakonin vertailu Muragurin et al.*® tutkimuksessa

Parvakoni Buparvakoni
Laakitty 50 50
Parani (%) 44 (88%) 45 (90 %)

5.3.3 Buparvakoni trooppisen theilerioosin hoidossa

Theilerioosin lisédksi buparvakoni tehoaa trooppiseen theilerioosiin (eng. myos
Mediterranean Coast Fever), joka on Theileria annulata -alkueldinloisen aiheuttama
theilerioosin tyyppinen nautaeldinten sairaus.” Tautia levittia Hyalomma-suvun punkit.
Se on levinnyt Vilimeren rannikoilta Sudaniin ja Kiinaan saakka. Trooppinen
theilerioosi on yksi taloudellisesti merkityksellisimmistd punkkien kautta levidvistd
karjojen taudeista. T. parvan aiheuttaman theilerioosin tapaan myds trooppinen

theilerioosi aikaansaa imusolujen hallitsemattoman liszntymisen.®’

Hashemi-Fesharki®* toteaa tutkimuksessaan, ettd buparvakoni on tehokas hoitokeino
nautojen trooppiseen theilerioosiin 2,5 mg/kg annostuksella 89 % paranemisteholla.
My0s profylaksia on mahdollista; kertaluonteinen 5 mg/kg buparvakonipistos suojaa
nautaa ainakin viikon vakavilta oireilta ja saattaa tarjota edullisen ja kestdvin

immuniteetin riskialueilla.*?
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6 YHTEENVETO

Atovakoni, parvakoni ja buparvakoni ovat hydroksinaftokinoneita, joita kdytetddn
ladkeaineina. Yhdisteitd kdytetddn alkueldinloisten aiheuttamia sairauksia, kuten
malariaa, vastaan. Yhdisteiden tehokkuus perustuu loisten mitokondrioiden
soluhengitysketjun inhiboimiseen, joka johtaa energiantuotannon romahtamiseen ja
siten elién kuolemaan. Atovakonia kiytetian ihmisilli malariaa vastaan Malarone®-
ladkkeessd  yhdessd  proguaniilin  kanssa, pneumokystiskeuhkokuumetta ja
toksoplasmoosia vastaan Mepron®-lddkkeessi sckd babesioosia vastaan yhdessd
atsitromysiini-antibiootin  kanssa. Parvakonia kéytetddn naudoilla esiintyvaa
theilerioosia vastaan Parvexon®- ja Fruvexon®-lddkkeissi. Buparvakonia kiytetidn
Butalex"-liikkeessd nautojen theilerioosia ja trooppista theilerioosia vastaan.
Parvakonilla ja buparvakonilla ei ole ihmislddketieteellisia sovellutuksia. Mainituista
hydroksinaftokinoneista atovakonin l4édketieteellisid ominaisuuksia on tutkittu eniten.
Atovakoni on turvallinen mutta kallis lddkeaine. Heikko biosaatavuus rajoittaa sen
kayttod kiintedssd muodossa, joten sitd annostellaan yleensd suspensiona. Parvakoni ja

buparvakoni ovat kaupallisesti saatavilla lihakseen pistettdvind suspensioina.

Atovakonia pystytddn syntetisoimaan 29 % saannolla jatkamalla kaupallisesti saatavista
yhdisteistd, 1,4-sykloheksaanidioni-mono-etyleeniketaalista ja 2-kloori-1,4-
naftokinonista. Myos toinen, heikomman saannon tuottava mutta lyhyempi synteesireitti
on olemassa. Parvakonia voidaan syntetisoida parhaimmillaan 71 % saannolla
moniosaisen  Friedel-Crafts -reaktion avulla sykloheksyylibentsokinonista ja
butadieenistd.  Yksinkertainen radikaalireaktio 2-hydroksi-1,4-naftokinonista ja
sykloheksaanista tuottaa parvakonia 53 % saannolla. Liséksi on olemassa kaksi muuta
synteesireittid, jotka eivét ole yhtd hyvid saannoltaan. Buparvakonia voidaan valmistaa
2-kloori-1,4-naftokinonista  ja 1-(trans-4-tert-butyylisykloheksyyli)etikkahaposta
tuntemattomalla saannolla. Yhdisteistd on saatavilla vain vdhdn karakteristista tietoa,

johtuen todenndkdisesti niiden patentinalaisuuksista.
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B. KOKEELLINEN OSA
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7 TYON TARKOITUS

Erikoistyon tavoitteena oli valmistaa atovakonin (kts. kirjallinen osa), 3-[4-(4-
kloorifenyyli)sykloheksyyli]-2-hydroksi-1,4-naftokinoni, konjugaatti elimiston
sappihappoihin kuuluvan koolihapon (3a,70,12a-trihydroksi-5p-kolaani-24-
karboksyylihappo, kuva 1) (1) kanssa, jolloin atovakonin heikko oraalinen biosaatavuus
paranisi sen imeytyessd koolihapon mukana elimistoon suolistosta. Atovakonin
hankalan saatavuuden vuoksi tutkimuksessa kéytettiin sen prekursoria, 2-hydroksi-1,4-
naftokinonia (2). 2-Hydroksi-1,4-naftokinonista syntetisoitiin myds parvakoni (kts.
kirjallinen osa) (3-sykloheksyyli-2-hydroksi-1,4-naftokinoni) (16), silld sen kemialliset
ominaisuudet vastaavat paremmin atovakonin kemiallisia ominaisuuksia kuin 2-
hydroksi-1,4-naftokinonin. Koolihapon ja naftokinonijohdosten sitomiseksi yritettiin

esterdintid, eetterdintid sekd Friedel-Crafts -asylaatiota.

OH

H o\\‘w

Kuva 1. Yhdistettidvat molekyylit koolihappo (1) ja 2-hydroksi-1,4-naftokinoni (2).
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8 MENETELMAT, LAITTEET JA REAGENSSIT

8.1 Menetelmiit ja laitteet

Synteesit tehtiin mahdollisimman kuivissa olosuhteissa kéyttden kalsiumkloridiputkea
pystyjddhdyttimen pééssd sekd molekyyliseuloilla kuivattuja livottimia. Lammitykset ja
refluksoinnit suoritettiin silikonidljyhauteella ja magneettisekoituksella. Suodatuksissa
kaytettiin suodatinpaperia (Whatman medium 9 cm 40) ja suppiloa ellei toisin mainita.
Haihduttaminen suoritettiin Biichi Rotavapor R-200 pyorohaihduttimella ja kiinted aine
kuivattiin vakuumilinjastossa. Osassa tditd kéytettiin ohutlevy- ja pylviskromatografiaa
tuotteiden puhdistamiseen. Ohutlevykromatografiassa kéytettiin Macherey-Nagel
Alugram Sil G/UV,s4 -ohutlevyjd, ja pylviskromatografiassa Merck Silica gel 60
(partikkelikoko 0,040 - 0,063 mm) -silikageelid. Synteeseissd 9.2.1 ja 9.2.2 tarvittava
argon-atmosfddri muodostettiin péddstimalld laitteistoon hetken ajan argon-kaasua

pystyjddhdyttimen péddhén kiinnitetystd ilmapallosta.

'H ja *C NMR-spektrit mitattiin Bruker Avance DPX 250 -spektrometrilld. Lisiksi
osasta tuotteita mitattiin NMR-spektrit myods Bruker Avance DRX 500 -spektrometrilla.
Osasta tuotteita ajettiin  myOs massaspektrit Micromass LCT  ESI-TOF

-massaspektrometrilla.



8.2 Reagenssit ja liuottimet

Kokeellisessa osassa kéytetyt reagenssit ja liuottimet sekd niiden valmistajat ja

puhtausasteet on listattu taulukossa 1.
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Taulukko 1. Kéytetyt reagenssit ja liuottimet

Nimi (lyhenne) Valmistaja Puhtausaste (%)
1,4-Dioksaani J. T. Baker 99
1,4-Naftokinoni Fluka >99
2,2’-Bi(3-hydroksi-1,4-naftokinoni) Aldrich 98
2-Hydroksi-1,4-naftokinoni Aldrich 97
Alumiinikloridi Riedel-de Haén 98
Ammoniumpersulfaatti Merck 98
Asetoni BDH 99,36
Asetonitriili J. T. Baker HPLC
Atso-2,2’-1sobutyronitriili (AIBN) Merck 99
Bromi Riedel 99
Bromietikkahappo Aldrich 99+
Dikloorimetaani (DCM) Fluka 99,9
Eetteri J. T. Baker 99,5
Etanoli (EtOH) Altia 99,5
Etanoliamiini Aldrich 99+
Etikkahappo BDH 100
Etyleeniglykoli Riedel-de Haén 99,5
Etyyliasetaatti Lab-Scan 99,8
Etyylibromiasetaatti Aldrich 98
Heksaani Rathburn HPLC
Hopeanitraatti BDH 99,8
Isopreeni Aldrich 99
Kaliumkarbonaatti Riedel-de Haén 99
Koolihappo Aldrich 98
Metanoli Merck 99,9
N-Bromisukkinimidi (NBS) Aldrich 99
N,N-Dimetyyliformamidi (DMF) Fluka 99.8
Natriumasetaatti J. T. Baker 99
Natriumhydroksidi (NaOH) Merck 98
p-Bentsokinoni Aldrich 98
Sykloheksaanikarboksyylihappo Aldrich 98
Tetrahydrofuraani (THF) Lab-Scan 99.8
Tetrakloorimetaani J. T. Baker 99,5
Tionyylikloridi Riedel-de Haén 99
Tolueeni BDH 99,5
Trietyyliamiini Merck 99,5
Trifluorietikkahappo Fluka 98
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9 SYNTEESIT

Seuraavassa kappaleessa esitellddn tehdyt synteesit sekd niiden tarkoitukset. Tarkat

synteesiohjeet on esitetty kappaleessa 11.

9.1 Koolihapon suojaus ja aktivointireaktiot

Koolihapon hydroksyyliryhmidt suojattiin  esterdintireaktioilla, silld happoryhmi

muutettiin happokloridimuotoon, joka on happomuotoa reaktiivisempi.

9.1.1 30,70,120-Triasetoksikoolihappokloridi (4)

Tyo6ssd kaytetty 3a,7a,12a-triasetoksikoolihappo oli valmiiksi syntetisoitua.

30,70,120-Triasetoksikoolihappoa (3) liuotettiin reiluun miérdén tionyylikloridia, ja
N,N-dimetyyliformamidia (DMF) liséttiin katalyytiksi. Liuosta refluksoitiin 4 tuntia,
jonka jélkeen tionyylikloridi poistettiin haihduttamalla. Tuote pestiin kahdesti
tolueenilla tionyylikloridijidmien poistamiseksi ja tolueeni poistettiin haihduttamalla.
Syntyi ruskeaa, vaahtomaista ainetta. Kuivattua happokloridia (4) ei puhdistettu, silld 'H
NMR-spektristd huomattiin, ettd se oli suhteellisen puhdasta ja tuote kéytettiin

sellaisenaan jatkoreaktioissa.
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9.1.2 30,7a,120-Tris(trifluoriasetoksi)koolihappo (5)

Koolihapon trifluorietikkahappo-suojaus suoritettiin tunnetulla menetelmalls.”

CF3 O

HON' "/OH

Koolihappo (1) liuotettiin tetrahydrofuraaniin (THF) ja liuos jddhdytettiin -10 °C:een.
Trifluorietikkahappo (TFA) tiputettiin liuokseen reilusti ylimdirin 15 minuutin aikana.
Seosta pidettiin -10 °C:ssa tunnin ajan, jonka jdlkeen sitd sekoitettiin huoneenlammaossa
2 tuntia. Seos jétettiin kolviin viikonlopun ylitse. Sen jélkeen se kaadettiin eetteri-jad -
seokseen. Eetteriosuus pestiin vedelld, sitten kylldiselld natriumvetykarbonaatti-
liuoksella, kunnes pesuliuos muuttui hieman emiksiseksi ja lopuksi suolavedella.
Eetteriliuos poistettiin haihduttamalla ja muodostui keltaista, hunajamaista, viskoosia
raakatuotetta (5), jota ei puhdistettu vaan se kaytettiin heti seuraavassa vaiheessa.

Mitattu 'H NMR-spektri varmisti, etti haluttua tuotetta oli syntynyt.
9.1.3 30,7a,12a-Tris(trifluoriasetoksi)koolihappokloridi (6)

Synteesi tehtiin samalla periaatteella kuin 3a,7a,12a-triasetoksikoolihappokloridin (4)

valmistus.

SOCl, / DMF

o 0
FBCJ\\"

o)
F3c)l\\"

Kaikki edellisessi synteesissi (9.1.2) valmistettu 3a,70,120-
tris(trifluoriasetoksi)koolihappo (5) liuotettiin tionyylikloridiin. DMF:a lisdttiin hieman
katalyytiksi. Seosta refluksoitiin 4 tuntia ja annettiin jadhtyd yon yli. Tionyylikloridi
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poistettiin haihduttamalla ja sen jddmien poistamiseksi tuote liuotettiin kahdesti
tolueeniin, joka myos haihdutettiin pois. Muodostui tervamaista, tummanruskeaa

raakatuotetta (6). '"H NMR-spektristd varmistettiin, ettd tuote oli oikeaa.

9.2 2-Hydroksi-1,4-naftokinonin esterdintireaktiot

Yksinkertaisin  tavoitekonjugaatti oli  2-hydroksi-1,4-naftokinonin ja suojatun

koolihapon vilinen esteri. Reaktioissa kdytettiin reaktiivista koolihappokloridimuotoa.

9.2.1 30,70a,12a-Triasetoksikoolihapon 1,4-diokso-1,4-dihydronaftalen-2-yyliesteri

(7) trietyyliamiinin avulla

Ensimmdinen yritys ester6idd 2-hydroksi-1,4-naftokinoni (2) ja 3a,70,120-

triasetoksikoolihappokloridi (4) oli kédyttdd apuna trietyyliamiinia sitomaan syntyva

vetykloridi.

2-Hydroksi-1,4-naftokinonia (2) liuotettiin dikloorimetaaniin (DCM) ja tislattua
trietyyliamiinia lisdttiin liuokseen. Havaittiin, ettd 2-hydroksi-1,4-naftokinoni ei liukene
hyvin  dikloorimetaaniin.  3a,7a,12a-Triasetoksikoolihappokloridia (4)  lisdttiin
jadhauteella viilennettyyn seokseen tipoittain argon-atmosfddrissd. Lisdyksen jidlkeen
jadhaude poistettiin ja seosta sekoitettiin kolmen pidivdn ajan. Syntynyt liuos pestiin
vedelld, 2 molaarisella suolahapolla, vedelld, kylldisella
natriumvetykarbonaattiliuoksella ja lopuksi vedelli. Syntynyt liuos oli vériltdin
tummanruskeaa. DCM poistettiin haihduttamalla. "H NMR-spektristi voitiin todeta, ettd
tuotetta (7) ei ollut syntynyt.
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9.2.2 3a,7a,12a-Triasetoksikoolihapon 1,4-diokso-1,4-dihydronaftalen-2-yyliesteri

(7) natriumhydroksidin avulla

Toinen  yritys  esterdidd  2-hydroksi-1,4-naftokinoni  (2) ja  3a,70,120-
triasetoksikoolihappokloridi (4) oli tehdd 2-hydroksi-1,4-naftokinonista anioni
irrottamalla hydroksyyliryhmin vety natriumhydroksidin avulla, jolloin molekyyli

reagoisi todenndkoisemmin happokloridin kanssa muodostaen esterin.

Cl 0

. OH

o

2

2-Hydroksi-1,4-naftokinonia (2) liuotettiin asetoniin ja murskattua natriumhydroksidia
lisattiin liuokseen. Laitteisto suojattiin argon-atmosfddrilld ja liuosta sekoitettiin 75
minuuttia. Tdné aikana 2-hydroksi-1,4-naftokinoni muuttui natriumsuolamuotoon, joka
ndkyi livoksen virin muuttumisena keltaisesta punaiseksi. Muodostuneeseen seokseen
liséttiin hitaasti 3a,70,12a-triasetoksikoolihappokloridia (4) pienessd médrissé asetonia.
Seoksen annettiin reagoida sekoituksella 3 pdivdd. Muodostunut tumma, punaisenruskea
livos, jossa oli hieman sakkaa, kaadettiin kylldiseen natriumvetykarbonaattiliuokseen.
Sekoittaessa liuosta lasisauvalla muodostui sauvaan mustaa, tervamaista ainetta.
Nestefaasista menetettiin noin neljannes inhimillisen virheen takia. Jéljelle jadnyt osuus
uutettiin etyyliasetaatilla ja musta tervamainen aine liuotettiin myds etyyliasetaattiin.
Etyyliasetaattiliuokset yhdistettiin ja pestiin kylldiselld suolavedelld, jolloin muodostui
kolmas faasi vesifaasin ja orgaanisen faasin viliin. Timi osoittautui '"H NMR-spektrin
avulla 2-hydroksi-1,4-naftokinonin natriumsuolaksi. Orgaaninen liuos haihdutettiin
pois. 'H NMR-spektristd voitiin todeta, ettd tuotetta ei ollut syntynyt, joten paidyttiin
johtopéétokseen, ettd 2-hydroksi-1,4-naftokinoni ei muodosta esterisidoksia helposti,

ainakaan yritetyissd olosuhteissa.
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9.3 2-Hydroksi-1,4-naftokinonin muut reaktiot

Seuraavissa synteeseissi 2-hydroksi-1,4-naftokinonia yritettiin muokata
reaktiivisempaan muotoon niin, ettd perusrakenne, joka yhdistdd sen ja atovakonin,

kuitenkin sdilytettdisiin.
9.3.1 2-(2-Hydroksietoksi)-1,4-naftokinoni (9)

2-hydroksi-1,4-naftokinonia (2) yritettiin reagoittaa etyleeniglykolin kanssa, jolloin
muodostuisi 2-(2-hydroksietoksi)-1,4-naftokinoni (9). Tima molekyyli voitaisiin yrittda
ester6idad koolihappojohdannaisen kanssa, silld kohdan 9.2 reaktioissa epdonnistumisen

oletettiin aiheutuvan fenolisen hydroksyyliryhmin huonosta reaktiivisuudesta.

O O
OH + O\/\
-H,O
2
O

O

2 8 9

Etyleeniglykolia (8) liuotettiin tolueeniin. 2-Hydroksi-1,4-naftokinonia (2) liuotettiin
tolueeni-kloroformiseokseen, silld se liukeni sithen paremmin kuin pelkkéén tolueeniin,
ei kuitenkaan kokonaan. Tami seos liséttiin etyleeniglykoli-liuokseen tipoittain.
Katalyyttinen mdird vikevdd rikkihappoa lisdttiin seokseen, ja seosta refluksoitiin 5
tuntia. Syntynyt ruskea liuos pestiin vedelld ja liuottimet haihdutettiin pois. Muodostui
ruskeaa raakatuotetta. 'H NMR-spektroskopian ja ohutlevykromatografian avulla

havaittiin, ettd haluttua tuotetta ei muodostunut.
9.3.2 2-(1,4-Diokso-1,4-dihydronaft-2-yylioksi)-etyyliasetaatti (11)

Synteesin tarkoituksena oli muodostaa 2-(1,4-diokso-1,4-dihydronaft-2-yylioksi)-
etyyliasetaatti (11), joka voitaisiin saippuoida happomuotoon. Tédmi taas voitaisiin
yrittid esterdidd koolihapon hydroksyyliryhmin kanssa. Synteesi tehtiin artikkelin’'
pohjalta, jossa 2-hydroksi-1,4-naftokinonin (2) tilalla oli kdytetty 3-metyyli-2-hydroksi-

1,4-naftokinonia.
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(0] O o
OH o) K,CO3 0\)1\0/\
LT+ edpn — = (1)
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2-Hydroksi-1,4-naftokinonia ~ (2), etyylibromiasetaattia  (10) ja  vedetontd
kaliumkarbonaattia liséttiin asetoniin ja seosta refluksoitiin 26 tuntia. Liuoksen
punainen viri ei hivinnyt refluksoitaessa, vaikka niin piti artikkelin mukaan tapahtua,
joten reaktiota ei todenndkoisesti tapahtunut. Seos suodatettiin kuumana. Suodatettu
mustankeltainen liuos haihdutettiin pieneen tilavuuteen ja se jitettiin kiteytyméén yon
yli. Suodatinpaperiin jddnyt punainen sakka oli 2-hydroksi-1,4-naftokinonin

kaliumsuolaa.

Kiteytyminen ei onnistunut, joten liuotin haihdutettiin pois. Muodostui viskoosia,
melkein mustaa raakatuotetta. Ohutlevykromatografia paljasti, ettd haluttua tuotetta on
mahdollisesti syntynyt, joten raakatuote puhdistettiin pylvdskromatografian avulla.
Puhdistettu tuote tutkittiin 'H NMR-spektroskopialla ja havaittiin, ettd haluttua tuotetta

(11) ei kuitenkaan ollut muodostunut.
9.3.3 2,2°-(3,3’-Bi(1,4-diokso-1,4-dihydronaft-2-yylioksi))-dietyyliasetaatti (13)

Synteesin  tarkoituksena oli  kokeilla, voidaanko 2-hydroksi-1,4-naftokinonin
3,3’-dimeerin (3,3’-bi(2-hydroksi-1,4-naftokinoni)) (12) hydroksyyliryhmiin liittd4
etyylibromiasetaatit (10) vastaavasti kuin edellisessé synteesissé (9.3.2), silld dimeerissd
hydroksyyliryhmén vieressd ei ole vetyd, joka todenndkdisesti oli edellisen reaktion
epdonnistumisen syy. Reaktio tehtiin saman artikkelin’' ohjeiden mukaisesti, mutta
etyylibromiasetaatin ja kaliumkarbonaatin ainemdirit kaksinkertaistettiin vastaamaan

2-hydroksi-1,4-naftokinonin dimeerin kahta hydroksyyliryhméa.
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2,2’-Bi(3-hydroksi-1,4-naftokinonia) (12), etyylibromiasetaattia (10) ja
kaliumkarbonaattia refluksoitiin asetonissa 48 tuntia, jolloin seoksen viri muuttui
ruskeasta punaiseksi. Seos suodatettiin kuumana ja suodos haihdutettiin kuiviin.
Raakatuote tutkittiin 'H NMR-spektrilld, ja havaittiin, etti etyylibromiasetaatti ei ollut
reagoinut hydroksyyliryhmien kanssa eikd haluttua tuotetta (13) ollut syntynyt.

9.3.4 2-Hydroksi-6-(30,7a,12a-tris(trifluoriasetoksi)-5p-kolan-24-oyyli)-1,4-
naftokinoni (14)

Synteesissd kokeiltiin, voidaanko 2-hydroksi-1,4-naftokinoni (2) liittdd 3a,7a,120-
tris(trifluoriasetoksi)koolihappokloridiin (6) Friedel-Crafts -asylaation avulla. Reaktion
etuna olisi se, ettd 2-hydroksi-1,4-naftokinonin hydroksyyliryhmd pysyisi

koskemattomana.

Suojattua koolihappokloridia (6), 2-hydroksi-1,4-naftokinonia (2) ja alumiinikloridia
reagoitettiin  DCM:ssa, viilennetyissd olosuhteissa. Jddhaude poistettiin ja seosta
sekoitettiin  huoneenldmpdtilassa 18 tuntia, jonka jilkeen se kaadettiin jdihin ja
laimennettiin 1 M suolahapolla. Erotettiin muodostuneet faasit (vesi ja orgaaninen).
Vesifaasi pestiin DCM:lla, johon tarttui reaktiossa muodostunut sakka (joka oli
reaktiossa muodostunutta 2-hydroksi-1,4-naftokinonin alumiinisuolaa). Orgaaninen
faasi haihdutettiin kuiviin. Muodostunut raakatuote tutkittiin '"H NMR-mittauksella ja
havaittiin, ettd haluttua tuotetta (14) ei ollut muodostunut tai sitd muodostui niin véhin,

ettd sen puhdistaminen ei ole kannattavaa.
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AICI,

9.3.5 2-Hydroksi-3-sykloheksyyli-1,4-naftokinoni (16)

2-Sykloheksyyli-3-hydroksi-1,4-naftokinoni eli parvakoni (16) ei paitsi paranna
2-hydroksi-1,4-naftokinonin (2) kemiallista reaktiivisuutta, vaan se my0s muistuttaa
atovakonia paremmin kuin 2-hydroksi-1,4-naftokinoni; parvakonissa on 3-aseman vety
substituoitunut sykloheksyylilld, kuten on myds atovakonissa. Parvakoni syntetisoitiin
tunnetun synteesireitin mukaisesti.”” Synteesi tehtiin yhteensé kolmesti, silld parvakonia
tarvittiin monessa reaktiossa. Synteesikerrat olivat toteutukseltaan (aineméiérid

lukuunottamatta) identtiset samoja saantoprosentteja mydten.

(0] O
O
OH Ag+/ 82082- OH
Septer
o) O ‘
2 15 16

2-Hydroksi-1,4-naftokinonia ~ (2),  sykloheksaanikarboksyylihappoa  (15) ja
hopeanitraattia lisédttiin veden ja asetonitriilin seokseen. Seos kuumennettiin

65 - 70 °C:een, jolloin siihen liséttiin ammoniumpersulfaattia pienessd maaréssd vettd.
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Seoksen annettiin olla samassa ldmpdétilassa tunnin ajan, jonka jélkeen se jadhdytettiin
ja laimennettiin vedelld. Tuote uutettiin eetterilld, ja uutos pestiin vedelld sekd
kyllaiselld suolaliuoksella. Eetteriliuos haihdutettiin kuiviin. Tuote (16) puhdistettiin
ajamalla raakatuote kahdesti pylvaskromatografiakolonnin ldpi. Keltainen tuote
varmistettiin oikeaksi 'H ja '*C NMR-spektroskopialla. Saannoksi saatiin 22 %, miké

on lihell3 artikkelin® 25 % saantoa.
9.4 Parvakonin jatkoreaktiot

Seuraavissa synteeseissé reaktiot keskittyvét parvakonin muokkaamiseen muotoon, joka

voitaisiin esterdidd koolihappojohdannaisen kanssa.
9.4.1 2-(3-Sykloheksyyli-1,4-diokso-1,4-dihydronaft-2-yylioksi)-etyyliasetaatti (17)

Reaktio oli samantyyppinen kuin 2-hydroksi-1,4-naftokinonin (2) reaktio
etyylibromiasetaatin  kanssa (9.3.2) lukuunottamatta sitd, ettd refluksointiaika
lyhennettiin 26 tunnista 19 tuntiin ja ettd 2-hydroksi-1,4-naftokinonin tilalla oli
parvakoni (16). Koska 2-hydroksi-1,4-naftokinonin 3-asemassa ollut vety on nyt
substituoitunut sykloheksyyliryhmilld, ovat olosuhteet lihempind sen artikkelin’'
olosuhteita, jossa 3-asemassa ollut vety on substituoitunut metyyliryhmalla. Synteesi

suoritettiin kahdesti.

O (@) O
OH . o K,COs O\)J\o/\
BI’\)J\O/\
rC rC
16 10 17

Parvakonia (16), etyylibromiasetaattia (10) ja kaliumkarbonaattia lisdttiin asetoniin ja
seosta refluksoitiin 19 tuntia. Alunperin viininpunainen seos muuttui refluksoitaessa
ruskeankeltaiseksi. Se suodatettiin kuumana ja konsentroitiin haihduttamalla. Seos
jatettiin huoneenldmpoon vuorokauden ajaksi. Koska kiteytymistd ei ollut tapahtunut,
liuos kaadettiin veteen, jossa se lopulta alkoi kiteytyd. Syntyneet keltaisenoranssit kiteet
suodatettiin imulla. N&mid kiteet osoittautuivat 'H NMR-spektroskopian ja

massaspektrometrian avulla halutuksi tuotteeksi (17). Saannoksi saatiin 93 %.
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Toinen synteesikerta muodosti refluksoinnin aikana asetonin dimeerid, 4-hydroksi-4-
metyyli-2-pentanonia. Tami johtui siitd, ettd kaliumkarbonaattia oli ylimiérin
verrattuna etyylibromiasetaattiin, jolloin kaliumkarbonaatti reagoi asetonin kanssa.

Asetonin dimeerin puhdistus on esitetty synteesiohjeiden kohdassa 11.10.

9.4.2 2-(3-Sykloheksyyli-1,4-diokso-1,4-dihydronaft-2-yylioksi)-etikkahappo (18)

saippuoimalla

Edelliskohdan parvakonin 2-(3-sykloheksyyli-1,4-diokso-1,4-dihydronaft-2-yylioksi)-
etyyliasetaatti (17) saippuoitiin, jotta saataisiin 2-(3-sykloheksyyli-1,4-dioksi-1,4-
dihydronaft-2-yylioksi)etikkahappoa (18), joka sitten yritettdisiin esterdidd koolihapon
hydroksyyliryhmien kanssa.

O O

O‘ O\)Lo/\ 1.NaOH/EtOH
SE—" .

O
~ = QA
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17 18

Parvakonin etyyliasetaattijohdannaista  (17) liuotettiin  etanoliin, ja 8 %
natriumhydroksidilivosta liséttiin ylimddrin liuokseen. Seosta refluksoitiin 2 tuntia,
jolloin liuos muuttui kellertdvésti violetinpunaiseksi. Etanoli poistettiin haihduttamalla
ja jadnnos liuotettiin veteen. Nyt natriumsuolamuodossa oleva tuote yritettiin muuttaa
happomuotoon lisddmilld sinne 2 M vetykloridiliuosta, kunnes liuoksen pH muuttui
happamaksi. Téssd vaiheessa liuos sakkasi, ja seos muuttui ldpikuultamattomaksi ja
kellerdviksi. Sakkaa ei voitu suodattaa imulla Biichner-suppilon avulla, silld kiinted
aines tukki paperin. Sakka uutettiin vedestd eetterin avulla, joka haihdutettiin kuiviin.
'"H NMR-spektroskopia osoitti, ettd haluttua happomuotoa (18) ei muodostunut vaan se

hajosi takaisin parvakoniksi (16).

9.4.3 2-(3-Sykloheksyyli-1,4-diokso-1,4-dihydronaft-2-yylioksi)-etikkahappo (18)

bromietikkahapon avulla

Koska haluttua parvakonin 2-etyylikarboksyylihappomuotoa (18) ei saatu muodostettua
saippuoinnin  kautta, yritettiin  sitd valmistaa liittdiméalld  etikkahappo-ketju

eetterisidoksella parvakoniin suoraan yhdelld vilivaiheella kdyttden I4ht6aineena
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bromietikkahappoa (19). Synteesi oli samantyyppinen kuin parvakonin reaktio

etyylibromiasetaatin kanssa (9.4.1).

(0] O O

OH o O\)J\
K,CO3 OH
+ Br\)J\
OH
g T
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Parvakonia (16), bromietikkahappoa (19) ja hieman ylimiérin kaliumkarbonaattia
lisdttiin asetoniin ja seosta refluksoitiin 20 tuntia. Seoksen véri muuttui punertavasta
tummanvioletiksi. Syntynyt seos suodatettiin kuumana ja liuotin haihdutettiin pois. 'H

NMR-mittauksesta selvisi, ettd haluttua tuotetta (18) ei ollut syntynyt.

9.4.4 2-(3-Sykloheksyyli-1,4-diokso-1,4-dihydronaft-2-yylioksi)-N-(2-
hydroksietyyli)asetamidi (21) refluksoimalla

Parvakonin etyyliasetaattijohdannainen (17) yritettiin syntetisoida etanoliamiinin (20)
kanssa, jolloin olisi muodostunut 2-(3-sykloheksyyli-1,4-diokso-1,4-dihydronaft-2-
yylioksi)-N-(2-hydroksietyyli)asetamidi (21). Tdmé etanoliamidimuoto voitaisiin yrittda

esterdidd koolihapon happoryhmén kanssa.

O O O O
O\)j\o/\ O\)LN/\/OH
96 ot — (LI
rC rC
17 21
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Parvakonin etyyliasetaattiesterid (17) liuotettiin metanoliin ja reilusti ylimdirin
etanoliamiinia (20) lisdttiin liuokseen. Seosta refluksoitiin 24 tuntia. Liuoksen véri
muuttui oranssista tummanpunaiseksi. Puolet liuottimesta haihdutettiin haihduttamalla
ja jaannos kaadettiin jddvesiseokseen. Tuotteen odotettiin kiteytyvdn, mutta nédin ei
tapahtunut, joten tuote uutettiin vedestd eetterilld ja etyyliasetaatilla. Orgaaniset
uutokset yhdistettiin ja liuottimet haihdutettiin pois. 'H NMR-spektroskopiasta
huomattiin, etti raakatuote sisdltdd useita eri yhdisteitd, joten se liuotettiin pieneen
madrddn etyyliasetaattia. Osa raakatuotteesta jdi liukenematta, mutta sen ei todettu

sisdltdvédn etsittyjd aromaattisia ryhmid. Liuoksen eri yhdisteet erotettiin toisistaan
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pylvaskromatografialla. Erids saaduista fraktioista sisdlsi 'H NMR
-spektroskopian  mukaan  mahdollisesti  tuotetta. Se  tutkittiin  tarkemmin

massaspektrometrilld, josta kdvi ilmi ettd odotettua tuotetta (21) ei syntynyt.

9.4.5 2-(3-Sykloheksyyli-1,4-diokso-1,4-dihydronaft-2-yylioksi)-N-(2-

hydroksietyyli)asetamidi (21) huoneenlimmaossi

Edellisen kohdan etanoliamidia yritettiin muodostaa myds eri olosuhteissa, ilman

refluksointia.
O (@] (@] (@]
O\)j\o/\ O\)LN/\/OH
9@ s~ —— I
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Parvakonin etyyliasetaattiesterid (17) ja yliméérin etanoliamiinia (20) liuotettiin
metanoliin. Liuosta sekoitettiin huoneenldmmdssd 8 piivad, jolloin sen véri muuttui
oranssista punaiseksi. Metanoli haihdutettiin pois ja jidnnds liuotettiin etyyliasetaattiin.
Etanoliamiini poistettiin liuoksesta uuttamalla se vedelld ja etyyliasetaatti haihdutettiin
jaannoksesti. 'H NMR-spektroskopia antoi saman tuloksen kuin 9.4.4, joten tuotetta ei

puhdistettu enempaa.

9.4.6 3-(2-(3-Sykloheksyyli-1,4-diokso-1,4-dihydronaft-2-yylioksi)asetoksi)-
metyylilitokolaatti (23)

Parvakoni (16) yritettiin ~ liittdd  3o-(2-kloori)asetoksi-metyylilitokolaattiin
(3a-(2-kloori)asetoksi-5B-kolaani-24-hapon metyyliesteri) (22) suoraan synteesin 9.4.1
mukaisesti, jolloin saataisiin erikoistyon tavoitteena ollut sappihappojohdannainen.
Tastd voitaisiin jatkaa korvaamalla litokolaatti koolihapolla, jos reaktio onnistuisi.
Synteesi tehtiin samojen ohjeiden”’ mukaisesti kuin 9.4.1; erona etyylibromiasetaatin

(10) tilalla on litokolaatti.
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3a-(2-Kloori)asetoksi-metyylilitokolaattia (22), parvakonia (16) ja hieman yliméérin
kaliumkarbonaattia lisdttiin asetoniin. Seosta refluksoitiin 20 tuntia, jolloin seoksen véri
muuttui viininpunaisesta tummanvioletiksi. Seos suodatettiin kuumana ja liuotin
haihdutettiin pois. Kuivattu raakatuote liuotettiin metanoliin, jolloin valkoinen sakka jdi
liukenematta. Se tunnistettin 'H NMR:n avulla reagoimattomaksi litokolaatiksi.
Metanoliin liuotettu raakatuote puhdistettiin pylviskromatografialla. 'H NMR-
mittausten perusteella tuotetta oli ehkd muodostunut, joten ajettiin uusi
pylviaskromatografia. Nyt havaittiin selkeésti, ettd ensimméisen ajon uudelleenajetun
fraktion komponentit olivat erottuneet uudessa ajossa. 'H NMR-spektroskopian

perusteella havaittiin, ettd haluttua tuotetta (23) ei ollut muodostunut.

9.5 -1,4-Naftokinonin reaktiot

Seuraavissa reaktioissa tutkittiin pelkén 1,4-naftokinonin muokattavuutta.

9.5.1 2-Sykloheksyyli-1,4-naftokinoni (25)

Synteesin tarkoituksena oli muokata 1,4-naftokinoni (24) 2-sykloheksyyli-1,4-
naftokinoniksi (25). Tuloksena olisi vapaa vety sykloheksyyliryhmén vieressa kinoni-

rakenteessa. TAmé vety voitaisiin substituoida bromiksi jatkoreaktion kautta. Synteesi

suoritettiin 9.3.5 ohjeiden”® mukaisesti.
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1,4-Naftokinonia (24), sykloheksaanikarboksyylihappoa (15) ja hopeanitraattia
ldmmitettiin ~ vesi-asetonitriiliseoksessa 65 - 70 °C:een, minkd jdlkeen
ammoniumpersulfaattia lisdttiin seokseen. Seoksen annettiin reagoida tunnin ajan
samassa ldmpdotilassa. Talloin 1,4-naftokinonin 2-asemassa oleva vety substituoitui
sykloheksyylilld. Erottui kaksi faasia, joista ylempi faasi oli tumma ja alempi keltainen
ja tilavuudeltaan suurempi. Seos kaadettiin veteen ja tuote uutettiin seoksesta eetterilld,
joka pestiin vedelld ja kylldiselld suolaliuoksella. Liuottimet haihdutettiin, jolloin syntyi
keltaista raakatuotetta. Tuote (25) puhdistettiin pylvaskromatografialla ja varmistettiin
oikeaksi 'H NMR-spektroskopian ja massaspektrometrian avulla. Saannoksi saatiin

47 %.
9.5.2 3-Bromi-2-sykloheksyyli-1,4-naftokinoni (26)

Téssd vilivaiheessa 2-sykloheksyyli-1,4-naftokinonin (25) sykloheksyyliryhmén
viereinen vety substituoitiin bromilla, jolloin molekyyli muuttuu reaktiivisempaan

muotoon.

O O

O‘ Br, / CH;COONa O‘ Br
O O

25 26

2-Sykloheksyyli-1,4-naftokinonia (25) ja natriumasetaattia etikkahapossa jadahdytettiin
0 °C:een, ja seokseen lisitttiin bromia. Liuosta siilytettiin suljettuna ja valolta
suojattuna 3 pdivdd ilman sekoitusta, jonka jilkeen se kaadettiin veteen. Tuotteen
odotettiin kiteytyvdn, mutta koska ndin ei kdynyt, liuosta uutettiin heksaanilla, joka
pestiin vedelld ja haihdutettiin kuiviin. Raakatuotteen todettiin 'H NMR-spektroskopian
avulla sisdltdvin sekd ldhtOainetta etti tuotetta (26). Tuotetta ei puhdistettu, silla se ei
erottunut ldhtdaineesta ohutlevykromatografialla. Tuotteen osuudeksi saadusta

seoksesta arvioitiin 50 %, jolloin saannoksi saatiin alle 40 %.
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9.5.3 2-Sykloheksyyli-3-(2-hydroksietyyliamino)-1,4-naftokinoni (28)

Edellisessd kohdassa bromattu 2-hydroksi-1,4-naftokinoni (26) yritettiln muuttaa

etanoliamiinimuotoon. Reaktio suoritettiin emiksisissd olosuhteissa.

H
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Etanoliamiinia (27), 3-bromi-2-sykloheksyyli-1,4-naftokinonia (26) ja
kaliumkarbonaattia liséttiin etanoliin ja seosta refluksoitiin 5 tuntia. Muodostui tumman
punainen seos, joka suodatettiin kuumana. Suodos haihdutettiin kuiviin ja syntynyt
raakatuote puhdistettiin pylviskromatografialla. '"H NMR-spektroskopia paljasti, ettd

haluttua tuotetta (28) ei muodostunut.
9.6 6-Metyyli-1,4-naftokinonijohdannaiset

6-Metyyli-1,4-naftokinonia valmistettiin sekd yritettiin muokata se
6-hydroksimetyylijohdannaiseksi, joka voitaisiin esterdidd koolihapon happoryhmén

kanssa.
9.6.1 6-Metyyli-1,4-naftokinoni (31)

6-Metyyli-1,4-naftokinonia (31) valmistettiin isopreenista (30) sekd p-bentsokinonista

(29) Diels-Alder -reaktion kautta. Reaktio suoritettiin tunnetun synteesireitin

(0]

mukaisesti.’?

29 30 31

p-Bentsokinonia (29) ja isopreenia (30) sekoitettiin etikkahappo-liuoksessa
huoneenldmpotilassa suljetussa astiassa 3 pdivdd. Seos suodatettiin, ja suodos

kuumennettiin 60 °C:een, jotta reagoimaton isopreeni haihtuisi. Liuosta pidettiin 50
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°C:ssa. Natriumkromaattia, vettd sekd pieni méédrd vikevdd rikkihappoa liséttiin
liuokseen, ja seosta pidettiin 50 °C:ssa vield 30 minuutin ajan. Tdmén jilkeen liuos
kuumennettiin 65 - 68 °C:een 45 minuutiksi. Liuos kaadettiin jadvesiseokseen. Tamén
seoksen annettiin olla yon yli huoneenldmpdtilassa. Muodostunut kiinted aine kerittiin
suodattamalla seos Biichner-suppilon ldpi imulla. Tamai kiinted aine liuotettiin pieneen
midrddn etikkahappoa. Liuokseen lisdttiin pieni midrd natriumkromaattia pienessd
midrdssd vettd. Tamin jilkeen liuosta kuumennettiin kiehuvalla vesihauteella 20
minuutin ajan. Liuoksen annettiin jddhtyd ja vettd lisattiin kunnes tuote (31) saostui.
Tuote suodatettiin imulla ja pestiin perusteellisesti vedelld kunnes suodatinpaperin ldpi
kulkeva vesi oli véritontd. Tuote varmistettiin oikeaksi 'H NMR-spektroskopian avulla.

Saanto oli 69 %.
9.6.2 6-Bromimetyyli-1,4-naftokinoni (32)
6-Metyyli-1,4-naftokinonista (31) syntetisoitiin bromattu prekursori 6-hydroksimetyyli-

1,4-naftokinonille (33). Bromaus suoritettiin artikkelin’? ohjeita noudattaen

radikaalireaktiolla.

o) 0
‘O NBS / AIBN ‘O Br
o) o)
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6-Metyyli-1,4-naftokinonia (31) ja hieman ylimdarin N-bromisukkinimidid (NBS)
livotettiin tetrakloorimetaaniin. Seos lammitettiin 50 °C:een, jolloin pieni madrd atso-
2,2’-isobutyronitriilid (AIBN) lisdttiin ja seosta refluksoitiin 4 tuntia. Seos suodatettiin,
ja suodoksesta haihdutettiin liuotin. 'H NMR-spektristi havaittiin, ettd raakatuote sisélsi
sekd  ldhtoainetta (31) ettd tuotetta (32). Tuote yritettiin  puhdistaa
pylviaskromatografialla, mutta l&htoainetta ja tuotetta ei saatu erikseen. Tdma aineseos

kiytettiin sellaisenaan seuraavassa synteesissd (9.6.3).
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9.6.3 6-Hydroksimetyyli-1,4-naftokinoni (33)

Edellisessd vaiheessa syntetisoidun 6-bromimetyyli-1,4-naftokinonin (32) bromi
substituoitiin hydroksyyliryhmélld, jolloin syntynyt 6-hydroksimetyyli-1,4-naftokinoni
(33) voitaisiin yrittdd esterdidd koolihapon kanssa. Synteesi suoritettiin artikkelin”

ohjeita noudattaen hapettamalla 1,4-dioksaanilla.

(@] O

‘O Br 1,4-dioksaani ‘O OH
(@] O
32 33

6-Bromimetyyli-1,4-naftokinonia (32) refluksoitiin vedessd ja reilussa ylimddrdssé
1,4-dioksaania tunnin ajan, jolloin kellertivinvihredstd suspensiosta muodostui
lapikuultamaton musta liuos. Liuos laimennettiin vedelld, uutettiin kloroformilla ja
pestiin vedelld.  Uutos  haihdutettiin ~ kuiviin.  Raakatuote  puhdistettiin
pylviskromatografialla. Puhdistetussa tuotteessa havaittiin 'H NMR-spektrin perusteella
olevan paljon asetonin dimeerid (4-hydroksi-4-metyyli-2-pentanonia), jota muodostui
kromatografia-ajossa. Tuote liuotettiin kloroformiin ja pestiin vedelld, mutta asetonin
dimeerid ei saatu poistettua tuotteesta. Tuotetta saatiin vain véhin ja koska se sisélsi

paljon epdpuhtautta, sille ei tehty jatkoreaktiota koolihapon kanssa.
9.6.4 2- ja 3-Sykloheksyyli-6-metyyli-1,4-naftokinoni (35) ja (34)

Synteesin tarkoituksena oli tutkia, voidaanko sykloheksyyliryhma liittda 6-metyyli-1,4-
naftokinoniin, samoin kuin 2-hydroksi-1,4-naftokinoniin (9.3.5) tai 1,4-naftokinoniin
(9.5.1), joten synteesi tehtiin vastaavilla ohjeilla.”’ Sykloheksyyliryhmi oletettavasti
kiinnittyy =~ 6-metyyli-1,4-naftokinonin ~ 2- ja  3-asemiin  1:1  suhteella.
Disykloheksyyliyhdistettd ei todennikoéisesti synny, silld ensimmdiinen liittynyt

sykloheksyyliryhma toimii steerisend esteend.

o] o o]
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6-Metyyli-1,4-naftokinonia  (31), sykloheksyylikarboksyylihappoa  (15) ja
hopeanitraattia liséttiin asetonitriilin ja veden seokseen. Seos kuumennettiin 65 - 70
°C:een. Ammoniumpersulfaatin vesiliuosta liséttiin tipoittain. Seosta pidettiin samassa
lampotilassa tunnin ajan, jonka jilkeen se kaadettiin veteen, josta tuote uutettiin
eetterilld. Uutos pestiin vedelld ja eetteri haihdutettiin pois. Raakatuote puhdistettiin
pylviskromatografialla. Massa- ja '"H NMR-spektreisti havaittiin, etti tuotteeksi saatiin
2-sykloheksyyli-6-metyyli-1,4-naftokinonin (35) ja 3-sykloheksyyli-6-metyyli-1,4-
naftokinonin (34) 1:1 seos. Aineet eivit erottuneet toisistaan puhdistuksen aikana.

Lisdksi seokseen jdi epdpuhtautta, silld saannoksi saatiin yli teoreettisen saannon.
9.6.5 6-Karboksi-1,4-naftokinoni (36)
Synteesissd kokeiltiin, voidaanko 6-metyyli-1,4-naftokinonin (31) metyyliryhma

hapettaa karboksyylihappomuotoon (36). Hapettajana kéytettiin vahvaa hapetinta,

natriumdikromaattia. Synteesi tehtiin happamissa olosuhteissa.

(@] (@] O
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6-Metyyli-1,4-naftokinonia (31) ja hieman ylimédrin natriumdikromaattia sekoitettiin
pieneen médrddn vettd ja seos lammitettiin 75 - 80 °C:een. Vikevii rikkihappoa liséttiin
tipoittain hyvin sekoitettuun seokseen. Tdmén jélkeen sitd refluksoitiin puoli tuntia,
jolloin sakan ja liuoksen oranssi seos muuttui ldpikuultamattomaksi mustaksi seokseksi.
Tama kaadettiin jdihin, jolloin muodostui musta liuos ja jdhmedd raakatuotetta. Seos
jétettiin seisomaan viikonlopun yli, mutta tuote ei sakannut. Raakatuote kaavittiin
talteen ja livotettiin etanoliin, joka poistettiin haihduttamalla. '"H NMR-spektristd kévi
ilmi, ettd lahtdaine ei ollut hapettunut halutusti, vaan hajonnut eri tavoilla, eikd reaktio

tdten ollut onnistunut.
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10 YHTEENVETO

Kokeellinen osa aloitettiin muokkaamalla koolihappoa. Ensin suojattiin koolihapon
hydroksyyliryhmét. Tédmidn jilkeen suojatut koolihappojohdannaiset muutettiin
reaktiivisempaan happokloridimuotoon. Suojattu koolihappokloridi yritettiin esterdida
2-hydroksi-1,4-naftokinonin kanssa kiyttden trietyyliamiinia syntyvidn vetykloridin
sitomiseen. Téll6in olisi syntynyt tyon tavoitteena ollut koolihapon ja naftokinonin
vélinen konjugaatti, joka olisi potentiaalinen aihiolddke. Koska timd ei onnistunut,
2-hydroksi-1,4-naftokinonista valmistettiin natriumhydroksidin avulla reaktiivisempi
natriumsuolamuoto. Suolamuoto yritettiin esterdidd koolihappokloridin kanssa, mutta
tuloksetta. 2-Hydroksi-1,4-naftokinoni muutettiin 3-sykloheksyylijohdokseksi, eli
parvakoniksi. Siitd yritettiin syntetisoida erilaisia johdannaisia, joita voitaisiin esterdida
koolihapon hydroksyyli- tai karboksyylihapporyhmien kanssa. Nami synteesit
kuitenkin epédonnistuivat ja koolihappojohdannaiset jdivdt syntetisoimatta. Liséksi
yritettiin syntetisoida muita 1,4-naftokinonijohdannaisia, jotka voitaisiin yrittdd yhdistda
koolihapon kanssa. Néiden johdannaisten muokkaus ei onnistunut halutusti, mutta
havaittiin, ettd 1,4-naftokinonin ja 6-metyyli-1,4-naftokinonin muokkaus on helpompaa

kuin 2-hydroksi-1,4-naftokinonin.

Ty0n ensisijainen tavoite eli koolihapon ja atovakonin kojugaatti jdi saavuttamatta, silld
2-hydroksi-1,4-naftokinoni ja sen johdannaiset ovat erittdin stabiileja ja huonoliukoisia
yhdisteitd, varsinkin poolittomiin orgaanisiin liuottimiin. Kuitenkin toissijainen tavoite
eli parvakonin ja sen johdannaisten syntetisointi ja tarkastelu mahdollisia
jatkosynteesejd ajatellen onnistui tyydyttdvasti. Konjugaattien muodostaminen on
todenndkoisesti mahdollista, mutta naftokinonijohdannaisten heikon reaktiivisuuden

vuoksi se on hankalaa.
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11 SYNTEESIOHJEET

11.1 30,70,120-Triasetoksikoolihappokloridi (4)

2,0 g (3,7 mmol) 3a,7a,12a-triasetoksikoolihappoa liuotettiin 30 ml:aan (0,41 mol)
tionyylikloridia. Kaksi tippaa N,N-dimetyyliformamidia lisdttiin katalyytiksi. Liuosta
refluksoitiin 4 tuntia, jddhdytettiin ja haihdutettiin melkein kaikki tionyylikloridi.
Jaannos livotettiin 30 ml:aan tolueenia ja haihdutettiin kunnes lidhes kaikki tolueeni oli
haihtunut. J44nnds livotettiin uudelleen 30 ml:aan tolueenia. Nyt kaikki neste
haihdutettiin ja jd&nnds kuivattiin vakuumilinjastossa yon yli (kostea raakatuote
vaahtosi aluksi voimakkaasti). Raakatuotetta muodostui karkeasti arvioituna 2
grammaa. Tatd raakatuotetta ei puhdistettu, silld se kdytettiin sellaisenaan seuraavissa
reaktioissa. '"H NMR-spektrissi (liite 1) on hieman epdpuhtauksia, mm. tolueenia (5 =

2.37,7.16 - 7.29).

'"H NMR (250 MHz, CDCl3) (LIITE 1): § = 0.747 (s, 3H, 18-CH3), 0.83 - 0.86 (d, 3H,
21-CHs), 0.93 (s, 3H, 19-CHs), 1.07 - 2.01 (m, 24H, kolaanivedyt), 2.05 - 2.14 (sss, 9H,
3xO0CCH;), 4.54 - 4.63 (m, 1H, 3B-H), 4.92 - 4.93 (d, 1H, 12B-H), 5.10 (s, 1H, 7p-H).

11.2 30,70,12a-Tris(trifluoriasetoksi)koolihappo (5)

Synteesissid kaytetty trifluorietikkahappo oli tislattu juuri ennen synteesié.

3,01 g (7,4 mmol) koolihappoa liuotettiin 75 ml:aan THF:a. Liuos jddhdytettiin noin
-10 °C:een suolajddvesihauteen avulla. Liuokseen liséttiin 19 ml (0,26 mol) TFA:a
tiputussuppilosta Seos pidettiin -10 °C:ssa tunnin ajan, jonka jidlkeen sitd sekoitettiin
2 tunnin ajan huoneenldmpdtilassa. Seos kaadettiin 120 ml:aan eetterid ja 30 g:aan jditd
400 ml dekantterilasissa. Eetteriosuus erotettiin vesifaasista erotussuppilossa ja
eetterifaasi pestiin 60 ml:lla vettd, kylldiselld natriumvetykarbonaattiliuoksella kunnes
pesulivos muuttui hieman emiksiseksi (NaHCOs-liuosta kului n. 300 ml) ja lopuksi
60 ml:lla kylldistd suolaliuosta. Orgaaninen liuos kuivattiin magnesiumsulfaatilla,
suodatettiin, haihdutettiin ja raakatuote kuivattiin vakuumilinjastossa. Raakatuote painoi
5,27 grammaa. Saanto oli 103 % joten raakatuote sisdlsi epdpuhtauksia, mutta sitd ei

puhdistettu vaan kdytettiin jatkoreaktiossa (11.3) sellaisenaan.
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'"H NMR (250 MHz, CDCls): 8 = 0.81 (s, 3H, 18-CHs), 0.84 - 0.86 (d, 3H, 21-CHs),
0.99 (s, 3H, 19-CH;), 0.96 - 2.59 (m, 24H, kolaanivedyt), 4.68 - 4.85 (m, 1H, 3B-H),
5.17 (s, 1H, 12B-H), 5.34 (s, 1H, 7p-H).

11.3 30,70,120-Tris(trifluoriasetoksi)koolihappokloridi (6)

Noin 5,27 g (n. 7 mmol) 3a,7a,12a-tris(trifluoriasetoksi)koolihappoa (5) liuotettiin 60
ml:aan (0,83 mol) tionyylikloridia. Kolme tippaa DMF:a lisittiin katalyytiksi. Seosta
refluksoitiin 4 tuntia, ja annettiin jadhtya. Lahes kaikki tionyylikloridi haihdutettiin pois.
Jaannos liuotettiin 50 ml:aan tolueenia, ja haihdutettiin kunnes l&hes kaikki tolueeni oli
haihtunut. J44dnnds liuotettiin uudelleen 50 ml:aan tolueenia ja nyt kaikki neste
haihdutettiin ja jadnnos kuivattiin vakuumilinjastossa yon yli. Muodostui 5,5 grammaa

raakatuotetta, jota ei puhdistettu.

'H NMR (250 MHz, CDCl3): & = 0.82 (s, 3H, 18-CHs), 0.85 - 0.88 (g, 3H, 21-CHs),
1.00 (s, 3H, 19-CHj3), 1.04 - 2.33 (m, 24H, kolaanivedyt), 4.74 - 4.83 (m, 1H, 3B-H),
5.18 -5.19 (d, 1H, 12B-H), 5.35 (s, 1H, 7B-H).

11.4 30,70a,12a-Triasetoksikoolihapon 1,4-diokso-1,4-dihydronaftalen-2-yyliesteri

(7) (trietyyliamiinin avulla)

Synteesissa kdytetty trietyyliamiini oli tislattu juuri ennen synteesié.

0,29 g (1,7 mmol) 2-hydroksi-1,4-naftokinonia liuotettiin 30 ml:aan dikloorimetaania, ja
0,25 ml (1,8 mmol) trietyyliamiinia liséttiin kolviin. Kolvi jadhdytettiin jd&hauteella ja
suojattiin  argonilla. Tiputussuppilosta lisdttiin tipoittain 1,01 g (1,8 mmol)
triasetoksisuojattua koolihappokloridia (4) 20 ml:ssa dikloorimetaania. Happokloridin
lisddmisen jilkeen jidhaude poistettiin kolvin ympadriltd ja liuosta sekoitettiin 3 péivaa
huoneenldmmossi. Tdmén jalkeen liuos kaadettiin erotussuppiloon, jossa se pestiin 25
ml:lla vettd, 25 ml:lla 2 M suolahappoa, taas 25 ml:lla vettd, kolmesti 20 ml:lla
kyllaistd natriumvetykarbonaattia ja lopuksi 25 ml:lla vettd. DCM poistettiin

haihduttamalla ja kuivattiin vakuumilinjastossa. Tuotetta ei muodostunut.
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11.5 3a,70,120-Triasetoksikoolihapon 1,4-diokso-1,4-dihydronaftalen-2-yyliesteri
(7) (natriumhydroksidin avulla)

0,35 g (2,0 mmol) 2-hydroksi-1,4-naftokinonia liuotettiin 10 ml:aan asetonia
(tdydellinen liukeneminen vaati hieman ldmmitystd). Yksi natriumhydroksidirae (0,20
g, 5 mmol) murskattiin huhmareessa ja siirrettiin vélittdmésti jauhamisen jilkeen
asetoniliuokseen. Kolviin muodostettiin argon-atmosfédri ja seoksen annettiin sekoittua
75 minuuttia huoneenldmmdssd. Tamén jdlkeen kolviin lisdttiin  tipoittain
1,00 (1,8 mmol) grammaa triasetoksisuojattua koolihappokloridia (4) 5 ml:ssa asetonia.
Seoksen annettiin reagoida sekoituksella 3 vuorokautta, jonka jilkeen se kaadettiin
20 ml:aan kylldistd natriumvetykarbonaattia. Koska seoksessa oli mukana myos sakkaa
(natriumkloridia), lisdttiin sithen noin 10 ml vettd, jolloin sakka liukeni. Lasisauvalla
sekoitettaessa sen pintaan muodostui viskoottista ainetta. Jaljelld oleva liuos uutettiin 3
x 25 mllla etyyliasetaattia, ja tahmea puolikiinted aines liuotettiln noin
15 ml:aan etyyliasetaattia. Namé etyyliasetaatti-liuokset yhdistettiin ja pestiin 25 ml:lla
suolavettd, jolloin nestefaasien viliin muodostui 2-hydroksi-1,4-naftokinonin
natriumsuolasta muodostunut kerros. Etyyliasetaattiliuos kuivattiin natriumsulfaatilla,

haihdutettiin ja kuivattiin vakuumilinjastossa. Tuotetta ei syntynyt.

11.6 2-(2-Hydroksietoksi)-1,4-naftokinoni (9)

0,82 g (13 mmol) etyleeniglykolia liuotettiin 10 ml:aan tolueenia. Tiputussuppilosta
liséttiin tipoittain 0,40 g (2,3 mmol) 2-hydroksi-1,4-naftokinonia liuotettuna 15 ml:aan
kloroformia ja 20 ml:aan tolueenia. 3 tippaa vdkevidd rikkihappoa liséttiin liuokseen
katalyytiksi. Liuosta refluksoitiin 5 tuntia. Liuos pestiin 2 x 15 ml:lla vettd, kuivattiin
magnesiumsulfaatilla, suodatettiin, haihdutettiin ja kuivattiin vakuumilinjastossa.

Tuotetta ei syntynyt.

11.7 2-(1,4-Diokso-1,4-dihydronaft-2-yylioksi)-etyyliasetaatti (11)

1,75 g (10 mmol) 2-hydroksi-1,4-naftokinonia, 1,76 g (11 mmol) etyylibromiasetaattia
ja 1,52 g (11 mmol) vedetdntd kaliumkarbonaattia lisdttiin 25 ml:aan asetonia. Seosta
refluksoitiin  dljyhauteessa 26 tuntia, jonka jdlkeen se suodatettiin kuumana
(suodatinpaperiin jadnyt punainen sakka oli 2-hydroksi-1,4-naftokinonin kaliumsuolaa,

jonka sulamispisteeksi mitattiin >300 °C). Se haihdutettiin pieneen tilavuuteen.
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Liuoksen annettiin kiteytyd yon yli, mutta kiteytymista tapahtui vain hyvin véhéan, joten
kolviin lisdttiin 1 ml asetonia ja tuote liuotettiin siihen, haihdutettiin ja kuivattiin
vakuumilinjastossa. Syntynyt raakatuote tutkittiin 'H NMR-mittauksella ja
ohutlevykromatografialla. Se ajettiin pylvdskromatografian ldpi kdyttden eluenttina
1:1 heksaani-etyyliasetaattiseosta. Fraktiot tutkittiin '"H NMR-mittauksella, mutta
haluttua tuotetta ei ndkynyt spektrista.

11.8 2,2°-(3,3’-Bi(1,4-diokso-1,4-dihydronaft-2-yylioksi)-dietyyliasetaatti (13)

0,41 g (1,2 mmol) 2,2’-bi(3-hydroksi-1,4-naftokinonia), 0,39 g (2,3 mmol)
etyylibromiasetaattia, 0,38 g (2,8 mmol) kaliumkarbonaattia ja 10 ml asetonia
refluksoitiin 48 tuntia. Seos suodatettiin kuumana, ja suodos haihdutettiin ja kuivattiin

vakuumissa. Tuotetta ei syntynyt.

11.9 2-Hydroksi-6-(3a,7a,12a-tris(trifluoriasetoksi)-5p-kolan-24-oyyli)-1,4-
naftokinoni (14)

1,10 g (1,5 mmol) trifluoriasetoksisuojattua koolihappokloridia (6), 0,28 g (1,6 mmol)
2-hydroksi-1,4-naftokinonia ja 40 ml dikloorimetaania lisdttiin kolviin. Seos
jadhdytettiin jddhauteella. 0,36 g (2,7 mmol) alumiinikloridia (AICl;) liséttiin
spaattelilla ~ vdhdn kerrallaan, jddhaude poistettiin  ja seosta sekoitettiin
huoneenlammossd 18 tuntia. Tamin jilkeen seos kaadettiin 40 ml:aan jiitd, seokseen
lisittiin 40 ml 1 M suolahappoa, ja faasit erotettiin toisistaan erotussuppilossa.
Orgaaninen liuos pestiin 40 ml:lla kylldistd suolalivosta ja  kuivattiin
magnesiumsulfaatilla, haihdutettiin ja kuivattiin vakuumilinjastossa. Tuotetta ei ollut
muodostunut. Vesifaasia uutettiin 20 ml:lla dikloorimetaania, jonka mukaan tarttui
myo6s sakkaa, joka oli 2-hydroksi-1,4-naftokinonin tetrakloorialuminaattia. Sakka
suodatettiin talteen ja dikloorimetaaniliuos haihdutettiin, jolloin kaikki kolvin sisdlto

haihtui, eli tuotetta ei ollut muodostunut.

11.10 2-Hydroksi-3-sykloheksyyli-1,4-naftokinoni (16)

Synteesi tehtiin kolmesti, ja synteesit olivat ldhes identtiset, ainoastaan kemikaalien

ainemédrissé oli eroja. Tédssd kuvataan kolmas synteesikerta.
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6,01 g (34 mmol) 2-hydroksi-1,4-naftokinonia, 691 g (54 mmol)
sykloheksaanikarboksyylihappoa ja 3,15 g (19 mmol) hopeanitraattia lisittiin
100 ml:aan vettd ja 80 ml:aan asetonitriilid. Seos ldmmitettiin Oljyhauteella
65 - 70 °C:een ja 10,67 g (47 mmol) ammoniumpersulfaattia 40 ml:ssa vettd liséttiin
tiputussuppilosta. Seosta pidettiin samassa lamp6tilassa tunnin ajan, jonka jilkeen sen
annettiin viilentyd huoneenldmpoon. Seos kaadettiin 100 ml:aan vettd. Tuote uutettiin
seoksesta erotussuppilossa eetterilli (80 + 80 + 80 + 40 ml). Uuttamisen aikana
nestefaasien viliin muodostui sakasta koostuva faasi, joka ei ollut tuotetta, mutta joka
silti kerattiin eetterifaasin mukaan. Eetterifraktiot yhdistettiin ja pestiin vedelld (3 x 80
ml) sekd kylldiselld suolavedelld (80 ml). Eetteriliuos kuivattiin magnesiumsulfaatilla ja
suodatettiin, jolloin eetterin mukana kulkeutuneesta sakkafaasista pééstiin eroon.
Suodos haihdutettiin ja kuivattiin vakuumissa. '"H NMR ja ohutlevykromatografia
varmistivat, ettd raakatuotteen joukossa oli haluttua tuotetta. Tuote puhdistettiin
ajamalla se kahdesti pylvdskromatografian ldpi kéayttden eluenttina tolueenia.
Puhdistettua tuotetta saatiin 1,93 g ja saanto oli 22 %. Tuotteen 'H NMR-spektrissi
(liite 2) on mukana hieman tolueenia (6 =2.37, 7.17 -7.24).

'H NMR (250 MHz, CDCls) (LIITE 2): & = 1.09 - 2.05 (m, 10H, sykloheksyyli-CHy),
3.03 - 3.15 (m, 1H, sykloheksyyli-CH), 7.43 (s, 1H, OH), 7.64 - 7.79 (m, 2H, Ar-H),
8.05 - 8.14 (m, 2H, Ar-H).

C NMR (126 MHz, CDCl;) (LIITE 3): § = 25.98 (sykloheksyyli-4-CH,), 26.70 (2C,
sykloheksyyli-3,5-CH,), 29.26 (2C, sykloheksyyli-2,6-CH;), 35.21 (sykloheksyyli-1-
CH), 125.91; 126.94 (2C, 6,9-Ar-CH), 127.93 (3-Ar-C), 129.25; 133.22 (2C, 5,10-Ar-
C), 132.70; 134.88 (2C, 7,8-Ar-CH), 152.84 (Ar-C-0), 181.97 (1-Ar-C=0), 184.56 (4-
Ar-C=0).

11.11 2-(3-Sykloheksyyli-1,4-diokso-1,4-dihydronaft-2-yylioksi)-etyyliasetaatti (17)

Synteesi tehtiin kahdesti.

0,50 g (2,0 mmol) parvakonia (16), 0,52 g (3,1 mmol) etyylibromiasetaattia, 0,43 g

(3,1 mmol) vedetontd kaliumkarbonaattia 15 ml:ssa asetonia refluksoitiin 20 tuntia,
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jonka jédlkeen seos suodatettiin kuumana, konsentroitiin pieneen liuosmidrdin
haihduttamalla ja jadhdytettiin. Koska tuote ei kiteytynyt, kaadettiin liuos 25 ml:aan
vettd (30 ml dekantterilasissa). Keltaisia kiteitd muodostui hitaasti. Kiteet suodatettiin

imulla. Tuote kuivattiin vakuumilinjastossa ja sitd saatiin 0,62 g (saanto 93 %).

Toisen synteesikerran ldhtbaineet olivat 1,00 g (3,9 mmol) parvakonia, 0,70 g
(4,2 mmol) etyylibromiasetaattia, 0,65 g (4,7 mmol) kuivaa kaliumkarbonaattia ja 15 ml
asetonia. Synteesin alkuvaihe oli samanlainen kuin ensimmadisen synteesikerran mutta
tuote ei kiteytynyt vedessd, vaan muodosti oman viskoosin faasin. Vesi kaadettiin pois
dekantterilasista ja tuotteen annettiin kuivua huoneenlammassé yon yli. Tuote liuotettiin
15 ml:aan asetonia ja haihdutettiin niin pieneen tilavuuteen kuin mahdollista. Tuote
yritettiin kiteyttdd jadkaapissa, mutta se ei onnistunut. 'H NMR-spektristi kivi ilmi, ettd
livos sisélsi asetonin dimeerid, 4-hydroksi-4-metyyli-2-pentanonia, jota muodostui
refluksoinnin aikana. Tdméa poistettiin liuottamalla tuote 15 ml:aan heksaania ja
pesemélld liuos 10 ml:lla vettd. Heksaani poistettiin haihduttamalla ja tuote kuivattiin
vakuumissa. Tuote ei kiteytynyt kokonaan, vaan jdi osittain keltaiseksi, viskoosiksi,
Oljymdiiseksi tuotteeksi. Tama tarkoitti, ettd tuotteen seassa on epdpuhtautta. Tuotetta

saatiin 1,34 g, ja saanto oli 100 % (johtuen epédpuhtauksista).

'H NMR (250 MHz, CDCls) (LIITE 4): & = 1.28 - 1.34 (t, 3H, CH3), 1.36 - 2.16 (m,
10H, sykloheksyyli-CH,), 3.15 - 3.27 (m, 1H, sykloheksyyli-CH), 4.23 - 4.36 (q, 2H,
CH,), 4.05 (s, 2H, CH,), 7.26 - 7.74 (m, 2H, Ar-H), 7.89 - 7.97 (m, 2H, Ar-H).

C NMR (126 MHz, CDCls) (LIITE 5): & = 14.18 (CH3), 26.01 (sykloheksyyli-4-CH,),
26.89 (2C, sykloheksyyli-3,5-CH,), 29.60 (2C, sykloheksyyli-2,6-CH,), 36.04
(sykloheksyyli-1-CH), 61.27 (CH3-CHy), 68.83 (CH,), 125.87; 126.33 (2C, 6,9-Ar-CH),
131.15; 132.35 (2C, 5,10-Ar-C), 132.99; 133.88 (2C, 7.8-Ar-CH), 138.16 (3-Ar-C),
155.62 (2-Ar-C-0), 168.74 (C=0), 182.16 (1-Ar-C=0), 185.15 (4-Ar-C=0).

MS: [M+Na]" = 365.05
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11.12 2-(3-Sykloheksyyli-1,4-diokso-1,4-dihydronaft-2-yylioksi)etikkahappo (18)

(saippuoimalla)

0,62 g (1,8 mmol) 2-(3-sykloheksyyli-1,4-diokso-1,4-dihydronaft-2-yylioksi)-
etyyliasetaattia (17), 10 ml etanolia ja 1,5 ml 8 % NaOH-liuosta refluksoitiin 2 tuntia.
Etanoli poistettiin haihduttamalla ja jaannos liuotettiin 30 ml:aan vettd. Liuos tehtiin
happamaksi 2 M HCI-liuoksella, jolloin liuoksesta sakkasi keltainen aine hyvin
hienojakoisena. Témin suodattaminen ei onnistunut, silld se tukki suodatinpaperin,
joten se uutettiin vedestd 2 x 20 ml:lla dietyylieetterid ja pestiin vedelld. Eetteri

haihdutettiin ja raakatuote kuivattiin vakuumissa. Tuotetta ei ollut muodostunut.

11.13 2-(3-Sykloheksyyli-1,4-diokso-1,4-dihydronaft-2-yylioksi)-etikkahappo (18)

(bromietikkahapon avulla)

0,28 g (1,1 mmol) parvakonia (16), 0,17 g (1,2 mmol) bromietikkahappoa, 0,45 g
(3,3mmol) kaliumkarbonaattia ja 20 ml asetonia refluksoitiin 20 tuntia. Seos
suodatettiin kuumana ja suodos haihdutettiin kuiviin. Jddnnds kuivattiin vakuumissa.

Tuotetta ei muodostunut.

11.14 2-(3-Sykloheksyyli-1,4-diokso-1,4-dihydronaft-2-yylioksi)-N-(2-
hydroksietyyli)asetamidi (21) (refluksoimalla)

0,40 g (1,2 mmol) 2-(3-sykloheksyyli-1,4-diokso-1,4-dihydronaft-2-yylioksi)-
etyyliasetaattia (17) ja 3,35 g (55 mmol) etanoliamiinia 20 ml:ssa metanolia
refluksoitiin 24 tuntia. Liuoksesta haihdutettiin puolet pois ja loppu kaadettiin n. 100
ml:aan jidvesiseosta. Koska tuote ei kiteytynyt, uutettiin se 3 x 30 ml:lla dietyylieetterid
ja 20 ml:lla etyyliasetaattia. Orgaaniset uutokset yhdistettiin ja liuottimet poistettiin
haihduttamalla. J&d&dnnds kuivattiin  vakuumilinjastossa. Raakatuote puhdistettiin
liuottamalla se etyyliasetaattiin (liukenematta jdi epdpuhtauksia) ja suorittamalla
pylviskromatografia kdyttden eluenttina etyyliasetaatti-heksaani 1:1-seosta. Synteesi ei

onnistunut.
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11.15 2-(3-Sykloheksyyli-1,4-diokso-1,4-dihydronaft-2-yylioksi)-N-(2-

hydroksietyyli)asetamidi (21) (huoneenlimmaossi)

0,30 g (0,88 mmol) 2-(3-sykloheksyyli-1,4-diokso-1,4-dihydronaft-2-yylioksi)-
etyyliasetaattia (17) ja 2,50 g (41 mmol) etanoliamiinia 20 ml:ssa metanolia sekoitettiin
huoneenldmmossd 8 vuorokautta. Liuotin poistettiin  haihduttamalla ja jdannos
liuotettiin 20 ml:aan etyyliasetaattia. Liuos pestiin 2 x 15 ml:lla vettd, etyyliasetaatti

poistettiin haihduttamalla ja jadnnds kuivattiin vakuumilinjastossa. Tuotetta ei syntynyt.

11.16 3-(2-(3-Sykloheksyyli-1,4-diokso-1,4-dihydronaft-2-yylioksi)asetoksi)-
metyylilitokolaatti (23)

0,36 g (0,76 mmol) 3a-(2-kloori)asetoksi-metyylilitokolaattia, 0,20 g (0,78 mmol)
parvakonia (16) ja 0,17 g (1,2 mmol) kaliumkarbonaattia 10 ml:ssa asetonia
refluksoitiin 20 tuntia. Seos suodatettiin kuumana ja suodos haihdutettiin ja kuivattiin
vakuumilinjastossa. Raakatuote liuotettiin metanoliin (jolloin epédpuhtaudet jdivit
liukenematta) ja liuos ajettiin pylviskromatografian ldpi kdyttden eluenttina heksaani-

etyyliasetaatti 1:1-seosta. Synteesi ei onnistunut.

11.17 2-Sykloheksyyli-1,4-naftokinoni (25)

1,00 g (6,3 mmol) 1,4-naftokinonia, 1,22 g (9,5 mmol) sykloheksaanikarboksyylihappoa
ja 0,58 g (3,1 mmol) liséttiin 30 ml:aan asetonitriilid ja 10 ml:aan vettd. Seos
kuumennettiin 65 - 70 °C:een ja sithen lisdttin 1,96 g (8,6 mmol)
ammoniumpersulfaattia 10 ml:ssa vettd. Seosta sekoitettiin samassa lampotilassa tunnin
ajan ja jadhdytettiin. Seos kaadettiin 50 ml:aan vettd ja tuote uutettiin seoksesta
3 x 30 ml:lla eetterid, joka pestiin 2 x 30 ml:lla vettd ja 1 x 30 ml:lla kylldistd
suolavettd. Uutos kuivattiin magnesiumsulfaatilla, haihdutettiin kuiviin ja kuivattiin
vakuumissa. Saatu raakatuote puhdistettiin pylvaskromatografialla kiyttden eluenttina

tolueenia. Puhdistettua tuotetta saatiin 1,52 g. Saanto oli 47 %.

'"H NMR (250 MHz, CDCl3) (LIITE 6): & = 1.04 - 2.01 (m, 10H, sykloheksyyli-CH.),
2.87 - 2.96 (m, 1H, sykloheksyyli-CH), 6.74 - 6.76 (d, 1H, 3-H), 7.67 - 7.78 (m, 2H, Ar-
H), 8.02 - 8.14 (m, 2H, Ar-H).
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MS (LITE 7): [M] =240, [M-CsHg] = 172, [M-C;H,,] = 144
11.18 3-Bromi-2-sykloheksyyli-1,4-naftokinoni (26)

0,71 g (3,0 mmol) 2-sykloheksyyli-1,4-naftokinonia (25) ja 1,02 g (12 mmol)
natriumasetaattia liuotettiin 5 ml:aan etikkahappoa. Liuos jddhdytettiin jddvesihauteen
avulla 0 °C:een ja liuokseen liséttiin 0,19 ml (3,7 mmol) bromia. Kolvi suljettiin
hioskorkilla tiiviisti ja kadrittiin alumiinifolioon, ja annettiin reagoida ilman sekoitusta
3 pdivad. Liuos kaadettiin 100 ml:aan vettd, ja tuote uutettiin 3 x 20 ml:lla heksaania.
Heksaaniliuos pestiin 20 ml:lla vettd, kuivattiin magnesiumsulfaatilla ja kuivattiin
vakuumissa. Raakatuotetta saatiin 0,74 g, josta 0,37 g arvioitiin olevan tuotetta.
'"H NMR-spektrissi (liite 8) on mukana hieman heksaania (8§ = 0.83 - 0.98) seki
lahtoainetta (25).

'H NMR (250 MHz, CDCl;) (LIITE 8): §=1.17 - 1.95 (m, 10H, sykloheksyyli-CH,),
3.20 - 3.32 (m, 1H, sykloheksyyli-CH), 7.67 - 7.84 (m, 2H, Ar-H), 8.02 - 8.16 (m, 2H,
Ar-H).

11.19 2-Sykloheksyyli-3-(2-hydroksietyyliamino)-1,4-naftokinoni (28)

0,74 g (2,2 mmol) 3-bromi-2-sykloheksyyli-1,4-naftokinonia (26), 0,18 g (3,0 mmol)
etanoliamiinia, 0,40 g (2,9 mmol) kaliumkarbonaattia ja 10 ml etanolia refluksoitiin
5 tuntia. Seos suodatettiin, ja suodos haihdutettiin ja kuivattiin vakuumissa. Raakatuote
puhdistettiin  pylvdskromatografialla kayttden etyyliasetaatti-heksaani 2:1-seosta

eluenttina. Tuotetta ei syntynyt.

11.20 6-Metyyli-1,4-naftokinoni (31)

Synteesi tehtiin kahdesti. Tdssd kuvataan ensimmadinen synteesikerta, toinen

synteesikerta oli ldhtdaineiden méérid lukuunottamatta identtinen.

2,08 g (19 mmol) p-bentsokinonia, 1,30 g (19 mmol) isopreenid ja 15 ml etikkahappoa
typpi-atmosfddrissd suljetussa kolvissa sekoitettiin huoneenldmmdssd 3 vuorokautta,

jonka jéilkeen seos suodatettiin ja suodos ldmmitettiin 60 °C:een. Lampétila laskettiin
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50 °C:een, ja liuokseen lisittiin 6,06 g (37 mmol) natriumkromaattia ja 0,4 ml vikevaa
rikkihappoa 8 ml:ssa vettd. Lidmpdtila pidettiin 50 °C:ssa jddvesihauteen ja lammityksen
avulla 30 minuutin ajan. Liuos ldmmitettiin 65 - 68 °C:een 45 minuutiksi, ja se
kaadettiin 25 g:aan jditd ja 40 ml:aan vettd ja jétettiin huoneenldmpdétilaan yon yli.
Muodostunut kiinted aines kerittiin suodattamalla seos imulla Biichner-suppilon avulla.
Sakka liuotettiin 10 ml:aan etikkahappoa. 0,38 g (2,3 mmol) natriumkromaattia 5 ml:ssa
vettd lisdttiin liuokseen, ja seosta ldmmitettiin vesihauteella 20 minuuttia. Seos
viilennettiin ja siihen lisdttiin vettd kunnes tuote sakkasi. Tuote kerdttiin Biichner-
suppilolla ja pestiin perusteellisesti kylmélld vedelld. Tuote kuivattiin vakuumissa.
Tuotetta kerittiin 2,27 g. Saanto oli 69 %. '"H NMR-spektrissi (liite 9) on mukana vetti
(6 = 1.64) ja hieman epédpuhtauksia.

'"H NMR (250 MHz, CDCls) (LIITE 9): § = 2.51 (s, 3H, CH3), 6.95 (s, 2H, Ar-H), 7.54 -
7.58 (m, 1H, Ar-H), 7.88 - 7.89 (m, 1H, Ar-H), 7.97 - 8.00 (ss, 1H, Ar-H).

11.21 6-Bromimetyyli-1,4-naftokinoni (32)

2,95 g (17 mmol) N-bromisukkinimidid lisdttiin 2,27 g (13 mmol) 6-metyyli-1,4-
naftokinoniin (31) 50 ml:ssa tetrakloorimetaania. Seos ldimmitettiin 50 °C:een ja 0,46 g
(2,8 mmol) AIBN:4 liséttiin. Seosta refluksoitiin 4 tuntia. Seos suodatettiin ja suodos
haihdutettiin. Raakatuote puhdistettiin pylviskromatografialla kéayttden eluenttina
asetoni/heksaani 2:8 -seosta, mutta tuote ei puhdistunut. Raakatuotetta (31 ja 32 seos)

keréttiin 2,17 g.

'"H NMR (250 MHz, CDCls): § = 4.56 (s, 2H, CH,), 7.00 (s, 2H, Ar-H), 7.77 - 8.24 (m,
3H, Ar-H).

11.22 6-Hydroksimetyyli-1,4-naftokinoni (33)

2,17 g 6-bromimetyyli-1,4-naftokinonin raakatuotteen (32), 29 ml (0,34 mol)
dioksaanin ja 43 ml veden seosta refluksoitiin 1 tunti. Liuos laimennettiin 100 ml:lla
vettd ja tuote uutettiin 3 x 30 ml:lla kloroformia. Uutos pestiin 30 ml:lla vettd, kuivattiin
natriumsulfaatilla, haihdutettiin ja kuivattiin vakuumissa. Raakatuote puhdistettiin
pylviaskromatografialla ~ kédyttden  eluenttina  asetoni-kloroformi  1:10-seosta.

Puhdistuksessa syntynyt asetonin dimeeri yritettiin poistaa liuottamalla dimeeri-tuote -
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seos kloroformiin ja pesemadlld sitd 20 ml:1lla vettd, tuloksetta. Tuotetta saatiin 0,36 g,

joka sisdltdd epapuhtautta (asetonin dimeerid).

'"H NMR (250 MHz, CDCls): § = 4.86 (s, 2H, CH,), 6.98 (s, 2H, Ar-H), 7.75 - 8.10 (m,
3H, Ar-H).

11.23 2- ja 3-Sykloheksyyli-6-metyyli-1,4-naftokinoni (35) ja (34)

451 g (26 mmol) 6-metyyli-1,4-naftokinonia, 5,29 g (41 mmol)
sykloheksaanikarboksyylihappoa, 2,39 g (14 mmol) hopeanitraattia, 68 ml asetonitriilid
ja 90 ml vettd kuumennettiin 65 - 70 °C:een ja 8,16 g (36 mmol) ammoniumsulfaattia
45 ml:issd vettd lisdttiin seokseen tiputussuppilosta. Seosta lammitettiin samassa
lampotilassa tunnin ajan, jonka jilkeen se kaadettiin 80 ml:aan vettd. Tuote uutettiin
seoksesta 3 x 40 mllla eetterid, pestiin 40 ml:lld vettd ja kuivattiin
magnesiumsulfaatilla. Eetteri poistettiin haihduttamalla ja raakatuote kuivattiin
vakuumissa. Tuote puhdistettiin pylvaskromatografialla kéyttden eluenttina asetoni-
heksaani 2:9 -seosta. Tuotetta kerittiin 6,8 g, joka sisdlsi sekd 2-sykloheksyyli-6-
metyyli-1,4-naftokinonia etti 3-sykloheksyyli-6-metyyli-1,4-naftokinonia. 'H NMR
-spektrissé (liite 10) on tuotteen lisdksi epdpuhtauksia, kuten 1dhtdaineita (31) ja (15).

'H NMR (250 MHz, CDCl;) (LIITE 10): & = 1.13 - 1.97 (m, 10H, sykloheksyyli-CH,),
2.83 - 2.95 (m, 1H, sykloheksyyli-CH), 6.70 (s, 1H (2- tai 3-asemassa), Ar-H), 7.49 -
7.60 (m, 1H, Ar-H), 7.82 - 8.25 (m, 2H, Ar-H).

MS: [M]= 254, [M-CsHs] = 186, [M-C-H2] = 158

11.24 6-Karboksi-1,4-naftokinoni (36)

1,93 g (11 mmol) 6-metyyli-1,4-naftokinonia (31), 4,55 g (15 mmol)
natriumdikromaattia ja 10 ml vettd kuumennettiin 70 - 80 °C:een. 6,2 ml (0,12 mol)
rikkihappoa liséttiin tiputtaen seokseen, ja seosta refluksoitiin tunnin ajan. Syntynyt
musta liuos kaadettiin 50 g:aan jditd, jolloin muodostui raskasta mustaa Oljyméisti

ainetta. Tuotetta ei syntynyt.
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PRESCRIBING INFORMATION
MALARONE®
(atovaquone and proguanil hydrochloride)
Tablets
MALARONE®
(atovaquone and proguanil hydrochloride)
Pediatric Tablets

DESCRIPTION

MALARONE (atovaquone and proguanil hydrochloride) is a fixed-dose combination of the
antimalarial agents atovaquone and proguanil hydrochloride. The chemical name of atovaquone
is trans-2-[4-(4-chlorophenyl)cyclohexyl]-3-hydroxy-1,4-naphthalenedione. Atovaquone is a
yellow crystalline solid that is practically insoluble in water. It has a molecular weight of 366.84
and the molecular formula Cz;H19ClOs. The compound has the following structural formula:

Cl

I I OH
0

The chemical name of proguanil hydrochloride is 1-(4-chlorophenyl)-5-isopropyl-biguanide
hydrochloride. Proguanil hydrochloride is a white crystalline solid that is sparingly soluble in
water. It has a molecular weight of 290.22 and the molecular formula C11H16CINs*HCI. The
compound has the following structural formula:

I\ilH CHs
1
NH—C CH—CHz
NHf‘CfNH
1
HH
ol +HCI

MALARONE Tablets and MALARONE Pediatric Tablets are for oral administration. Each
MALARONE Tablet contains 250 mg of atovaquone and 100 mg of proguanil hydrochloride and
each MALARONE Pediatric Tablet contains 62.5 mg of atovaquone and 25 mg of proguanil

LITE 11

hydrochloride. The inactive ingredients in both tablets are low-substituted hydroxypropyl
cellulose, magnesium stearate, microcrystalline cellulose, poloxamer 188, povidone K30, and
sodium starch glycolate. The tablet coating contains hypromellose, polyethylene glycol 400,
polyethylene glycol 8000, red iron oxide, and titanium dioxide.

CLINICAL PHARMACOLOGY

Microbiology: Mechanism of Action: The constituents of MALARONE, atovaquone and
proguanil hydrochloride, interfere with 2 different pathways involved in the biosynthesis of
pyrimidines required for nucleic acid replication. Atovaquone is a selective inhibitor of parasite
mitochondrial electron transport. Proguanil hydrochloride primarily exerts its effect by means of
the metabolite cycloguanil, a dihydrofolate reductase inhibitor. Inhibition of dihydrofolate
reductase in the malaria parasite disrupts deoxythymidylate synthesis.

Activity In Vitro and In Vivo: Atovaquone and cycloguanil (an active metabolite of
proguanil) are active against the erythrocytic and exoerythrocytic stages of Plasmodium spp.
Enhanced efficacy of the combination compared to either atovaquone or proguanil hydrochloride
alone was demonstrated in clinical studies in both immune and non-immune patients (see
CLINICAL STUDIES).

Drug Resistance: Strains of P. falciparum with decreased susceptibility to atovaquone or
proguanil/cycloguanil alone can be selected in vitro or in vivo. The combination of atovaquone
and proguanil hydrochloride may not be effective for treatment of recrudescent malaria that
develops after prior therapy with the combination.

Pharmacokinetics: Absorption: Atovaquone is a highly lipophilic compound with low
aqueous solubility. The bioavailability of atovaquone shows considerable inter-individual
variability.

Dietary fat taken with atovaquone increases the rate and extent of absorption, increasing AUC
2 to 3 times and Cpax 5 times over fasting. The absolute bioavailability of the tablet formulation
of atovaquone when taken with food is 23%. MALARONE Tablets should be taken with food or
amilky drink.

Proguanil hydrochloride is extensively absorbed regardless of food intake.

Distribution: Atovaquone is highly protein bound (>99%) over the concentration range of 1
to 90 meg/mL. A population pharmacokinetic analysis demonstrated that the apparent volume of
distribution of atovaquone (V/F) in adult and pediatric patients after oral administration is
approximately 8.8 L/kg.

Proguanil is 75% protein bound. A population pharmacokinetic analysis demonstrated that the
apparent V/F of proguanil in adult and pediatric patients >15 years of age with body weights
from 31 to 110 kg ranged from 1,617 to 2,502 L. In pediatric patients <15 years of age with body
weights from 11 to 56 kg, the V/F of proguanil ranged from 462 to 966 L.

In human plasma, the binding of atovaquone and proguanil was unaffected by the presence of
the other.

Metabolism: In a study where *“C-labeled atovaquone was administered to healthy
volunteers, greater than 94% of the dose was recovered as unchanged atovaquone in the feces
over 21 days. There was little or no excretion of atovaquone in the urine (less than 0.6%). There
is indirect evidence that atovaquone may undergo limited metabolism; however, a specific
metabolite has not been identified. Between 40% to 60% of proguanil is excreted by the kidneys.
Proguanil is metabolized to cycloguanil (primarily via CYP2C19) and 4-chlorophenylbiguanide.
The main routes of elimination are hepatic biotransformation and renal excretion.

Elimination: The elimination half-life of atovaquone is about 2 to 3 days in adult patients.

The elimination half-life of proguanil is 12 to 21 hours in both adult patients and pediatric
patients, but may be longer in individuals who are slow metabolizers.

A population pharmacokinetic analysis in adult and pediatric patients showed that the
apparent clearance (CL/F) of both atovaquone and proguanil are related to the body weight. The
values CL/F for both atovaquone and proguanil in subjects with body weight >11 kg are shown
in Table 1.

Table 1. Apparent Clearance for Atovaquone and Proguanil in Patients as a Function of
Body Weight

Atovaquone Proguanil
CLIF (Lihn) CL/F (L)
Body Weight N Mean + SD” (range) N Mean + SD” (range)
11-20 kg 159 1.34+£0.63 146 295+6.5
(0.52-4.26) (10.3-48.3)
21-30 kg 117 1.87+0.81 113 40.0+75
(0.52-5.38) (15.9-62.7)
31-40 kg 95 2.76 £2.07 91 49.5+8.30
(0.97-12.5) (25.8-715)
>40 kg 368 6.61 + 3.92 282 67.9+19.9
(1.32-203) (14.0-145)

"SD = standard deviation.

The pharmacokinetics of atovaquone and proguanil in patients with body weight below 11 kg
have not been adequately characterized.
Special Populations: Pediatrics: The pharmacokinetics of proguanil and cycloguanil are
similar in adult patients and pediatric patients. However, the elimination half-life of atovaquone
is shorter in pediatric patients (1 to 2 days) than in adult patients (2 to 3 days). In clinical trials,
plasma trough levels of atovaquone and proguanil in pediatric patients weighing 5 to 40 kg were
within the range observed in adults after dosing by body weight.

Geriatrics: In a single-dose study, the pharmacokinetics of atovaquone, proguanil, and
cycloguanil were compared in 13 elderly subjects (age 65 to 79 years) to 13 younger subjects
(age 30 to 45 years). In the elderly subjects, the extent of systemic exposure (AUC) of

cycloguanil was increased (point estimate = 2.36, Cl = 1.70, 3.28). Tmax Was longer in elderly
subjects (median 8 hours) compared with younger subjects (median 4 hours) and average
elimination half-life was longer in elderly subjects (mean 14.9 hours) compared with younger
subjects (mean 8.3 hours).

Hepatic Impairment: In a single-dose study, the pharmacokinetics of atovaquone,
proguanil, and cycloguanil were compared in 13 subjects with hepatic impairment (9 mild,
4 moderate, as indicated by the Child-Pugh method) to 13 subjects with normal hepatic function.
In subjects with mild or moderate hepatic impairment as compared to healthy subjects, there
were no marked differences (<50%) in the rate or extent of systemic exposure of atovaquone.
However, in subjects with moderate hepatic impairment, the elimination half-life of atovaquone
was increased (point estimate = 1.28, 90% CI = 1.00 to 1.63). Proguanil AUC, Cpax, and its ty,
increased in subjects with mild hepatic impairment when compared to healthy subjects (Table 2).
Also, the proguanil AUC and its ty, increased in subjects with moderate hepatic impairment
when compared to healthy subjects. Consistent with the increase in proguanil AUC, there were
marked decreases in the systemic exposure of cycloguanil (Crax and AUC) and an increase in its
elimination half-life in subjects with mild hepatic impairment when compared to healthy
volunteers (Table 2). There were few measurable cycloguanil concentrations in subjects with
moderate hepatic impairment (see DOSAGE AND ADMINISTRATION). The pharmacokinetics
of atovaquone, proguanil, and cycloguanil after administration of MALARONE have not been
studied in patients with severe hepatic impairment.

Table 2. Point Estimates (90% C1) for Proguanil and Cycloguanil Parameters in Subjects
With Mild and Moderate Hepatic Impairment Compared to Healthy Volunteers

Parameter Comparison Proguanil Cycloguanil
AUC(iny” mild:healthy 1.96 (1.51, 2.54) 0.32(0.22, 0.45)
Crnex mild:healthy 1.41(1.16,1.71) 0.35 (0.24, 0.50)
tun' mild:healthy 1.21 (0.92, 1.60) 0.86 (0.49, 1.48)
AUC(.inty moderate:healthy 1.64 (1.14, 2.34) ND
Crax moderate:healthy 0.97 (0.69, 1.36) ND
tup' moderate:healthy 1.46 (1.05, 2.05) ND

ND = not determined due to lack of quantifiable data.
*Ratio of geometric means.
Mean difference.

Renal Impairment: In patients with mild renal impairment (creatinine clearance 50 to
80 mL/min), oral clearance and/or AUC data for atovaquone, proguanil, and cycloguanil are
within the range of values observed in patients with normal renal function (creatinine clearance
>80 mL/min). In patients with moderate renal impairment (creatinine clearance 30 to
50 mL/min), mean oral clearance for proguanil was reduced by approximately 35% compared
with patients with normal renal function (creatinine clearance >80 mL/min) and the oral




clearance of atovaquone was comparable between patients with normal renal function and mild
renal impairment. No data exist on the use of MALARONE for long-term prophylaxis (over

2 months) in individuals with moderate renal failure. In patients with severe renal impairment
(creatinine clearance <30 mL/min), atovaguone Cmax and AUC are reduced but the elimination
half-lives for proguanil and cycloguanil are prolonged, with corresponding increases in AUC,
resulting in the potential of drug accumulation and toxicity with repeated dosing (see
CONTRAINDICATIONS).

Drug Interactions: There are no pharmacokinetic interactions between atovaguone and
proguanil at the recommended dose.

Concomitant treatment with tetracycline has been associated with approximately a 40%
reduction in plasma concentrations of atovaquone.

Concomitant treatment with metoclopramide has also been associated with decreased
bioavailability of atovaquone.

Concomitant administration of rifampin or rifabutin is known to reduce atovaquone levels
by approximately 50% and 34%, respectively (see PRECAUTIONS: Drug Interactions). The
mechanisms of these interactions are unknown.

Concomitant administration of atovaquone and indinavir results in a decrease in the Cpin Of
indinavir (23% decrease [90% CI 8%, 35%]). Caution should be exercised when prescribing
atovaquone with indinavir due to the decrease in trough levels of indinavir.

Atovaquone is highly protein bound (>99%) but does not displace other highly protein-bound
drugs in vitro, indicating significant drug interactions arising from displacement are unlikely (see
PRECAUTIONS: Drug Interactions). Proguanil is metabolized primarily by CYP2C19. Potential
pharmacokinetic interactions with other substrates or inhibitors of this pathway are unknown.

INDICATIONS AND USAGE

Prevention of Malaria: MALARONE is indicated for the prophylaxis of P. falciparum
malaria, including in areas where chloroquine resistance has been reported (see CLINICAL
STUDIES).

Treatment of Malaria: MALARONE is indicated for the treatment of acute, uncomplicated
P. falciparum malaria. MALARONE has been shown to be effective in regions where the drugs
chloroquine, halofantrine, mefloquine, and amodiaquine may have unacceptable failure rates,
presumably due to drug resistance.

CONTRAINDICATIONS

MALARONE is contraindicated in individuals with known hypersensitivity to atovaquone or
proguanil hydrochloride or any component of the formulation. Rare cases of anaphylaxis
following treatment with atovaquone/proguanil have been reported.

MALARONE is contraindicated for prophylaxis of P. falciparum malaria in patients with
severe renal impairment (creatinine clearance <30 mL/min) (see CLINICAL
PHARMACOLOGY: Special Populations: Renal Impairment).

PRECAUTIONS

General: MALARONE has not been evaluated for the treatment of cerebral malaria or other

severe manifestations of complicated malaria, including hyperparasitemia, pulmonary edema, or

renal failure. Patients with severe malaria are not candidates for oral therapy.

Absorption of atovaguone may be reduced in patients with diarrhea or vomiting. If
MALARONE is used in patients who are vomiting (see DOSAGE AND ADMINISTRATION),
parasitemia should be closely monitored and the use of an antiemetic considered. Vomiting
occurred in up to 19% of pediatric patients given treatment doses of MALARONE. In the
controlled clinical trials of MALARONE, 15.3% of adults who were treated with
atovaquone/proguanil received an antiemetic drug during that part of the trial when they received
atovaquone/proguanil. Of these patients, 98.3% were successfully treated. In patients with severe
or persistent diarrhea or vomiting, alternative antimalarial therapy may be required.

Parasite relapse occurred commonly when P. vivax malaria was treated with MALARONE
alone.

In the event of recrudescent P. falciparum infections after treatment with MALARONE or
failure of chemoprophylaxis with MALARONE, patients should be treated with a different blood
schizonticide.

Information for Patients: Patients should be instructed:

e totake MALARONE tablets at the same time each day with food or a milky drink.

o to take a repeat dose of MALARONE if vomiting occurs within 1 hour after dosing.

o to take a dose as soon as possible if a dose is missed, then return to their normal dosing
schedule. However, if a dose is skipped, the patient should not double the next dose.

e to consult a healthcare professional regarding alternative forms of prophylaxis if prophylaxis
with MALARONE is prematurely discontinued for any reason.

o that protective clothing, insect repellents, and bednets are important components of malaria
prophylaxis.

« that no chemoprophylactic regimen is 100% effective; therefore, patients should seek
medical attention for any febrile illness that occurs during or after return from a
malaria-endemic area and inform their healthcare professional that they may have been
exposed to malaria.

o that falciparum malaria carries a higher risk of death and serious complications in pregnant
women than in the general population. Pregnant women anticipating travel to malarious areas
should discuss the risks and benefits of such travel with their physicians (see Pregnancy
section).

Drug Interactions: Concomitant treatment with tetracycline has been associated with

approximately a 40% reduction in plasma concentrations of atovaquone. Parasitemia should be

closely monitored in patients receiving tetracycline. While antiemetics may be indicated for
patients receiving MALARONE, metoclopramide may reduce the bioavailability of atovaquone
and should be used only if other antiemetics are not available.

Concomitant administration of rifampin or rifabutin is known to reduce atovaquone levels
by approximately 50% and 34%, respectively. The concomitant administration of MALARONE
and rifampin or rifabutin is not recommended.

Proguanil may potentiate the anticoagulant effect of warfarin and similar anticoagulants
through possible interference with metabolic pathways. Caution is advised when initiating or
withdrawing malaria prophylaxis with MALARONE in patients on continuous treatment with
anticoagulants metabolized by CYP2C9.

Atovaquone is highly protein bound (>99%) but does not displace other highly protein-bound
drugs in vitro, indicating significant drug interactions arising from displacement are unlikely.

Potential interactions between proguanil or cycloguanil and other drugs that are CYP2C19
substrates or inhibitors are unknown.

Carcinogenesis, Mutagenesis, Impairment of Fertility:

Atovaquone: Carcinogenicity studies in rats were negative; 24-month studies in mice
showed treatment-related increases in incidence of hepatocellular adenoma and hepatocellular
carcinoma at all doses tested which ranged from approximately 5 to 8 times the average
steady-state plasma concentrations in humans during prophylaxis of malaria. Atovaquone was
negative with or without metabolic activation in the Ames Salmonella mutagenicity assay, the
Mouse Lymphoma mutagenesis assay, and the Cultured Human Lymphocyte cytogenetic assay.
No evidence of genotoxicity was observed in the in vivo Mouse Micronucleus assay.

Proguanil: No evidence of a carcinogenic effect was observed in 24-month studies
conducted in CD-1 mice (doses up to 1.5 times the average systemic human exposure based on
AUC) and in Wistar Hannover rats (doses up to 1.1 times the average systemic human exposure).

Proguanil was negative with or without metabolic activation in the Ames Salmonella
mutagenicity assay and the Mouse Lymphoma mutagenesis assay. No evidence of genotoxicity
was observed in the in vivo Mouse Micronucleus assay.

Cycloguanil, the active metabolite of proguanil, was also negative in the Ames test, but was
positive in the Mouse Lymphoma assay and the Mouse Micronucleus assay. These positive
effects with cycloguanil, a dihydrofolate reductase inhibitor, were significantly reduced or
abolished with folinic acid supplementation.

Genotoxicity studies have not been performed with atovaquone in combination with
proguanil. Effects of MALARONE on male and female reproductive performance are unknown.
Pregnancy: Pregnancy Category C. Falciparum malaria carries a higher risk of morbidity and
mortality in pregnant women than in the general population. Maternal death and fetal loss are
both known complications of falciparum malaria in pregnancy. In pregnant women who must
travel to malaria-endemic areas, personal protection against mosquito bites should always be
employed (see Information for Patients) in addition to antimalarials.

Atovaquone was not teratogenic and did not cause reproductive toxicity in rats at maternal
plasma concentrations up to 5 to 6.5 times the estimated human exposure during treatment of
malaria. Following single-dose administration of 1C-labeled atovaquone to pregnant rats,
concentrations of radiolabel in rat fetuses were 18% (mid-gestation) and 60% (late gestation) of

concurrent maternal plasma concentrations. In rabbits, atovaquone caused maternal toxicity at
plasma concentrations that were approximately 0.6 to 1.3 times the estimated human exposure
during treatment of malaria. Adverse fetal effects in rabbits, including decreased fetal body
lengths and increased early resorptions and post-implantation losses, were observed only in the
presence of maternal toxicity. Concentrations of atovaquone in rabbit fetuses averaged 30% of
the concurrent maternal plasma concentrations.

The combination of atovaquone and proguanil hydrochloride was not teratogenic in rats at
plasma concentrations up to 1.7 and 0.10 times, respectively, the estimated human exposure
during treatment of malaria. In rabbits, the combination of atovaquone and proguanil
hydrochloride was not teratogenic or embryotoxic to rabbit fetuses at plasma concentrations up
t0 0.34 and 0.82 times, respectively, the estimated human exposure during treatment of malaria.

While there are no adequate and well-controlled studies of atovaquone and/or proguanil
hydrochloride in pregnant women, MALARONE may be used if the potential benefit justifies the
potential risk to the fetus. The proguanil component of MALARONE acts by inhibiting the
parasitic dihydrofolate reductase (see CLINICAL PHARMACOLOGY: Microbiology:
Mechanism of Action). However, there are no clinical data indicating that folate supplementation
diminishes drug efficacy, and for women of childbearing age receiving folate supplements to
prevent neural tube birth defects, such supplements may be continued while taking
MALARONE.

Nursing Mothers: It is not known whether atovaquone is excreted into human milk. In a rat
study, atovaquone concentrations in the milk were 30% of the concurrent atovaquone
concentrations in the maternal plasma.

Proguanil is excreted into human milk in small quantities.

Caution should be exercised when MALARONE is administered to a nursing woman.
Pediatric Use: Treatment of Malaria: The efficacy and safety of MALARONE for the
treatment of malaria have been established in controlled studies involving pediatric patients
weighing 5 kg or more (see CLINICAL STUDIES). Safety and effectiveness have not been
established in pediatric patients who weigh less than 5 kg.

Prophylaxis of Malaria: The efficacy and safety of MALARONE have been established
for the prophylaxis of malaria in controlled studies involving pediatric patients weighing 11 kg
or more (see CLINICAL STUDIES). Safety and effectiveness have not been established in
pediatric patients who weigh less than 11 kg.

Geriatric Use: Clinical studies of MALARONE did not include sufficient numbers of subjects
aged 65 and over to determine whether they respond differently from younger subjects. In
general, dose selection for an elderly patient should be cautious, reflecting the greater frequency
of decreased hepatic, renal, or cardiac function, the higher systemic exposure to cycloguanil (see
CLINICAL PHARMACOLOGY: Special Populations: Geriatrics), and the greater frequency of
concomitant disease or other drug therapy.




ADVERSE REACTIONS

Because MALARONE contains atovaquone and proguanil hydrochloride, the type and
severity of adverse reactions associated with each of the compounds may be expected. The
higher treatment doses of MALARONE were less well tolerated than the lower prophylactic
doses.

Among adults who received MALARONE for treatment of malaria, attributable adverse
experiences that occurred in >5% of patients were abdominal pain (17%), nausea (12%),
vomiting (12%), headache (10%), diarrhea (8%), asthenia (8%), anorexia (5%), and dizziness
(5%). Treatment was discontinued prematurely due to an adverse experience in 4 of 436 adults
treated with MALARONE.

Among pediatric patients (weighing 11 to 40 kg) who received MALARONE for the
treatment of malaria, attributable adverse experiences that occurred in >5% of patients were
vomiting (10%) and pruritus (6%). VVomiting occurred in 43 of 319 (13%) pediatric patients who
did not have symptomatic malaria but were given treatment doses of MALARONE for 3 days in
aclinical trial. The design of this clinical trial required that any patient who vomited be
withdrawn from the trial. Among pediatric patients with symptomatic malaria treated with
MALARONE, treatment was discontinued prematurely due to an adverse experience in 1 of 116
(0.9%).

In a study of 100 pediatric patients (5 to <11 kg body weight) who received MALARONE for
the treatment of uncomplicated P. falciparum malaria, only diarrhea (6%) occurred in >5% of
patients as an adverse experience attributable to MALARONE. In 3 patients (3%), treatment was
discontinued prematurely due to an adverse experience.

Abnormalities in laboratory tests reported in clinical trials were limited to elevations of
transaminases in malaria patients being treated with MALARONE. The frequency of these
abnormalities varied substantially across studies of treatment and were not observed in the
randomized portions of the prophylaxis trials.

In one phase 111 trial of malaria treatment in Thai adults, early elevations of ALT and AST
were observed to occur more frequently in patients treated with MALARONE compared to
patients treated with an active control drug. Rates for patients who had normal baseline levels of
these clinical laboratory parameters were: Day 7: ALT 26.7% vs. 15.6%; AST 16.9% vs. 8.6%.
By day 14 of this 28-day study, the frequency of transaminase elevations equalized across the
2 groups.

In this and other studies in which transaminase elevations occurred, they were noted to persist
for up to 4 weeks following treatment with MALARONE for malaria. None were associated with
untoward clinical events.

Among subjects who received MALARONE for prophylaxis of malaria in placebo-controlled
trials, adverse experiences occurred in similar proportions of subjects receiving MALARONE or
placebo (Table 3). The most commonly reported adverse experiences possibly attributable to
MALARONE or placebo were headache and abdominal pain. Prophylaxis with MALARONE

was discontinued prematurely due to a treatment-related adverse experience in 3 of 381 adults
and 0 of 125 pediatric patients.

Table 3. Adverse Experiences in Placebo-Controlled Clinical Trials of MALARONE for
Prophylaxis of Malaria

Percent of Subjects With Adverse Experiences
(Percent of Subjects With Adverse Experiences Attributable to Therapy)|
Adults Children and Adolescents
Adverse Placebo | MALARONE™ [MALARONE'| Placebo | MALARONE
Experience n =206 n =206 n =381 n=140 n=125
Headache 217 (| 22 @ |17 (5 |21 4| 19 (4
Fever 13 1] 5 o |3 © [11 <] 6 (0
Myalgia 11 O] 12 © |7 © |0 @] 0o (0
Abdominal pain | 10  (5) 9 (4 6 3) 29 (29| 33 (31
Cough 8 <]l 6 «nla4a @]l @] 9 ©
Diarrhea 8 (3| 6 @ | 4 W [3 ]| 2 (0)
Upper respiratory | 7 (0) 8 ) 5 0) 0 (0 <1 0)
infection
Dyspepsia 5 4 3 2) 2 1) 0 (0 0 (0)
Back pain 4 (0 8 (0) 4 (0) 0 (0 0 (0)
Gastritis 3 @] 3 @ |2 @ ]o O] 0o (
Vomiting 2 (<1) 1 (<1) | <1 (1) 6 (6) 7 @)
Flu syndrome 1 (0 2 0) 4 0) 6 (0 9 0)
Any adverse 65 (32)| 54 (17) | 49 (17) |62 (41)| 60 (42)
experience

Subjects receiving the recommended dose of atovaquone and proguanil hydrochloride in
placebo-controlled trials.

Subjects receiving the recommended dose of atovaquone and proguanil hydrochloride in any
trial.

In an additional placebo-controlled study of malaria prophylaxis with MALARONE involving
330 pediatric patients in a malaria-endemic area (see CLINICAL STUDIES), the safety profile
of MALARONE was consistent with that described above. The most common
treatment-emergent adverse events with MALARONE were abdominal pain (13%), headache
(13%), and cough (10%). Abdominal pain (13% vs. 8%) and vomiting (5% vs. 3%) were
reported more often with MALARONE than with placebo, while fever (5% vs. 12%) and
diarrhea (1% vs. 5%) were more common with placebo. No patient withdrew from the study due
to an adverse experience with MALARONE. No routine laboratory data were obtained during
this study.
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Among subjects who received MALARONE for prophylaxis of malaria in clinical trials with neuropsychiatric
an active comparator, adverse experiences occurred in a similar or lower proportion of subjects event
receiving MALARONE than an active comparator (Table 4). The mean durations of dosing and Any Gl event 49 (16) 50 (19) 43 (12) 54 (20)

the periods for which the adverse experiences are summarized in Table 4, were 28 days (Study 1)
and 26 days (Study 2) for MALARONE, 53 days for mefloquine, and 49 days for chloroquine
plus proguanil (reflecting the different recommended dosing regimens). Fewer neuropsychiatric
adverse experiences occurred in subjects who received MALARONE than mefloquine. Fewer
gastrointestinal adverse experiences occurred in subjects receiving MALARONE than
chloroquine/proguanil. Compared with active comparator drugs, subjects receiving
MALARONE had fewer adverse experiences overall that were attributed to prophylactic therapy
(Table 4). Prophylaxis with MALARONE was discontinued prematurely due to a
treatment-related adverse experience in 7 of 1,004 travelers.

Table 4. Adverse Experiences in Active-Controlled Clinical Trials of MALARONE for
Prophylaxis of Malaria

Percent of Subjects With Adverse Experiences”
(Percent of Subjects With Adverse Experiences Attributable to
Therapy)
Study 1 Study 2
Chloroquine plus
Adverse MALARONE | Mefloquine | MALARONE Proguanil
Experience n =493 n =483 n=511 n=511

Diarrhea 38 8) 36 7 34 (5) 39 U
Nausea 14 @) PG 1 @2 18 [0)
Abdominal pain | 17 (5) 16 (5 14 (3 22 (6)
Headache 12 4) 17 @) 12 (4) 14 (4)
Dreams 7 () 16 (14) 6 (4) 7 3)
Insomnia 5 ®3) 16 (13) 4 (2) 5 (2)
Fever 9 (<1) 11 (1) 8 (<1) 8 (<1)
Dizziness 5 2) 14 9) 7 3) 8 4)
Vomiting 8 1) 10 ) 8 (0) 14 0]
Oral ulcers 9 (6) 6 (4) 5 (4) 7 (5)
Pruritus 4 () 5 () 3 (1) 2 (<1)
Visual difficulties|] 2 ) 5 ) 3 (2) 3 2
Depression <1 (<1 5 4) <1 (<1 1 (<1)
Anxiety 1 (<1) 5 (4) <1 (<1) 1 (<1)
Any adverse 64 (30) | 69 (42) | 58  (22) 66 (28)
experience

Any 20 (14) | 37 (29 | 16 (10 20 (10)
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“Adverse experiences that started while receiving active study drug.

In a third active-controlled study, MALARONE (n = 110) was compared with
chloroquine/proguanil (n = 111) for the prophylaxis of malaria in 221 non-immune pediatric
patients (see CLINICAL STUDIES). The mean duration of exposure was 23 days for
MALARONE, 46 days for chloroquine, and 43 days for proguanil, reflecting the different
recommended dosage regimens for these products. Fewer patients treated with MALARONE
reported abdominal pain (2% vs. 7%) or nausea (<1% vs. 7%) than children who received
chloroquine/proguanil. Oral ulceration (2% vs. 2%), vivid dreams (2% vs. <1%), and blurred
vision (0% vs. 2%) occurred in similar proportions of patients receiving either MALARONE or
chloroquine/proguanil, respectively. Two patients discontinued prophylaxis with
chloroquine/proguanil due to adverse events, while none of those receiving MALARONE
discontinued due to adverse events.

Post-Marketing Adverse Reactions: In addition to adverse events reported from clinical
trials, the following events have been identified during world-wide post-approval use of
MALARONE or its components, atovaquone and proguanil hydrochloride. Because they are
reported voluntarily from a population of unknown size, estimates of frequency cannot be made.
These events have been chosen for inclusion due to a combination of their seriousness, frequency
of reporting, or potential causal connection to MALARONE.

Blood and Lymphatic System Disorders: Anemia and neutropenia in patients treated
with atovaquone. Pancytopenia in patients with severe renal impairment treated with proguanil.

Immune System Disorders: Allergic reactions including angioedema, uticaria, and rare
cases of anaphylaxis.

Metabolism and Nutrition Disorders: Elevated amylase levels and hyponatremia in
patients treated with atovaquone.

Nervous System Disorders: Rare cases of seizures and psychotic events (such as
hallucinations); however, a causal relationship has not been established.

Hepatobiliary Disorders: Very rare reports of hepatitis.

Skin and Subcutaneous Tissue Disorders: Photosensitivity, rash, and rare cases of
erythema multiforme and Steven-Johnson syndrome.

OVERDOSAGE

There is no information on overdoses of MALARONE substantially higher than the doses
recommended for treatment.

There is no known antidote for atovaquone, and it is currently unknown if atovaquone is
dialyzable. The median lethal dose is higher than the maximum oral dose tested in mice and rats
(1,825 mg/kg/day). Overdoses up to 31,500 mg of atovaquone have been reported. In one such

12




patient who also took an unspecified dose of dapsone, methemoglobinemia occurred. Rash has
also been reported after overdose.

Overdoses of proguanil hydrochloride as large as 1,500 mg have been followed by complete
recovery, and doses as high as 700 mg twice daily have been taken for over 2 weeks without
serious toxicity. Adverse experiences occasionally associated with proguanil hydrochloride doses
of 100 to 200 mg/day, such as epigastric discomfort and vomiting, would be likely to occur with
overdose. There are also reports of reversible hair loss and scaling of the skin on the palms
and/or soles, reversible aphthous ulceration, and hematologic side effects.

DOSAGE AND ADMINISTRATION

The daily dose should be taken at the same time each day with food or a milky drink. In the
event of vomiting within 1 hour after dosing, a repeat dose should be taken.
Prevention of Malaria: Prophylactic treatment with MALARONE should be started 1 or
2 days before entering a malaria-endemic area and continued daily during the stay and for 7 days
after return.

Adults: One MALARONE Tablet (adult strength = 250 mg atovaquone/100 mg proguanil
hydrochloride) per day.

Pediatric Patients: The dosage for prevention of malaria in pediatric patients is based upon
body weight (Table 5).

Table 5. Dosage for Prevention of Malaria in Pediatric Patients

Atovaquone/
Weight Proguanil HCI
(kg) Total Daily Dose Dosage Regimen
11-20 62.5 mg/25 mg 1 MALARONE Pediatric Tablet daily
21-30 125 mg/50 mg 2 MALARONE Pediatric Tablets as a single dose daily
31-40 187.5 mg/75 mg 3 MALARONE Pediatric Tablets as a single dose daily
>40 250 mg/100 mg 1 MALARONE Tablet (adult strength) as a single dose daily

Treatment of Acute Malaria: Adults: Four MALARONE Tablets (adult strength; total daily
dose 1 g atovaquone/400 mg proguanil hydrochloride) as a single dose daily for 3 consecutive
days.

Pediatric Patients: The dosage for treatment of acute malaria in pediatric patients is based
upon body weight (Table 6).
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Table 6. Dosage for Treatment of Acute Malaria in Pediatric Patients

Atovaquone/
Proguanil HCI
Weight Total Daily
(kg) Dose Dosage Regimen
5-8 125mg/50 mg | 2 MALARONE Pediatric Tablets daily for 3 consecutive days

9-10 187.5 mg/75 mg | 3 MALARONE Pediatric Tablets daily for 3 consecutive days

11-20 250 mg/100 mg | 1 MALARONE Tablet (adult strength) daily for 3 consecutive days

21-30 500 mg/200 mg | 2 MALARONE Tablets (adult strength) as a single dose daily for
3 consecutive days

31-40 750 mg/300 mg | 3 MALARONE Tablets (adult strength) as a single dose daily for
3 consecutive days

>40 1 g/400 mg 4 MALARONE Tablets (adult strength) as a single dose daily for
3 consecutive days

MALARONE Tablets may be crushed and mixed with condensed milk just prior to
administration for children who may have difficulty swallowing tablets.
Patients With Renal Impairment: MALARONE should not be used for malaria prophylaxis
in patients with severe renal impairment (creatinine clearance <30 mL/min). MALARONE may
be used with caution for the treatment of malaria in patients with severe renal impairment
(creatinine clearance <30 mL/min), only if the benefits of the 3-day treatment regimen outweigh
the potential risks associated with increased drug exposure (see CLINICAL
PHARMACOLOGY: Special Populations: Renal Impairment). No dosage adjustments are
needed in patients with mild (creatinine clearance 50 to 80 mL/min) and moderate (creatinine
clearance 30 to 50 mL/min) renal impairment (see CLINICAL PHARMACOLOGY: Special
Populations).
Patients With Hepatic Impairment: No dosage adjustments are needed in patients with mild
to moderate hepatic impairment. No studies have been conducted in patients with severe hepatic
impairment (see CLINICAL PHARMACOLOGY:: Special Populations: Hepatic Impairment).

HOW SUPPLIED

MALARONE Tablets, containing 250 mg atovaquone and 100 mg proguanil hydrochloride,
are pink, film-coated, round, biconvex tablets engraved with “GX CM3” on one side.

Bottle of 100 tablets with child-resistant closure (NDC 0173-0675-01).

Unit Dose Pack of 24 (NDC 0173-0675-02).

MALARONE Pediatric Tablets, containing 62.5 mg atovaquone and 25 mg proguanil
hydrochloride, are pink, film-coated, round, biconvex tablets engraved with “GX CG7” on one
side.

Bottle of 100 tablets with child-resistant closure (NDC 0173-0676-01).
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Store at 25°C (77°F); excursions permitted to 15° to 30°C (59° to 86°F) (see USP
Controlled Room Temperature).

ANIMAL TOXICOLOGY

Fibrovascular proliferation in the right atrium, pyelonephritis, bone marrow hypocellularity,
lymphoid atrophy, and gastritis/enteritis were observed in dogs treated with proguanil
hydrochloride for 6 months at a dose of 12 mg/kg/day (approximately 3.9 times the
recommended daily human dose for malaria prophylaxis on a mg/m?basis). Bile duct
hyperplasia, gall bladder mucosal atrophy, and interstitial pneumonia were observed in dogs
treated with proguanil hydrochloride for 6 months at a dose of 4 mg/kg/day (approximately
1.3 times the recommended daily human dose for malaria prophylaxis on a mg/m? basis).
Mucosal hyperplasia of the cecum and renal tubular basophilia were observed in rats treated with
proguanil hydrochloride for 6 months at a dose of 20 mg/kg/day (approximately 1.6 times the
recommended daily human dose for malaria prophylaxis on a mg/m?basis). Adverse heart, lung,
liver, and gall bladder effects observed in dogs and kidney effects observed in rats were not
shown to be reversible.

CLINICAL STUDIES
Treatment of Acute Malarial Infections: In 3 phase Il clinical trials, atovaquone alone,
proguanil hydrochloride alone, and the combination of atovaquone and proguanil hydrochloride
were evaluated for the treatment of acute, uncomplicated malaria caused by P. falciparum.
Among 156 evaluable patients, the parasitological cure rate was 59/89 (66%) with atovaquone
alone, 1/17 (6%) with proguanil hydrochloride alone, and 50/50 (100%) with the combination of
atovaquone and proguanil hydrochloride.

MALARONE was evaluated for treatment of acute, uncomplicated malaria caused by
P. falciparum in 8 phase 111 controlled clinical trials. Among 471 evaluable patients treated with
the equivalent of 4 MALARONE Tablets once daily for 3 days, 464 had a sensitive response
(elimination of parasitemia with no recurrent parasitemia during follow-up for 28 days) (see
Table 7). Seven patients had a response of RI resistance (elimination of parasitemia but with
recurrent parasitemia between 7 and 28 days after starting treatment). In these trials, the response
to treatment with MALARONE was similar to treatment with the comparator drug in 4 trials, and
better than the response to treatment with the comparator drug in the other 4 trials.

The overall efficacy in 521 evaluable patients was 98.7% (Table 7).
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Table 7. Parasitological Response in Clinical Trials of MALARONE for Treatment of
P. falciparum Malaria

MALARONE" Comparator
Evaluable Evaluable
Patients | % Sensitive Patients | % Sensitive
Study Site (n) Response’ Drug(s) (n) Response’
Brazil 74 98.6% Quinine and 76 100.0%
tetracycline
Thailand 79 100.0% Mefloquine 79 86.1%
France’ 21 100.0% Halofantrine 18 100.0%
Kenya"§ 81 93.8% Halofantrine 83 90.4%
Zambia 80 100.0% Pyrimethamine/ 80 98.8%
sulfadoxine (P/S)
Gabon® 63 98.4% Amodiaquine 63 81.0%
Philippines 54 100.0% Chloroquine (Cq) 23 30.4%
Cqand P/S 32 87.5%
Peru 19 100.0% Chloroquine 13 7.7%
P/S 7 100.0%

*

MALARONE = 1,000 mg atovaquone and 400 mg proguanil hydrochloride (or equivalent
based on body weight for patients weighing <40 kg) once daily for 3 days.

Elimination of parasitemia with no recurrent parasitemia during follow-up for 28 days.
Patients hospitalized only for acute care. Follow-up conducted in outpatients.

Study in pediatric patients 3 to 12 years of age.

T

Eighteen of 521 (3.5%) evaluable patients with acute falciparum malaria presented with a
pretreatment serum creatinine greater than 2.0 mg/dL (range 2.1 to 4.3 mg/dL). All were
successfully treated with MALARONE and 17 of 18 (94.4%) had normal serum creatinine levels
by day 7.

Data from a phase Il trial of atovaquone conducted in Zambia suggested that approximately
40% of the study population in this country were HIV-infected patients. The enrollment criteria
were similar for the phase 111 trial of MALARONE conducted in Zambia and the results are
presented in Table 7. Efficacy rates for MALARONE in this study population were high and
comparable to other populations studied.

The efficacy of MALARONE in the treatment of the erythrocytic phase of nonfalciparum
malaria was assessed in a small number of patients. Of the 23 patients in Thailand infected with
P. vivax and treated with atovaquone/proguanil hydrochloride 1,000 mg/400 mg daily for 3 days,
parasitemia cleared in 21 (91.3%) at 7 days. Parasite relapse occurred commonly when P. vivax
malaria was treated with MALARONE alone. Seven patients in Gabon with malaria due to
P. ovale or P. malariae were treated with atovaquone/proguanil hydrochloride 1,000 mg/400 mg
daily for 3 days. All 6 evaluable patients (3 with P. malariae, 2 with P. ovale, and 1 with mixed
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P. falciparum and P. ovale) were cured at 28 days. Relapsing malarias including P. vivax and
P. ovale require additional treatment to prevent relapse.

The efficacy of MALARONE in treating acute uncomplicated P. falciparum malaria in
children weighing >5 and <11 kg was examined in an open-label, randomized trial conducted in
Gabon. Patients received either MALARONE (2 or 3 MALARONE Pediatric Tablets once daily
depending upon body weight) for 3 days (n = 100) or amodiaquine (10 mg/kg/day) for 3 days
(n'=100). In this study, the MALARONE Tablets were crushed and mixed with condensed milk
just prior to administration. In the per-protocol population, adequate clinical response was
obtained in 95% (87/92) of the pediatric patients who received MALARONE and in 53% (41/78)
of those who received amodiaquine. A response of RI resistance (elimination of parasitemia but
with recurrent parasitemia between 7 and 28 days after starting treatment) was noted in 3% and
40% of the patients, respectively. Two cases of RIII resistance (rising parasite count despite
therapy) were reported in the patients receiving MALARONE. There were 4 cases of RIIl in the
amodiaquine arm.

Prevention of Malaria: MALARONE was evaluated for prophylaxis of malaria in 5 clinical
trials in malaria-endemic areas and in 3 active-controlled trials in non-immune travelers to
malaria-endemic areas.

Three placebo-controlled studies of 10 to 12 weeks’ duration were conducted among residents
of malaria-endemic areas in Kenya, Zambia, and Gabon. Of a total of 669 randomized patients
(including 264 pediatric patients 5 to 16 years of age), 103 were withdrawn for reasons other
than falciparum malaria or drug-related adverse events. (Fifty-five percent of these were lost to
follow-up and 45% were withdrawn for protocol violations.) The results are listed in Table 8.

Table 8. Prevention of Parasitemia in Placebo-Controlled Clinical Trials of MALARONE

for Prophylaxis of 2. falciparum Malaria in Residents of Malaria-Endemic Areas
MALARONE Placebo
Total number of patients randomized 326 341
Failed to complete study 57 44
Developed parasitemia (P. falciparum) 2 92

In another study, 330 Gabonese pediatric patients (weighing 13 to 40 kg, and aged 4 to
14 years) who had received successful open-label radical cure treatment with artesunate, were
randomized to receive either MALARONE (dosage based on body weight) or placebo in a
double-blind fashion for 12 weeks. Blood smears were obtained weekly and any time malaria
was suspected. Nineteen of the 165 children given MALARONE and 18 of 165 patients given
placebo withdrew from the study for reasons other than parasitemia (primary reason was lost to
follow-up). In the per-protocol population, 1 out of 150 patients (<1%) who received
MALARONE developed P. falciparum parasitemia while receiving prophylaxis with
MALARONE compared with 31 (22%) of the 144 placebo recipients.
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In a 10-week study in 175 South African subjects who moved into malaria-endemic areas and
were given prophylaxis with 1 MALARONE Tablet daily, parasitemia developed in 1 subject
who missed several doses of medication. Since no placebo control was included, the incidence of
malaria in this study was not known.

Two active-controlled studies were conducted in non-immune travelers who visited a
malaria-endemic area. The mean duration of travel was 18 days (range 2 to 38 days). Of a total
of 1,998 randomized patients who received MALARONE or controlled drug, 24 discontinued
from the study before follow-up evaluation 60 days after leaving the endemic area. Nine of these
were lost to follow-up, 2 withdrew because of an adverse experience, and 13 were discontinued
for other reasons. These studies were not large enough to allow for statements of comparative
efficacy. In addition, the true exposure rate to P. falciparum malaria in both studies is unknown.
The results are listed in Table 9.

Table 9. Prevention of Parasitemia in Active-Controlled Clinical Trials of MALARONE for
Prophylaxis of 7. falciparum Malaria in Non-Immune Travelers

Chloroquine
MALARONE | Mefloquine | plus Proguanil
Total number of randomized patients who 1,004 483 511
received study drug
Failed to complete study 14 6 4
Developed parasitemia (P. falciparum) 0 0 3

A third randomized, open-label study was conducted which included 221 otherwise healthy
pediatric patients (weighing >11 kg and 2 to 17 years of age) who were at risk of contracting
malaria by traveling to an endemic area. The mean duration of travel was 15 days (range 1 to
30 days). Prophylaxis with MALARONE (n = 110, dosage based on body weight) began 1 or
2 days before entering the endemic area and lasted until 7 days after leaving the area. A control
group (n = 111) received prophylaxis with chloroquine/proguanil dosed according to WHO
guidelines. No cases of malaria occurred in either group of children. However, the study was not
large enough to allow for statements of comparative efficacy. In addition, the true exposure rate
to P. falciparum malaria in this study is unknown.

In a malaria challenge study conducted in healthy US volunteers, atovaquone alone prevented
malaria in 6 of 6 individuals, whereas 4 of 4 placebo-treated volunteers developed malaria.

Causal Prophylaxis: In separate studies with small numbers of volunteers, atovaquone and
proguanil hydrochloride were independently shown to have causal prophylactic activity directed
against liver-stage parasites of P. falciparum. Six patients given a single dose of atovaquone
250 mg 24 hours prior to malaria challenge were protected from developing malaria, whereas all
4 placebo-treated patients developed malaria.

During the 4 weeks following cessation of prophylaxis in clinical trial participants who
remained in malaria-endemic areas and were available for evaluation, malaria developed in 24 of
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211 (11.4%) subjects who took placebo and 9 of 328 (2.7%) who took MALARONE. While new
infections could not be distinguished from recrudescent infections, all but 1 of the infections in
patients treated with MALARONE occurred more than 15 days after stopping therapy, probably
representing new infections. The single case occurring on day 8 following cessation of therapy
with MALARONE probably represents a failure of prophylaxis with MALARONE.

The possibility that delayed cases of P. falciparum malaria may occur some time after
stopping prophylaxis with MALARONE cannot be ruled out. Hence, returning travelers
developing febrile illnesses should be investigated for malaria.
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PRESCRIBING INFORMATION
MEPRON®

(atovaquone)
Suspension

DESCRIPTION

MEPRON (atovaquone) is an antiprotozoal agent. The chemical name of atovaquone is trans-
2-[4-(4-chlorophenyl)cyclohexyl]-3-hydroxy-1,4-naphthalenedione. Atovaquone is a yellow
crystalline solid that is practically insoluble in water. It has a molecular weight of 366.84 and the
molecular formula C5,H;9ClO3. The compound has the following structural formula:

Cl

I I OH

o

MEPRON Suspension is a formulation of micro-fine particles of atovaquone. The atovaquone
particles, reduced in size to facilitate absorption, are significantly smaller than those in the
previously marketed tablet formulation. MEPRON Suspension is for oral administration and is
bright yellow with a citrus flavor. Each teaspoonful (5 mL) contains 750 mg of atovaquone and
the inactive ingredients benzyl alcohol, flavor, poloxamer 188, purified water, saccharin sodium,
and xanthan gum

MICROBIOLOGY

Mechanism of Action: Atovaquone is a hydroxy-1,4-naphthoquinone, an analog of
ubiquinone, with antipneumocystis activity. The mechanism of action against Pneumocystis
carinii has not been fully elucidated. In Plasmodium species, the site of action appears to be the
cytochrome be; complex (Complex IIT). Several metabolic enzymes are linked to the
mitochondrial electron transport chain via ubiquinone. Inhibition of electron transport by
atovaquone will result in indirect inhibition of these enzymes. The ultimate metabolic effects of
such blockade may include inhibition of nucleic acid and ATP synthesis.

Activity In Vitro: Several laboratories, using different in vitro methodologies, have shown the
1Cs0(50% inhibitory concentration) of atovaquone against rat P. carinii to be in the range of 0.1
to 3.0 meg/mL.

Drug Resistance: Phenotypic resistance to atovaquone in vitro has not been demonstrated for
P. carinii. However, in 2 patients who developed P. carinii pneumonia (PCP) after prophylaxis
with atovaquone, DNA sequence analysis identified mutations in the predicted amino acid
sequence of P. carinii cytochrome b (a likely target site for atovaquone). The clinical
significance of this is unknown

LITE 12

CLINICAL PHARMACOLOGY

Pharmacokinetics: Absorption: Atovaquone is a highly lipophilic compound with low
aqueous solubility. The bioavailability of atovaquone is highly dependent on formulation and
diet. The suspension formulation provides an approximately 2-fold increase in atovaquone
bioavailability in the fasting or fed state compared to the previously marketed tablet formulation.
The absolute bioavailability of a 750-mg dose of MEPRON Suspension administered under fed
conditions in 9 HIV-infected (CD4 >100 cells/mm®) volunteers was 47% + 15%. In the same
study, the bioavailability of a 750-mg dose of the previously marketed tablet formulation was
23% £ 11%

Administering atovaquone with food enhances its absorption by approximately 2 fold. In one
study, 16 healthy volunteers received a single dose of 750 mg MEPRON Suspension after an
overnight fast and following a standard breakfast (23 g fat: 610 kCal). The mean (+SD) area
under the concentration-time curve (AUC) values were 324 + 115 and 801 + 320 hremcg/mL
under fasting and fed conditions, respectively, representing a 2.6 + 1.0-fold increase. The effect
of food (23 g fat: 400 kCal) on plasma atovaquone concentrations was also evaluated in a
multiple-dose, randomized, crossover study in 19 HIV-infected volunteers (CD4
<200 cells/mm?) receiving daily doses of 500 mg MEPRON Suspension. AUC was
280 + 114 hremcg/mL when atovaquone was administered with food as compared to
169 + 77 hremcg/mL under fasting conditions. Maximum plasma atovaquone concentration
(Crax) was 15.1 £6.1 and 8.8 + 3.7 mcg/mL when atovaquone was administered with food and
under fasting conditions, respectively.

Dose Proportionality: Plasma atovaquone concentrations do not increase proportionally
with dose. When MEPRON Suspension was administered with food at dosage regimens of
500 mg once daily, 750 mg once daily, and 1,000 mg once daily, average steady-state plasma
atovaquone concentrations were 11.7 +4.8, 12.5 £ 5.8, and 13.5 £ 5.1 mcg/mL, respectively. The
corresponding Cpax concentrations were 15.1 £ 6.1, 15.3 £7.6, and 16.8 + 6.4 mcg/mL. When
MEPRON Suspension was administered to 5 HIV-infected volunteers at a dose of 750 mg twice
daily, the average steady-state plasma atovaquone concentration was 21.0 + 4.9 meg/mL and
Crnax Was 24.0 + 5.7 meg/mL. The minimum plasma atovaquone concentration (Cpin) associated
with the 750-mg twice-daily regimen was 16.7 + 4.6 meg/mL.

Distribution: Following the intravenous administration of atovaquone, the volume of
distribution at steady state (Vdss) was 0.60 +0.17 L/kg (n = 9). Atovaquone is extensively bound
to plasma proteins (99.9%) over the concentration range of 1 to 90 meg/mL. In 3 HIV-infected
children who received 750 mg atovaquone as the tablet formulation 4 times daily for 2 weeks,
the cerebrospinal fluid concentrations of atovaquone were 0.04, 0.14, and 0.26 mcg/mL,
representing less than 1% of the plasma concentration

Elimination: The plasma clearance of atovaquone following intravenous (IV) administration
in 9 HIV-infected volunteers was 10.4 + 5.5 mL/min (0.15 + 0.09 mL/min/kg). The half-life of
atovaquone was 62.5 + 35.3 hours after IV administration and ranged from 67.0 + 33.4 to
77.6 +23.1 hours across studies following administration of MEPRON Suspension. The half-life
of atovaquone is long due to presumed enterohepatic cycling and eventual fecal elimination. In a
study where C-labelled atovaquone was administered to healthy volunteers, greater than 94%
of the dose was recovered as unchanged atovaquone in the feces over 21 days. There was little or
no excretion of atovaquone in the urine (less than 0.6%). There is indirect evidence that

atovaquone may undergo limited metabolism; however, a specific metabolite has not been
identified

Special Populations: Pediatrics: In a study of MEPRON Suspension in 27 HIV-infected,
asymptomatic infants and children between 1 month and 13 years of age, the pharmacokinetics
of atovaquone were age dependent. These patients were dosed once daily with food for 12 days.
The average steady-state plasma atovaquone concentrations in the 24 patients with available
concentration data are shown in Table 1.

AUC. The glucuronide metabolite:parent ratio decreased from a mean of 4.5 when zidovudine
was administered alone to 3.1 when zidovudine was administered with atovaquone tablets. This
effect is minor and would not be expected to produce clinically significant events. Zidovudine
had no effect on atovaquone pharmacokinetics.

Relationship Between Plasma Atovaquone Concentration and Clinical Outcome:
In a comparative study of atovaquone tablets with TMP-SMX for oral treatment of
mild-to-moderate Pneumocystis carinii pneumonia (PCP) (see INDICATIONS AND USAGE),
where AIDS patients received 750 mg atovaquone tablets 3 times daily for 21 days, the mean
steady-state atovaquone concentration was 13.9 + 6.9 mcg/mL (n = 133). Analysis of these data
established a relationship between plasma atovaquone concentration and successful treatment.
This is shown in Table 2

Table 2. Relationship Between Plasma Atovaquone Concentration and Successful
Treatment

Table 1. Average Steady-State Plasma Atovaquone Concentrations in Pediatric Patients
Dose of MEPRON Suspension
10 mg/kg 30 mg/kg ‘ 45 mg/kg
Age Average C; in mcg/mL (mean + SD)

1-3 months 59 278+538

(n=1) (n=4)
>3-24 months 57+5.1 98+32 154+6.6

(n=4) (n=4) (n=4)

>2-13 years 16.8+6.4 37.1£109
(n=4) (n=3)

Hepatic/Renal Impairment: The pharmacokinetics of atovaquone have not been studied in
patients with hepatic or renal impairment.
Drug Interactions: Rifampin: In a study with 13 HIV-infected volunteers, the oral
administration of rifampin 600 mg every 24 hours with MEPRON Suspension 750 mg every
12 hours resulted in a 52% * 13% decrease in the average steady-state plasma atovaquone
concentration and a 37% =+ 42% increase in the average steady-state plasma rifampin
concentration. The half-life of atovaquone decreased from 82 + 36 hours when administered
without rifampin to 50 + 16 hours with rifampin

Rifabutin, another rifamycin, is structurally similar to rifampin and may possibly have some
of the same drug interactions as rifampin. No interaction trials have been conducted with
MEPRON and rifabutin

Trimethoprim/Sulfamethoxazole (TMP-SMX): The possible interaction between
atovaquone and TMP-SMX was evaluated in 6 HIV-infected adult volunteers as part of a larger
multiple-dose, dose-escalation, and chronic dosing study of MEPRON Suspension. In this
crossover study, MEPRON Suspension 500 mg once daily, or TMP-SMX tablets (160 mg
trimethoprim and 800 mg sulfamethoxazole) twice daily, or the combination were administered
with food to achieve steady state. No difference was observed in the average steady-state plasma
atovaquone concentration after coadministration with TMP-SMX. Coadministration of
MEPRON with TMP-SMX resulted in a 17% and 8% decrease in average steady-state
concentrations of trimethoprim and sulfamethoxazole in plasma, respectively. This effect is
minor and would not be expected to produce clinically significant events.

Zidovudine: Data from 14 HIV-infected volunteers who were given atovaquone tablets
750 mg every 12 hours with zidovudine 200 mg every 8 hours showed a 24% * 12% decrease in
zidovudine apparent oral clearance, leading to a 35% + 23% increase in plasma zidovudine

Steady-State Plasma
Atovaquone Successful Treatment*
Concentrations (No. Successes/No. in Group) (%)

(mcg/mL) Observed Predicted”
0to<5 0/6 (0%) 1.5/6 (25%)
5t0 <10 18/26 (69%) 14.7126 (57%)
10to <15 30/38 (79%) 31.9/38 (84%)
15 to <20 18/19 (95%) 18.1/19 (95%)
20to <25 18/18 (100%) 17.8/18 (99%)
25+ 6/6 (100%) 6/6 (100%)

*

Successful treatment was defined as improvement in clinical and respiratory measures
persisting at least 4 weeks after cessation of therapy. This was based on data from patients for
which both outcome and steady-state plasma atovaquone concentration data are available.
Based on logistic regression analysis.

A dosing regimen of MEPRON Suspension for the treatment of mild-to-moderate PCP has
been selected to achieve average plasma atovaquone concentrations of approximately
20 meg/mL, because this plasma concentration was previously shown to be well tolerated and
associated with the highest treatment success rates (Table 2). In an open-label PCP treatment
study with MEPRON Suspension, dosing regimens of 1,000 mg once daily, 750 mg twice daily,
1,500 mg once daily, and 1,000 mg twice daily were explored. The average steady-state plasma
atovaquone concentration achieved at the 750-mg twice-daily dose given with meals was
22.0 £10.1 meg/mL (n=18).

INDICATIONS AND USAGE

MEPRON Suspension is indicated for the prevention of Pneumocystis carinii pneumonia in
patients who are intolerant to trimethoprim-sulfamethoxazole (TMP-SMX).

MEPRON Suspension is also indicated for the acute oral treatment of mild-to-moderate PCP
in patients who are intolerant to TMP-SMX.
Prevention of PCP: The indication for prevention of PCP is based on the results of 2 clinical
trials comparing MEPRON Suspension to dapsone or aerosolized pentamidine in HIV-infected




adult and adolescent patients at risk of PCP (CD4 count <200 cells/mm’ or a prior episode of
PCP) and intolerant to TMP-SMX.

Dapsone Comparative Study: This randomized, open-label trial enrolled a total of 1,057
patients at 48 study centers. Patients were randomized to receive 1,500 mg MEPRON
Suspension once daily (n = 536) or 100 mg dapsone once daily (n = 521). Median follow-up was
24 months. Patients randomized to the dapsone arm who were seropositive for Toxoplasma
gondii and had a CD4 count <100 cells/mm?® also received pyrimethamine and folinic acid. PCP
event rates are shown in Table 3. There was no significant difference in mortality rates between
the groups.

Aerosolized Pentamidine Comparative Study: This randomized, open-label trial
enrolled a total of 549 patients at 35 study centers. Patients were randomized to receive 1,500 mg
MEPRON Suspension once daily (n=175), 750 mg MEPRON Suspension once daily (n = 188),
or 300 mg aerosolized pentamidine once monthly (n = 186). Median follow-up was 11.3 months
The results of the PCP event rates appear in Table 3. There were no significant differences in
mortality rates among the groups.

Table 3. Confirmed or Presumed/Probable PCP Events
(As-Treated Analysis)*

Study 115-211 Study 115-213
Aerosolized
Atovaquone Dapsone Atovaquone Atovaquone Pentamidine
1,500 mg/day 100 mg/day 750 mg/day 1,500 mg/day | 300 mg/month
A 1t (n=1527) (n=510) (n=188) (n=172) (n=169)

% 15% 19% 23% 18% 17%
Relative Risk’ 0.77 1.47 1.14
(o)} (0.57,1.04) (0.86, 2.50) (0.63,2.06)

*

Those events occurring during or within 30 days of stopping assigned treatment.

Relative risk <1 favors atovaquone and values >1 favor comparator. These trials were
designed to show superiority of atovaquone to the comparator. This was not shown.

The confidence level of the interval for the dapsone comparative study was 95% and for the
pentamidine comparative study was 97.5%

An analysis of all PCP events (intent-to-treat analysis) showed results similar to those above.
Treatment of PCP: The indication for treatment of mild-to-moderate PCP is based on the
results of comparative pharmacokinetic studies of the suspension and tablet formulations (see
CLINICAL PHARMACOLOGY) and clinical efficacy studies of the tablet formulation which
established a relationship between plasma atovaquone concentration and successful treatment.
The results of a randomized, double-blind trial comparing MEPRON to TMP-SMX in AIDS
patients with mild-to-moderate PCP (defined in the study protocol as an alveolar-arterial oxygen
diffusion gradient [(A-a)DO,]' <45 mm Hg and PaO, >60 mm Hg on room air) and a
randomized trial comparing MEPRON to IV pentamidine isethionate in patients with
mild-to-moderate PCP intolerant to trimethoprim or sulfa-antimicrobials are summarized below

TMP-SMX Comparative Study: This double-blind, randomized trial initiated in 1990 was
designed to compare the safety and efficacy of MEPRON to that of TMP-SMX for the treatment

of AIDS patients with histologically confirmed PCP. Only patients with mild-to-moderate PCP
were eligible for enrollment.

A total of 408 patients were enrolled into the trial at 37 study centers. Eighty-six patients
without histologic confirmation of PCP were excluded from the efficacy analyses. Of the
322 patients with histologically confirmed PCP, 160 were randomized to receive MEPRON and
162 to TMP-SMX

Study participants randomized to treatment with MEPRON were to receive 750 mg MEPRON
(three 250-mg tablets) 3 times daily for 21 days and those randomized to TMP-SMX were to
receive 320 mg TMP plus 1,600 mg SMX 3 times daily for 21 days.

Therapy success was defined as improvement in clinical and respiratory measures persisting
at least 4 weeks after cessation of therapy. Therapy failures included lack of response, treatment
discontinuation due to an adverse experience, and unevaluable.

There was a significant difference (P = 0.03) in mortality rates between the treatment groups.
Among the 322 patients with confirmed PCP, 13 of 160 (8%) patients treated with MEPRON
and 4 of 162 (2.5%) patients receiving TMP-SMX died during the 21-day treatment course or
8-week follow-up period. In the intent-to-treat analysis for all 408 randomized patients, there
were 16 (8%) deaths in the arm treated with MEPRON and 7 (3.4%) deaths in the TMP-SMX
arm (P = 0.051). Of the 13 patients treated with MEPRON who died, 4 died of PCP and 5 died
with a combination of bacterial infections and PCP; bacterial infections did not appear to be a
factor in any of the 4 deaths among TMP-SMX-treated patients

A correlation between plasma atovaquone concentrations and death was demonstrated; in
general, patients with lower plasma concentrations were more likely to die. For those patients for
whom day 4 plasma atovaquone concentration data are available, 5 (63%) of the 8 patients with
concentrations <5 meg/mL died during participation in the study. However, only 1 (2.0%) of the
49 patients with day 4 plasma atovaquone concentrations >5 meg/mL died.

Sixty-two percent of patients on MEPRON and 64% of patients on TMP-SMX were classified
as protocol-defined therapy successes (Table 4).

Table 4. Outcome of Treatment for PCP-Positive Patients Enrolled in the TMP-SMX
Comparative Study

Number of Patients
(% of Total)
MEPRON TMP-SMX P
Outcome of Therapy* (n=160) (n=162) Value

Therapy success 99 (62%) 103 (64%) 0.75
Therapy failure

-Lack of response 28 (17%) 10 (6%) <0.01

-Adverse experience 11 (7%) 33 (20%) <0.01

-Unevaluable 22 (14%) 16 (10%) 0.28
Required alternate PCP 55 (34%) 55 (34%) 0.95
therapy during study

*As defined by the protocol and described in study description above.

The failure rate due to lack of response was significantly larger for patients receiving
MEPRON while the failure rate due to adverse experiences was significantly larger for patients
receiving TMP-SMX.

There were no significant differences in the effect of either treatment on additional indicators
of response (i.e., arterial blood gas measurements, vital signs, serum LDH levels, clinical
symptoms, and chest radiographs).

Pentamidine Comparative Study: This unblinded, randomized trial initiated in 1991 was
designed to compare the safety and efficacy of MEPRON to that of pentamidine for the
treatment of histologically confirmed mild or moderate PCP in AIDS patients. Approximately
80% of the patients either had a history of intolerance to trimethoprim or sulfa-antimicrobials
(the primary therapy group) or were experiencing intolerance to TMP-SMX with treatment of an
episode of PCP at the time of enrollment in the study (the salvage treatment group)

Patients randomized to MEPRON were to receive 750 mg atovaquone (three 250-mg tablets)
3 times daily for 21 days and those randomized to pentamidine isethionate were to receive a 3- to
4-mg/kg single IV infusion daily for 21 days.

A total of 174 patients were enrolled into the trial at 22 study centers. Thirty-nine patients
without histologic confirmation of PCP were excluded from the efficacy analyses. Of the
135 patients with histologically confirmed PCP, 70 were randomized to receive MEPRON and
65 to pentamidine. One hundred and ten (110) of these were in the primary therapy group and 25
were in the salvage therapy group. One patient in the primary therapy group randomized to
receive pentamidine did not receive study medication

There was no difference in mortality rates between the treatment groups. Among the
135 patients with confirmed PCP, 10 of 70 (14%) patients randomized to MEPRON and 9 of 65
(14%) patients randomized to pentamidine died during the 21-day treatment course or 8-week
follow-up period. In the intent-to-treat analysis for all randomized patients, there were 11
(12.5%) deaths in the arm treated with MEPRON and 12 (14%) deaths in the pentamidine arm
For those patients for whom day 4 plasma atovaquone concentrations are available, 3 of 5 (60%)
patients with concentrations <5 meg/mL died during participation in the study. However, only 2
of 21 (9%) patients with day 4 plasma concentrations >5 mcg/mL died.

The therapeutic outcomes for the 134 patients who received study medication in this trial are
presented in Table 5

Table 5. Outcome of Treatment for PCP-Positive Patients Enrolled in the Pentamidine
Comparative Study

Primary Treatment Salvage Treatment
MEPRON Pentamidine MEPRON Pentamidine
Outcome of Therapy (n=56) (n=53) P Value (n=14) (n=11) P Value
Therapy success 32 (57%) | 21 (40%) 0.09 13 93%) | 7 (64%) 0.14

Therapy failure
~Lack of response @%%) | 9 | a7 | 018 | o
-Adverse experience | 2 | (36%) | 19 | (36%) | <001 | 0
-Unevaluable 6 | (11%) | 4 @% | 075 | 1

>
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Required alternate PCP (34%) |29 (55%) | 004 | 0
therapy during stud

(36%) | 0.03

CONTRAINDICATIONS
MEPRON Suspension is contraindicated for patients who develop or have a history of
potentially life-threatening allergic reactions to any of the components of the formulation

WARNINGS

Clinical experience with MEPRON for the treatment of PCP has been limited to patients with
mild-to-moderate PCP [(A-a)DO,<45 mm Hg]. Treatment of more severe episodes of PCP has
not been systematically studied with this agent. Also, the efficacy of MEPRON in patients who
are failing therapy with TMP-SMX has not been systematically studied.

PRECAUTIONS
General: Absorption of orally administered MEPRON is limited but can be significantly
increased when the drug is taken with food. Plasma atovaquone concentrations have been shown
to correlate with the likelihood of successful treatment and survival. Therefore, parenteral
therapy with other agents should be considered for patients who have difficulty taking MEPRON
with food (see CLINICAL PHARMACOLOGY). Gastrointestinal disorders may limit absorption
of orally administered drugs. Patients with these disorders also may not achieve plasma
concentrations of atovaquone associated with response to therapy in controlled trials
Based upon the spectrum of in vitro antimicrobial activity, atovaquone is not effective therapy
for concurrent pulmonary conditions such as bacterial, viral, or fungal pneumonia or
mycobacterial diseases. Clinical deterioration in patients may be due to infections with other
pathogens, as well as progressive PCP. All patients with acute PCP should be carefully evaluated
for other possible causes of pulmonary disease and treated with additional agents as appropriate.
If it is necessary to treat patients with severe hepatic impairment, caution is advised and
administration should be closely monitored.
Information for Patients: The importance of taking the prescribed dose of MEPRON should
be stressed. Patients should be instructed to take their daily doses of MEPRON with meals, as the
presence of food will significantly improve the absorption of the drug,
Drug Interactions: Atovaquone is highly bound to plasma protein (>99.9%). Therefore,
caution should be used when administering MEPRON concurrently with other highly plasma
protein-bound drugs with narrow therapeutic indices, as competition for binding sites may occur.




The extent of plasma protein binding of atovaquone in human plasma is not affected by the
presence of therapeutic concentrations of phenytoin (15 meg/mL), nor is the binding of
phenytoin affected by the presence of atovaquone

Rifampin: Coadministration of rifampin and MEPRON Suspension results in a significant
decrease in average steady-state plasma atovaquone concentrations (see CLINICAL
PHARMACOLOGY: Drug Interactions). Alternatives to rifampin should be considered during
the course of PCP treatment with MEPRON.

Rifabutin, another rifamycin, is structurally similar to rifampin and may possibly have some
of the same drug interactions as rifampin. No interaction trials have been conducted with
MEPRON and rifabutin.

Drug/Laboratory Test Interactions: It is not known if MEPRON interferes with clinical
laboratory test or assay results.

Carcinogenesis, Mutagenesis, Impairment of Fertility: Carcinogenicity studies in rats
were negative; 24-month studies in mice showed treatment-related increases in incidence of
hepatocellular adenoma and hepatocellular carcinoma at all doses tested which ranged from 1.4
to 3.6 times the average steady-state plasma concentrations in humans during acute treatment of
Pneumocystis carinii pneumonia. Atovaquone was negative with or without metabolic activation
in the Ames Salmonella mutagenicity assay, the Mouse Lymphoma mutagenesis assay, and the
Cultured Human Lymphocyte cytogenetic assay. No evidence of genotoxicity was observed in
the in vivo Mouse Micronucleus assay.

Pregnancy: Pregnancy Category C. Atovaquone was not teratogenic and did not cause
reproductive toxicity in rats at plasma concentrations up to 2 to 3 times the estimated human
exposure. Atovaquone caused maternal toxicity in rabbits at plasma concentrations that were
approximately one half the estimated human exposure. Mean fetal body lengths and weights
were decreased and there were higher numbers of early resorption and post-implantation loss per
dam. It is not clear whether these effects were caused by atovaquone directly or were secondary
to maternal toxicity. Concentrations of atovaquone in rabbit fetuses averaged 30% of the
concurrent maternal plasma concentrations. In a separate study in rats given a single
"C-radiolabelled dose, concentrations of radiocarbon in rat fetuses were 18% (middle gestation)
and 60% (late gestation) of concurrent maternal plasma concentrations. There are no adequate
and well-controlled studies in pregnant women. MEPRON should be used during pregnancy only
if the potential benefit justifies the potential risk to the fetus.

Nursing Mothers: It is not known whether atovaquone is excreted into human milk. Because
many drugs are excreted into human milk, caution should be exercised when MEPRON is
administered to a nursing woman. In a rat study, atovaquone concentrations in the milk were
30% of the concurrent atovaquone concentrations in the maternal plasma.

Pediatric Use: Evidence of safety and effectiveness in pediatric patients has not been
established. A relationship between plasma atovaquone concentrations and successful treatment
of PCP has been established in adults (see Table 2). In a study of MEPRON Suspension in

27 HIV-infected, asymptomatic infants and children between 1 month and 13 years of age, the
pharmacokinetics of atovaquone were age-dependent (see CLINICAL PHARMACOLOGY:
Special Populations). No drug-related treatment-limiting adverse events were observed in the
pharmacokinetic study.

Geriatric Use: Clinical studies of MEPRON did not include sufficient numbers of subjects
aged 65 and over to determine whether they respond differently from younger subjects. Other
reported clinical experience has not identified differences in responses between the elderly and

younger patients. In general, dose selection for an elderly patient should be cautious, reflecting
the greater frequency of decreased hepatic, renal, or cardiac function, and of concomitant disease
or other drug therapy.

ADVERSE REACTIONS

Because many patients who participated in clinical trials with MEPRON had complications of
advanced HIV disease, it was often difficult to distinguish adverse events caused by MEPRON
from those caused by underlying medical conditions. There were no life-threatening or fatal
adverse experiences caused by MEPRON
PCP Prevention Studies: In the dapsone comparative study of MEPRON Suspension,
adverse experience data were collected only for treatment-limiting events. Among the entire
population (n = 1,057), treatment-limiting events occurred at similar frequencies in patients
treated with MEPRON Suspension or dapsone (Table 6). Among patients who were taking
neither dapsone nor atovaquone at enrollment (n = 487), treatment-limiting events occurred in
43% of patients treated with dapsone and 20% of patients treated with MEPRON Suspension
(P <0.001). In both populations, the type of treatment-limiting events differed between the 2
treatment arms. Hypersensitivity reactions (rash, fever, allergic reaction) and anemia were more
common in patients treated with dapsone, while gastrointestinal events (nausea, diarrhea, and
vomiting) were more common in patients treated with MEPRON Suspension.

Table 6. Treatment-Limiting Adverse Experiences in the Dapsone Comparative PCP
Prevention Study

Percentage of Patients with Treatment-Limiting Adverse Experience
Patients Not Taking Either Drug at
All Patients Enrollment

MEPRON Dapsone MEPRON Dapsone
Treatment-Limiting 1,500 mg/day 100 mg/day 1,500 mg/day 100 mg/day
Adverse Experience (n=536) (n=521) (n=238) (n=249)
Any event 24.4% 25.9% 20.2% 43.4%
Rash 6.3% 8.8% 7.6% 16.1%
Nausea 4.1% 0.6% 2.5% 0.8%
Diarrhea 32% 0.2% 2.1% 0.4%
Vomiting 22% 0.6% 1.3% 0.8%
Allergic reaction 1.1% 2.9% 0.8% 4.8%
Fever 0.6% 2.9% 0% 5.6%
Anemia 0% 1.5% 0% 2.0%

Table 7 summarizes the clinical adverse experiences reported by >20% of patients in any
group in the aerosolized pentamidine comparative study of MEPRON Suspension (n = 549),
regardless of attribution. The incidence of adverse experiences at the recommended dose was
similar to that seen with aerosolized pentamidine. Rash was the only individual adverse
experience that occurred significantly more commonly in patients treated with both dosages of
MEPRON Suspension (39% to 46%) than in patients treated with aerosolized pentamidine
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(28%). Among patients treated with MEPRON Suspension, there was no evidence of a
dose-related increase in the incidence of adverse experiences. Treatment-limiting adverse
experiences occurred less often in patients treated with aerosolized pentamidine (7%) than in
patients treated with 1,500 mg MEPRON Suspension once daily (25%, P<0.001) or 750 mg
MEPRON Suspension once daily (16%, P = 0.004). The most common adverse experiences
requiring discontinuation of dosing in the group receiving 1,500 mg MEPRON Suspension once
daily were rash (6%), diarrhea (4%), and nausea (3%). The most common adverse experience
requiring discontinuation of dosing in the group receiving aerosolized pentamidine was
bronchospasm (2%).

Table 7. Treatment-Emergent Adverse Experiences in the Aerosolized Pentamidine
Comparative PCP Prevention Study

Percentage of Patients with Treatment-Emergent Adverse
Experience
MEPRON MEPRON Aerosolized
Treatment-Emergent 1,500 mg/day 750 mg/day Pentamidine
Adverse Experience (n=175) (n=188) (n=186)

Diarrhea 42% 42% 35%
Rash 39% 46% 28%
Headache 28% 31% 22%
Nausea 26% 32% 23%
Cough increased 25% 25% 31%
Fever 25% 31% 18%
Rhinitis 24% 18% 17%
Asthenia 22% 31% 31%
Infection 22% 18% 19%
Abdominal pain 20% 21% 20%
Dyspnea 15% 21% 16%
Vomiting 15% 22% 11%
Patients discontinuing therapy 25% 16% 7%
due to an adverse experience

Patients reporting at least 1 98% 96% 89%
adverse experience

Other events occurring in 210% of the patients receiving the recommended dose of MEPRON
included sweating, flu syndrome, pain, sinusitis, pruritus, insomnia, depression, and myalgia.
Bronchospasm occurred more frequently in patients receiving aerosolized pentamidine (11%)
than in patients receiving MEPRON 1,500 mg/day (4%) and MEPRON 750 mg/day (2%).

Neither MEPRON nor aerosolized pentamidine was associated with a substantial change from
baseline values in any measured laboratory parameter, nor were there any significant differences
in any measured laboratory parameter between MEPRON and aerosolized pentamidine. Some
patients had laboratory abnormalities considered serious by the investigator or that contributed to
discontinuation of therapy

PCP Treatment Studies: Table 8 summarizes all the clinical adverse experiences reported by
25% of the study population during the TMP-SMX comparative study of MEPRON (n = 408),
regardless of attribution. The incidence of adverse experiences with MEPRON Suspension at the
recommended dose was similar to that seen with the tablet formulation of atovaquone.

Table 8. Treatment-Emergent Adverse Experiences in the TMP-SMX Comparative PCP
Treatment Study

Percentage of Patients with Treatment-Emergent
Adverse Experience
Treatment-Emergent MEPRON TMP-SMX
Adverse Experience (n=203) (n=205)

Rash (including maculopapular) 23% 34%
Nausea 21% 44%
Diarrhea 19% 7%
Headache 16% 22%
Vomiting 14% 35%
Fever 14% 25%
Insomnia 10% 9%
Asthenia 8% 8%
Pruritus 5% 9%
Monilia, oral 5% 10%
Abdominal pain 4% 7%
Constipation 3% 17%
Dizziness 3% 8%
Patients discontinuing therapy due to 9% 24%
an adverse experience

Patients reporting at least 1 adverse 63% 65%
experience

Although an equal percentage of patients receiving MEPRON and TMP-SMX reported at
least 1 adverse experience, more patients receiving TMP-SMX required discontinuation of
therapy due to an adverse event. Twenty-four percent of patients receiving TMP-SMX were
prematurely discontinued from therapy due to an adverse experience versus 9% of patients
receiving MEPRON. Four percent of patients receiving MEPRON had therapy discontinued due
to development of rash. The majority of cases of rash among patients receiving MEPRON were
mild and did not require the discontinuation of dosing. The only other clinical adverse
experience that led to premature discontinuation of dosing of MEPRON by more than 1 patient
was vomiting (<1%). The most common adverse experience requiring discontinuation of dosing
in the TMP-SMX group was rash (8%).

Laboratory test abnormalities reported for >5% of the study population during the treatment
period are summarized in Table 9. Two percent of patients treated with MEPRON and 7% of
patients treated with TMP-SMX had therapy prematurely discontinued due to elevations in
ALT/AST. In general, patients treated with MEPRON developed fewer abnormalities in




measures of hepatocellular function (ALT, AST, alkaline phosphatase) or amylase values than
patients treated with TMP-SMX.

Table 9. Treatment-Emergent Laboratory Test Abnormalities in the TMP-SMX
Comparative PCP Treatment Study

Percentage of Patients Developing a
Laboratory Test Abnormality

Laboratory Test Abnormality MEPRON TMP-SMX
Anemia (Hgb<8.0 g/dL) 6% 7%
Neutropenia (ANC<750 cells/mm’) 3% 9%
Elevated ALT (>5 x ULN) 6% 16%
Elevated AST (>5 x ULN) 4% 14%
Elevated alkaline phosphatase (>2.5 x ULN) 8% 6%
Elevated amylase (>1.5 x ULN) 7% 12%
Hyponatremia (<0.96 x LLN) 7% 26%

ULN = upper limit of normal range.
LLN = lower limit of normal range.

Table 10 summarizes the clinical adverse experiences reported by >5% of the primary therapy

study population (n = 144) during the comparative trial of MEPRON and intravenous
pentamidine, regardless of attribution. A slightly lower percentage of patients who received
MEPRON reported occurrence of adverse events than did those who received pentamidine (63%
vs 72%). However, only 7% of patients discontinued treatment with MEPRON due to adverse
events, while 41% of patients who received pentamidine discontinued treatment for this reason
(P<0.001). Of the 5 patients who discontinued therapy with MEPRON, 3 reported rash (4%)
Rash was not severe in any patient. No other reason for discontinuation of MEPRON was cited
more than once. The most frequently cited reasons for discontinuation of pentamidine therapy
were hypoglycemia (11%) and vomiting (9%).

Table 10. Treatment-Emergent Adverse Experiences in the Pentamidine Comparative PCP
Treatment Study (Primary Therapy Group)

Percentage of Patients with Treatment-Emergent
Adverse Experience
Treatment-Emergent MEPRON Pentamidine
Adverse Experience (n=73) (n=71)

Fever 40% 25%
Nausea 22% 37%
Rash 22% 13%
Diarrhea 21% 31%
Insomnia 19% 14%
Headache 18% 28%
Vomiting 14% 17%
Cough 14% 1%
Abdominal pain 10% 11%
Pain 10% 10%
Sweat 10% 3%
Monilia, oral 10% 3%
Asthenia 8% 14%
Dizziness 8% 14%
Anxiety 7% 10%
Anorexia 7% 10%
Sinusitis 7% 6%
Dyspepsia 5% 10%
Rhinitis 5% 7%
Taste perversion 3% 13%
Hypoglycemia 1% 15%
Hypotension 1% 10%
Patients discontinuing therapy due to 7% 41%
an adverse experience

Patients reporting at least 1 adverse 63% 2%
experience

Laboratory test abnormalities reported in >5% of patients in the pentamidine comparative
study are presented in Table 11. Laboratory abnormality was reported as the reason for
discontinuation of treatment in 2 of 73 patients who received MEPRON. One patient (1%) had
elevated creatinine and BUN levels and 1 patient (1%) had elevated amylase levels. Laboratory
abnormalities were the sole or contributing factor in 14 patients who prematurely discontinued
pentamidine therapy. In the 71 patients who received pentamidine, laboratory parameters most
frequently reported as reasons for discontinuation were hypoglycemia (11%), elevated creatinine
levels (6%), and leukopenia (4%).

Table 11. Treatment-Emergent Laboratory Test Abnormalities in the Pentamidine
Comparative PCP Treatment Study

Percentage of Patients Developing a Laboratory Test
Laboratory Test Abnormality
Abnormality MEPRON Pentamidine
Anemia (Hgb<8.0 g/dL) 4% 9%
Neutropenia (ANC<750 cells/mm’) 5% 9%
Hyponatremia (<0.96 x LLN) 10% 10%
Hyperkalemia (>1.18 x ULN) 0% 5%
Alkaline phosphatase (>2.5 x ULN) 5% 2%
Hyperglycemia (>1.8 x ULN) 9% 13%
Elevated AST (>5 x ULN) 0% 5%
Elevated amylase (>1.5 x ULN) 8% 4%
Elevated creatinine (>1.5 x ULN) 0% 7%

ULN = upper limit of normal range.
LLN = lower limit of normal range.

Observed During Clinical Practice: In addition to adverse events reported from clinical
trials, the following events have been identified during post-approval use of MEPRON. Because
they are reported voluntarily from a population of unknown size, estimates of frequency cannot
be made. These events have been chosen for inclusion due to a combination of their seriousness,
frequency of reporting, or potential causal connection to MEPRON

Blood and Lymphatic System Disorders: Methemoglobinemia, thrombocytopenia.

Immune System Disorders: Hypersensitivity reactions including angioedema,
bronchospasm, and throat tightness.

Eye Disorders: Vortex keratopathy

Gastrointestinal Disorders: Pancreatitis

Skin and Subcutaneous Tissue Disorders : Erythema multiforme.

Renal and Urinary Disorders: Acute renal impairment.

OVERDOSAGE

There is no known antidote for atovaquone, and it is currently unknown if atovaquone is
dialyzable. The median lethal dose is higher than the maximum oral dose tested in mice and rats
(1,825 mg/kg/day). Overdoses up to 31,500 mg of atovaquone have been reported. In 1 such
patient who also took an unspecified dose of dapsone, methemoglobinemia occurred. Rash has
also been reported after overdose.

DOSAGE AND ADMINISTRATION

Dosage: Prevention of PCP: Adults and Adolescents (13 to 16 Years): The

recommended oral dose is 1,500 mg (10 mL) once daily administered with a meal.
Treatment of Mild-to-Moderate PCP: Adults and Adolescents (13 to 16 Years):

The recommended oral dose is 750 mg (5 mL) administered with meals twice daily for 21 days

(total daily dose 1,500 mg)

Note: Failure to administer MEPRON Suspension with meals may result in lower plasma
atovaquone concentrations and may limit response to therapy (see CLINICAL
PHARMACOLOGY and PRECAUTIONS).
Administration: Foil Pouch: Open pouch by removing tab at perforation and tear at notch
Take entire contents by mouth. Can be discharged into a dosing spoon or cup or directly into the
mouth.

Bottle: SHAKE BOTTLE GENTLY BEFORE USING.

HOW SUPPLIED

MEPRON Suspension (bright yellow, citrus flavored) containing 750 mg atovaquone in each
teaspoonful (5 mL).

Bottle of 210 mL with child-resistant cap (NDC 0173-0665-18).

Store at 15° to 25°C (59° to 77°F). DO NOT FREEZE. Dispense in tight container as
defined in USP.

5-mL child-resistant foil pouch - unit dose pack of 42 (NDC 0173-0547-00).

Store at 15° to 25°C (59° to 77°F). DO NOT FREEZE.

'(A-a)DO, = [(713 x FiO, ) - (PaC05/0.8)] - PaO5 (mm Hg)

@Glaxo smithKline

GlaxoSmithKline
Research Triangle Park, NC 27709

©2006, GlaxoSmithKline. All rights reserved.
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Animal Health is our only Concern

Product Search

Bimeda Export
Select Species and click GO to list or
further refine by Category and then by Product
& Cattle I Select Species First Go
© Pigs ]
© Sheep I Refine By Category Go
© Horses -
© Dogs I Refine By Product Go
& Lambs -
B Goats
© Calves
© Foals Fruvexon
B Ccats
© Poultry
© Chickens ID Name Pack Size Case Size Skid Qty
© Swine
8la  Fruvexon 50 ml 100 ml
© Turkeys
© Dairy Cows
B Camels
© Animal housing Contents
© Piglets A potent injection treatment for
© Kids S )
) theileriosis particularly for
© Chickens and other poultry )
) advanced cases with pulmonary
B All species o
© Cows oedema containing in each ml
& Mares Parvaquone 150 mg and
© Sows Frusemide 55 mg. Parvaquone is
& Ewes theilericidal acting on schizont and
& Ponies piroplasms Frusemide is a diuretic

© General disinfecting agent
© Topical disinfectant

€ Cold sterilant

© Contact disinfectant

I© 2007 Bimeda. All Rights Reserved

which relieves pulmonary oedema.
Pulmonary and other acute
symptoms are usually resolved
after two injections but parasitic
cure may require at least 4
injections. Daily treatment should
be continued until parasitic cure is
complete to reduce the risk of
flare-up of the infection after
apparent cure.

Indications
By i-m injection 1 ml - 30 Kg daily
for 4 days

* CAUTION:

Where drug name is marked with *
Federal law restricts this drug to
use by or on the order of a
licensed veterinarian.

Web Design
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Animal Health is our only Concern

&3 Bimeda Export

& Cattle
© Pigs
© Sheep
© Horses
© Dogs
© Lambs
& Goats

© Calves
& Foals

& Cats

@ Poultry

© Chickens

& Swine

© Turkeys

© Dairy Cows

& Camels

© Animal housing

B Piglets

& Kids

@ Chickens and other poultry
© All species

& Cows

© Mares

© Sows

€ Ewes

© Ponies

© General disinfecting agent
© Topical disinfectant
@ Cold sterilant

© Contact disinfectant
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Parvexon

ID Name

82a Parvexon

Pack Size

Product Search

Select Species and click GO to list or
further refine by Category and then by Product

I Select Species First Go
I Refine By Category Go
I Refine By Product o

Case Size Skid Qty

12 x 50 ml vials 12 x 100 ml vials

Contents

A potent theilericide containing in
each ml Parvaquone 150 mg. It is
effective in the treatment of the
piroplasm and schizont stages of
Theileria. The product may be
used both in animals showing
clinical signs and also infected
animals which have not yet
displayed clinical signs.

Indications
By i-m injection 1 ml - 15 Kg
Repeat after 48 hours

* CAUTION:

Where drug name is marked with *
Federal law restricts this drug to
use by or on the order of a
licensed veterinarian.

Web Design
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BUTALEX Profile

Sponsors

Product
BUTALEX
Company

Sarabhai Zydus
Animal Health Limited
Group
Patent
Drugs

Allopathic

Subgroup

Anti
haemoprotozoans
Drugs

Main Combination
Buparvaquone
Storage

Room Temparature

Type

Injection
Packing

Packing 20 ml
Mrp Rs O

Tax + inc.tax
Indication

Butalex is indicated
for the treatment of
theileriosis in exotic
as well as cross bred
cattle and calves,
caused by strains of
T.annulata and
T.orientalis(seargenti)

Butalex is active
against  both  the
schizont and
piroplasm stages of
theileria species and
may be used in the
incubation period of
the disease or when
clinical signs are
apparent. Treatment
with Butalex should
be given to clinically
affected animals and
to in-contact animals
which may be
infected but are not
showing clinical signs.

Naveen Farms

Send Product Enquiry
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meadicines @poulvat.com



Composition

Each ml contains:
Buparvaquone : 50
mg

(ina solvent vehicle)
Dosage

Canine:
N/A
Sheep
N/A
Poultry
N/A

Large Animals

1 ml per 20 kg b.w. by I/M route

A single injection of 1 ml Butalex per 20 kg b.w. (2.5 mg
buparvaquone per kg) is usually sufficient.

In severe cases, a further treatment with Butalex, at the same
dose rate of 1 ml per 20 kg b.w. may be required. Normally this
should be given within 48-72 hours of the initial injection.

Others

1 ml per 20 kg b.w. by I/M route

A single injection of 1 ml Butalex per 20 kg b.w. (2.5 mg
buparvaquone per kg) is usually sufficient.

In severe cases, a further treatment with Butalex, at the same
dose rate of 1 ml per 20 kg b.w. may be required. Normally this
should be given within 48-72 hours of the initial injection.
Administration

By I/M route

Advantages

N/A

Precautions

Butalex should not be given by intravenous or subcutaneous
injection. Localised, painless, oedematous, swelling may
occasionally be seen at the injection site especially in thin
skinned animals.

Milk taken from lactating animals during the 48 hours
immediately, following the treatment with Butalex should not be

used for human consumption. Animals should not be
slaughtered for human consumption within 42 days of the last
treatment.
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