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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest kompozycja farmaceutyczna zawierajgca dehydroepiandrosteron,
pochodng indolu i farmaceutycznie dopuszczalng zardbke, zestaw i zastosowanie dehydroepiandro-
steronu.

Cztowiek ma ceche unikalng, wraz z pewnymi innymi naczelnymi, posiadania nadnerczy, ktére
wydzielajg wielkie ilosci prekursorowych sterydéw, siarczanu dehydroepiandrosteronu (DHEA-S) i de-
hydroepiandrosteronu (DHEA), ktore przeksztaicajg sie w androstenodion (4-dion), a nastepnie
w czynne androgeny i/lub estrogeny w tkankach obwodowych (Labrie i in., w: Important Advances
In Oncology. Red. V. T. de Vita, S. Hellman, S. A. Rosenberg. J. B. Uppincott, Philadelphia, 193-217,
1985; Labrie, Mol. Cell. Endocrinol. 78: C113-C118, 1991; Labrie, i in., w Signal Transduction in Testi-
cular Cells. Ernst Schering Research Foundation Workshbp. Red. V. Hansson, F. O. Levy, K. Tasken.
Springer-Verlag, Berlin-New York (Supl. 2), str. 185-218, 1996; Labrie i in., Steroids, 62: 148-158,
1997). W ostatnich badaniach (Labrie, i in., J. Clin. Endocrinol. Metab., 82: 2403-2409, 1997), opisali-
Smy ostry spadek krgzacych ilosci dehydroepiandrosteronu (DHEA), siarczanu DHEA (DHEA-S), an-
drost-5-eno-3[3,17B-diolu (5-diolu), 5-diol-S, estrow kwaséw ttuszczowych 5-diolu i androstenodionu
u mezczyzn i kobiet w wieku pomiedzy 20 i 80 lat.

Pomimo znaczacego spadku ilosci endogennych androgendw u kobiet podczas starzenia, za-
stosowanie androgendéw u kobiet po menopauzie ograniczano gtéwnie z powodu obawy o zwiekszone
ryzyko choroby sercowo-naczyniowej, w oparciu o dawniejsze badania pokazujace niekorzystny profil
lipidéw przy androgenach. Ostatnie badania nie wykazaty jednak znaczacego wplywu kombinowanej
terapii estrogenowej i androgenowej na poziomy w osoczu cholesterolu, triglicerydéw, HDL, LDL i sto-
sunek HDL/LDL w poréwnaniu z samym estrogenem (Sherwin i in., Am. J. Obstet. Gynecol., 156:
414-419, 1987). Zgodnie z tymi obserwacjami pokazalismy, ze DHEA, zwigzek majacy gtdbwnie an-
drogenny wptyw, nie wykazuje wyraznie szkodliwego wptywu na profil lipidéw w osoczu (Diamond i in.,
J. Endocrinol., 150: S43-S50, 1996). Podobnie, nie stwierdzono zmian w stezeniach cholesterolu, jego
podfrakcji lub triglicerydéw, w czasie terapii samym estradiolem po 6 miesigcach terapii implantami
estradiol + testosteron (Burger i in., Br. Med. J. Clin. Res. Ed., 294: 936-937, 1987). Nalezy wspo-
mnie¢, ze badanie u mezczyzn wykazato odwrotng korelacje pomiedzy DHEA-5 w osoczu i lipoprote-
inami o niskiej gestosci (Parker i in., Science, 208: 512-514, 1980). Niedawno znaleziono korelacje po-
miedzy niskim poziomem w osoczu testosteronu i DHEA a zwiekszonym ottuszczeniem trzewi, parame-
trem wyzszego zagrozenia sercowo-naczyniowego (Tchernof i in., Metabolism, 44: 513-519, 1995).

5-diol jest zwigzkiem biosyntetyzowanym z DHEA pod dziataniem redukcyjnej dehydrogenazy
17B-hydroksysterydowej (173-HSD) i jest stabym estrogenem. Wykazuje 85-krotnie nizsze powino-
wactwo niz 17B-estradiol (E2) do receptora estrogenu w cytosolu przedniego ptata przysadki szczura
(Simard i Labrie, J. Steroid Biochem., 26: 539-546, 1987), potwierdzajgc dodatkowo dane otrzymane
dla tego samego parametru w ludzkiej tkance raka macicy i piersi (Kreitmann i Bayard, J. Steroid Bio-
chem., 11: 1589-1595,1979; Adams i in., Cancer Res., 41: 4720-4926, 1981; Poulin i Labrie, Cancer
Res., 46: 4933-4937, 1986). Jednakze przy stezeniach w zakresie pozioméw w osoczu u dorostych
kobiet, 5-diol wspomaga namnazanie komorek i zwieksza poziomy receptora progesteronu w komor-
kach ludzkiego raka piersi ZR-75-1 (Poulin i Labrie, Cancer Res., 46: 4933-4937, 1986) i zwieksza
zalezng od estrogenu synteze glikoproteiny 52 kDa w komérkach MCF-7 (Adams i in., Cancer Res.,
41: 4720-4926, 1981).

Jak wspomniano powyzej, wiadomo, ze poziomy w osoczu DHEA, DHEA-S i 5-diolu spadajgq
z wiekiem i odpowiednio, ze wystepuje silna zalezna od wieku redukcja wytwarzania androgenow
i estrogendéw w obwodowych docelowych tkankach. Takie zmiany w sekrecji DHEA-S i DHEA powodu-
ja znaczacy spadek biochemicznych i komérkowych funkcji stymulowanych sterydami ptciowymi.
W wyniku tego, DHEA i DHEA-S stosowano ostatnio w leczeniu wielu stanéw, ktore sg zwigzane ze
spadkiem i/lub nierébwnowaga w poziomach sterydéw ptciowych.

Osteoporoza, stan powstajgcy u mezczyzn i kobiet, jest zwigzana ze spadkiem ilosci androgel-
néw i estrogendw. Estrogeny okazaly sie zmniejsza¢ szybkosé degradacji kosci, podczas gdy andro-
geny okazaty sie budowa¢ mase kosci. Jednakze terapia podawania estrogenu zwykle stosowana
wobec osteoporozy wymaga dodania progestyn dla przeciwdziatania przerostom macicy i ryzyku raka
macicy indukowanego przez estrogeny. Ponadto, poniewaz estrogeny i progestyny zwiekszajg praw-
dopodobnie ryzyko raka piersi (Bardon i in., J. Clin. Endocrinol. Metab., 60: 692-697, 1985; Colditz
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iin., N. Engl. J. Med., 332: 1589-1593, 1995), stosowanie terapii substytucyjnej estrogen-progestin
jest akceptowane przez niewiele kobiet i zwykle przez zbyt krétkie okresy.

Pewne badania sugerujg, ze osteoporoza jest kliniczng manifestacjg niedoboru androgenu
u mezczyzn (Baran i in., Calcif. Tissue Res. 26: 103-106, 1978; Odell i Swerdloff, West J. Med. 124:
446-475, 1976; Smith i Walker, Calif. Tissue Res. 22 (Suppl.): 225-228, 1976). Terapia androgenowa,
jak zauwazono dla dekanianu nandrolonu, okazata sie zwieksza¢ gestosé mineratéw kosci kregow
kobiet po menopauzie (Need i in., Arch. Intern. Med., 149: 57-60, 1989). Terapia kobiet po menopau-
zie nandrolonem zwiekszata zawartos¢ mineratébw w korze kosci (Need i in., Clin. Orthop. 225: 273-
-278, 1987). Androgenne skutki uboczne zarejestrowano jednak u 50% pacjentéw. Takie dane sg
interesujace, poniewaz chociaz prawie wszystkie obecne terapie sg ograniczone do redukcji utraty
kosci, wzrost masy kosci stwierdzono przy stosowaniu anabolicznego sterydu nandrolonu. Podobng
stymulacje tworzenia kosci przez androgeny proponowano u mezczyzny z niedoczynnoscig gonad
(Baran i in., Calcif. Tissue Res. 26: 103, 1978). Stymulacje tworzenia kosci u kobiet po menopauzie po-
traktowanych DHEA przez 12 miesiecy opisuje Labrie i in. (J. Clin. Endocrinol. 82: 3498-3505, 1997).

DHEA (450 mg/kg, b. w., 3 razy tygodniowo) znaczaco opOzniat pojawianie sie guzéw piersi
u myszy C3H, ktére genetycznie wyhodowano z rozwojem raka piersi (Schwartz, Cancer Res. 39:
1129-1132, 1979). Ponadto, ryzyko powstania raka pecherza wzrastato u mezczyzn majacych nizsze
poziomy w osoczu DHEA (Gordon i in., Cancer Res. 51: 1366-1369, 1991).

Zgtoszenie patentowe Stanéw Zjednoczonych Ameryki nr US 5 550 107 odnosi sie do sposobu
leczenia raka piersi i macicy u podatnych cieptokrwistych zwierzat, ktéry to sposéb moze obejmowac
inhibicje hormonalnej sekrecji jajnikdw metoda chirurgiczng (wyciecie jajnikow) lub chemiczng (zasto-
sowanie agonisty LHRH, np. [D-Trp°des-Gly-NH,'°JLHRH-etyloamidu lub antagonisty) jako cze$é
terapii kombinacyjnej. Omoéwiono antyestrogeny, androgeny, progestyny, inhibitory tworzenia stery-
doéw ptciowych (szczegdlnie i katalizowanego 17p-hydroksysterydowg dehydrogenaza lub aromataza
wytwarzania steryddw piciowych), inhibitory sekrecji prolaktyny i sekrecji hormonu wzrostu oraz sekre-
cji ACTH. Odpowiednik opublikowano pod numerem publikacji miedzynarodowej WO 90/10462.

Ponadto choroby sercowo-naczyniowe wigze sie ze spadkiem pozioméw w osoczu DHEA
i -DHEA-5 i zaproponowano, ze DHEA oraz DHEA-5 zapobiegajg lub leczg te stany (Barrett-Connor
iin., N. Engl. J. Med. 315: 1519-1524, 1986).

U dorostych szczuréw Sprague-Pawley, Schwartz (w Kent, Geriatrics 37: 157-160, 1982) za-
uwazyl, ze masa ciata spadfa z 600 do 550 g przy pomocy DHEA nie naruszajgc poboru pozywienia.
Schwartz (Cancer 39: 1129-1132, 1979) zauwazyt, ze myszy C3H otrzymujace DHEA (450 mg/kg,
3 razy tygodniowo) uzyskaty znaczaco mniejszg mase i wyzszy wiek niz kontrolne zwierzeta, miaty
mniej ttuszczu w ciele i byty bardziej aktywne. Redukcje masy ciata uzyskano bez utraty apetytu lub
ograniczania pokarmu. Ponadto DHEA moze zapobiega¢ zwiekszaniu masy u zwierzat hodowanych
do uzyskania otytosci w stanie dorostym (Kent, Geriatrics 37: 157-160, 1982).

Podawanie DHEA chudym szczurom Zucher zmniejszyto przyrost masy ciata pomimo wieksze-
go poboru pokarmu. Potraktowane zwierzeta miaty mniejsze poduszki ttuszczu, co ogdlnie sugeruje,
ze DHEA zwieksza przemiane pokarmu, zmniejszajac przyrost masy i akumulacje ttuszczu (Svec i in.,
Proc. 2" int Conf. Cortisol and Anti-Cortisols, Las Vegas, Nevada, USA, str. 56 abst., 1997).

Otytos¢ zwiekszyta sie u zmutowanych myszy AVY (Yen i in., Lipids 12: 409-413, 1977) i szczu-
rze Zucker (Cleary i Zisk, Fed. Proc. 42: 536, 1983). Potraktowane DHEA myszy C3H mialy mtodszy
wyglad niz kontrolne (Schwartz, Cancer Res, 39: 1129-1132, 1979).

DHEA ogranicza wystepowanie miazdzycy tetnic u karmionych cholesterolem krélikéw (Gordon
iin., J. Clin. Invest 82: 712-720, 1988; Arad i in., Arteriosclerosis 9: 159-166, 1989). Ponadto, wysokie
stezenia w osoczu DHEA-S opisano jako chronigce przed smiercig od chor6b sercowo-naczyniowych
u mezczyzn (Barrett-Connor i in., N. Engl. J. Med. 315; 1519-1524, 1986). Poziomy w krgzeniu DHEA
i DHEA-S okazatly sie wiec byé odwrotnie skorelowane ze $miertelnoscig z powodu choréb sercowo-
-naczyniowych (Barrett-Connor i in., N. Engl. J. Med. 315: 1519-1524, 1986) i zmniejszajg sie réwno-
legle ze zmniejszaniem immunokompetencji (Thoman i Weigle, Adv. Immunol. 46: 221-222,1989).
Badanie u cztowieka wykazato odwrotng korelacje pomiedzy DHEA-S w surowicy ptodowej i niskimi
gestosciami lipoprotein (LDL) (Parker i in., Science 208: 512, 1980).

Zastosowania DHEA, jak tez korzysci z terapii androgenowej i estrogenowej oméwiono w mie-
dzynarodowej publikacji patentowej WO 94/16709.

Nie sadzi sie, ze korelacje zauwazone w dziedzinie sugerujg skuteczne sposoby leczenia lub
profilaktyki, lub sg wolne od niepozadanych skutkédw ubocznych, jak terapie kombinacyjne.
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Przedmiotem wynalazku jest kompozycja farmaceutyczna zawierajgca dehydroepiandrosteron,
selektywny modulator receptora estrogenu i farmaceutycznie dopuszczalng zarébke, ktéra zawiera:

a) farmaceutycznie dopuszczalng zarébke, rozcienczalnik lub nosnik;

b) leczniczo skuteczng ilo$¢ dehydroepiandrosteronu,

¢) leczniczo skuteczng ilos¢ pochodnej indolu o wzorze ogélnym

z
A

w ktorym D wybiera sie z grupy obejmujacej -OCH,CH,N(R;)Rg, -CH=CH-CON(R;)Rg, -CC-(CH,),-
-(R7)Rg, R7 i Rg niezaleznie wybrane z grupy obejmujacej C;-Cs alkil lub R;, Rg i atom azotu, z ktérym
s zwigzane, razem tworzg strukture pierscieniowg wybrang z grupy obejmujacej pirolidyno, dimetylo-
-1-pirolidyno, metylo-1-pirolidynyl, piperydyno, heksametylenoimino i morfolino;

w ktorym X wybiera sie z grupy obejmujacej: atom wodoru i C;-Cg alkil;

w ktorym Ry, R,, Rs, R4, Rs5 i Rg wybiera sie niezaleznie z grupy obejmujacej: atom wodoru, hy-
droksyl, C;1-Cg alkil i ugrupowanie przeksztatcane in vivo w hydroksyl.

Korzystnie jako pochodng indolowg zawiera zwigzek o nastepujagcym wzorze:

-

AL

Przedmiotem wynalazku jest zestaw, w ktérym pierwszy pojemnik zawiera leczniczo skuteczng

ilos¢ dehydroepiandrosteronu i obejmujacy drugi pojemnik zawierajagcy leczniczo skuteczng ilos¢ po-
chodnej indolowe;j.

Korzystnie zestaw wedtug wynalazku jako pochodng indolowa zawiera zwigzek o nastepujacym
wzorze:

/"

<
S

cH,

AN



PL 203 439 B1 5

Przedmiotem wynalazku jest zastosowanie dehydroepiandrosteronu do wytwarzania leku do le-
czenia lub zmniejszania ryzyka nabycia osteoporozy, w potgczeniu z leczniczo skuteczng iloscig po-
chodnej indolowe;j.

Korzystnie jako pochodng indolowg stosuje sie zwigzek o nastepujacym wzorze

o/

N
OH
(1)<
HO'
cH,

Na figurach 1 i 2 pokazano podawanie samego SERM z wytworzeniem znaczacego dziatania
profilaktycznego, nawet w nieobecnosci podawanych prekursoréw.

W niniejszym opisie selektywny modulator receptora estrogenu (SERM) jest zwiazkiem, ktory
bezposrednio lub przez aktywny metabolit dziata jako antagonista receptora estrogenu (,antyestro-
gen”) w tkance piersi, wytwarzajgc estrogenne lub estrogenopodobne dziatanie na tkanke kosci i po-
ziomy cholesterolu we krwi (to jest przez obnizenie cholesterolu w osoczu). Nie sterydowe zwigzki
dziatajgce jako antagonisci receptora estrogenu in vitro lub w ludzkiej lub szczurzej tkance piersi
(szczegolnie jesli zwigzek dziata jak antyestrogen na ludzkie komérki raka piersi) moga dziata¢ jako
SERM. Odwrotnie, sterydowe antyestrogeny mogq dziata¢ jako SERM, poniewaz nie wykazujg zad-
nego korzystnego dziatania na cholesterol w osoczu. Nie sterydowe antyestrogeny, ktére zbadalisSmy
i stwierdzilismy, ze dzialajg jako SERM, obejmujg EM-800, EM-01538, Raloxifene, Tamoxifene
i Droloxifene. ZbadalisSmy sterydowy antyestrogen ICI 182780 i stwierdziliSmy, Zze nie dziata jako
SERM. SERM mozna podawac¢ w takich samych dawkach jak znane w dziedzinie, gdy te zwigzki sto-
suje sie jako antyestrogeny.

Zauwazylismy tez korelacje pomiedzy korzystnym wplywem SERM na cholesterol w osoczu
i korzystnym wptywem estrogennym lub estrogenopodobnym na kosci i lipidy w osoczu. SERM, kt6re
w naszych badaniach dziataly korzystnie na wszystkie te parametry, obejmujg mase kosci, poziomy
cholesterolu i triglicerydéw. Bez wigzania sie z teorig, mozna sadzi¢, ze SERM, z ktérych wiele ko-
rzystnie ma dwa pierscienie aromatyczne zwiazane przez jeden do dwu atomow wegla, moga oddzia-
tywaé z receptorem estrogenu dzieki powyzszej czesci czasteczki, ktéra jest najlepiej rozpoznawana
przez receptor. Korzystne SERM maja tancuchy boczne, ktére mogg selektywnie wykazywaé antago-
nistyczne wiasciwosci w tkance piersi bez wykazywania znaczacych antagonistycznych wiasciwosci
w innych tkankach. Tak wiec SERM mogag dziata¢ w sposéb pozadany jako antyestrogeny w piersi,
podczas gdy niespodziewanie i w spos6b pozadany dziatajg jako estrogeny (lub wykazujg eptrogeno-
podobng aktywnosc¢) w kosciach i we krwi (gdzie korzystnie wptywajg na stezenia lipidu i cholesterolu).
Korzystny wptyw na cholesterol i lipid przektada sie na korzystny wptyw na miazdzyce tetnic, na ktorg
niekorzystnie wptywajg niewtasciwe poziomy cholesterolu i lipidu.

Wszystkie te choroby leczone jak omoéwiono w opisie reagujg korzystnie na androgeny. Zamiast
stosowac¢ androgeny jako takie, zgtaszajacy stosujg prekursory sterydéw pitciowych, takie jak DHEA,
DHEA-S, 5-diol lub przedleki przeksztatcane w dowolne takie prekursory sterydow ptciowych. In vivo,
DHEA-S przeksztalca sie w DHEA, ktéry z kolei przeksztatca sie w 5-diol. Mozna sadzi¢, ze dowolna
tkanka reagujaca korzystnie na jeden z nich moze odpowiada¢ prawdopodobnie korzystnie na inne.
Postaci przedlekéw aktywnych metabolitow sg dobrze znane w dziedzinie. Patrz np. H. Bundgaard
.Design and Application of Prodrugs” (w: A Textbook of Drug Design and Development. Red. H. Bund-
gaard i P. Krogggaard-Larsen; Harwook Academic Publishers GmfH, Chur: Szwajcaria, 1991), dofa-
czane niniejszym jako odnosniki. W szczegdInosci, patrz str. 154-155 opisujace rozne grupy funkcyjne
aktywnych metabolitéw i odpowiednie grupy przedlekéw, ktére przeksztatcajg sie in vivo w kazda gru-
pe funkcyjna. Gdy poziomy prekursoréw steryddw ptciowych u pacjentdw sg podniesione, mozna zwy-
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kle tego dokona¢ przez podawanie takiego prekursora lub podawanie prekursora takiego prekursora.
Stosujac prekursory zamiast androgendw zmniejsza sie niepozadang androgenng aktywnosé¢ w tkan-
kach innych niz docelowe. Tkanki przeksztatcajg prekursory, takie jak DHEA, w androgeny tylko w na-
turalnym i bardziej regulowanym procesie. Znaczny procent androgenéw powstaje lokalnie w obwo-
dowych tkankach i w réznym stopniu w réznych tkankach.

Raki reagujg niekorzystnie na estrogenng aktywnos¢. Z drugiej strony osteoporoza, hiperciole-
sterolemia, hiperlipidemia i miazdzyca tetnic reagujg korzystnie na estrogennag lub estrogenopodobng
aktywnosé. Stosujgc SERM uzyskuje sie pozadane efekty w docelowych tkankach bez niepozadane-
go wptywu w pewnych innych tkankach. Np., SERM moze mie¢ korzystne dziatanie estrogenne
w kosci (lub na lipid lub cholesterol) unikajac niekorzystnego dziatania estrogennego na piersi.

Tak wiec, prekursor i SERM wywierajg korzystny wptyw na docelowe tkanki, minimalizujgc nie-
korzystny wplyw na pewne inne tkanki. Ponadto istniejg istotne synergie przy stosowaniu obu razem.
Np., estrogeny i androgeny wywierajg korzystne dziatanie na osteoporoze réznymi mechanizmami
(estrogen redukujac resorpcje kosci, androgen pomagajac w tworzeniu kosci).

Kombinacja wynalazku zapewnia kosciom korzystne dziatanie estrogenu lub estrogenopodobne
przez aktywnos¢ SERM, a takze zapewnia korzystny androgen przez lokalng konwersje prekursora do
androgenu w kosci. Sadzi sie, ze prekursor takze dostarcza estrogen. Podobnie dzieje sie w zwigzku
z kontrolowaniem lipidu lub cholesterolu (przydatne do leczenia lub zapobiegania miazdzycy tetnic).
Podobna synergia wystepuje wobec rakéw piersi, trzonu macicy, jajnikéw lub macicy, gdzie SERM
zapewnia pozadane dziatanie antyestrogenne i prekursor zapewnia pozadane dziatanie androgenne
(przy dowolnej przypadkowej konwersji prekursora do estrogenu tagodzonej przez antyestrogen).
Niepozadane wplywy sg takze tagodzone w synergistyczny sposéb przez kombinacije.

Dla innych choréb wszelkie inne dziatania na tkanki piersi, ktére mogtyby wynika¢ z estrogenéw
wytwarzanych przez prekursor (gdy prekursor stosuje sie do promociji androgennych efektéw) sg takze
tagodzone przez antyestrogenne dziatanie SERM w tkance piersi.

W pewnych przypadkach dodaje sie progestyny uzyskujac dalsze dziatanie androgenne. Pro-
gestyny mozna stosowac w niskich dawkach znanych w dziedzinie bez niekorzystnego wptywania na
receptory inne niz receptory androgenu (np. receptory glukokortykoidu). Sg one takze wzglednie wolne
od niechcianych androgennych skutkéw ubocznych (takich jak wtosy na twarzy zenskich pacjentow).

Korzystne SERM odnoszg sie: (1) do wszystkich stanéw chorobowych; (2) do zastosowan lecz-
niczych i profilaktycznych; i (3) do korzystnych kompozycji farmaceutycznych i zestawow.

Korzystnym prekursorem jest DHEA.

Pacjent potrzebujacy leczenia lub zmniejszania ryzyka ataku danej choroby jest tym, u ktérego
zdiagnozowano takg chorobe lub ktéry jest podatny na atak takiej choroby.

Jesli nie powiedziano inaczej, korzystna dawka czynnych zwigzkéw (stezen i trybow podawa-
nia) jest identyczna dla leczniczych i profilaktycznych celéw. Dawkowanie dla kazdego skfadnika
czynnego przedyskutowanego tutaj jest taka sama niezaleznie od choroby leczonej (lub choroby, kté-
rej mozliwosé ataku zmniejszono).

Jesli nie powiedziano inaczej lub gdzie tak wynika z kontekstu, dawki odnoszg sie do masy
zwigzkéw czynnych bez farmaceutycznych zarébek, rozcienczalnikéw, nosnikéw lub innych sktadni-
kéw, chociaz takie dodatkowe skfadniki dotgcza sie uzytecznie, jak pokazano w przyktadach. Dowolna
posta¢ dawki (kapsutka, tabletka, zastrzyk lub tym podobne) zwykle stosowana w przemysle farma-
ceutycznym nadaje sie do stosowania tutaj i terminy ,zarébka”, ,rozcienczalnik” lub ,no$nik” obejmuja
takie nieaktywne sktadniki jakie dotgcza sie typowo, wraz z czynnymi skfadnikami w takich postaciach
dawek w przemysle. Np., mozna stosowac typowe kapsutki, pigutki, powtoki jelitowe, state lub ciekte
rozcienczalniki lub zarébki, srodki smakowe, konserwanty lub tym podobne.

Wszystkie czynne skiadniki uzyte w dowolnej z terapii omoéwionej tutaj mozna komponowac
w kompozycje farmaceutyczne, ktére obejmujg takze jeden lub wiecej innych skfadnikéw czynnych.
Alternatywnie, mozna kazdg podawaé odrebnie, lecz na tyle jednoczesnie w czasie, aby pacjent wy-
kazywat na koniec podwyzszone poziomy we krwi lub inaczej odbierat korzysci z kazdego ze sktadni-
kéw czynnych (lub strategii) jednoczesnie. Korzystnie jeden lub wiele sktadnikéw czynnych komponuje
sie w pojedynczej kompozycji farmaceutycznej. Korzystnie dostarcza sie zestaw obejmujacy co naj-
mniej dwa odrebne pojemniki, gdzie zawarto$¢ co najmniej jednego pojemnika rézni sie, w catosci lub
w czesci, od zawartosci co najmniej jednego innego pojemnika w odniesieniu do sktadnikow czynnych
tam zawartych.
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Terapie kombinacyjne oméwione tutaj obejmujg takze zastosowanie skfadnika czynnego (kom-
binacji) do wytwarzania leku do leczenia (lub zmniejszania ryzyka) danej choroby, gdzie leczenie lub
zapobieganie obejmuje ponadto inny sktadnik czynny kombinaciji.

Figura 1 pokazuje wptyw leczenia DHEA (10 mg, przezskérnie, raz dziennie) lub EM-800 (75 g,
doustnie, raz dziennie) samym lub w kombinacji przez 9 miesiecy od wystapienia indukowanego DM-
BA raka sutka u szczura przez okres obserwacji 279 dni. Dane wyrazono jako procent fgcznej liczby
zwierzat w kazdej grupie.

Figura 2 pokazuje wptyw leczenia DHEA (10 mg, przezskérnie, raz dziennie) lub EM-800 (75 g,
doustnie, raz dziennie) samym lub w kombinacji przez 9 miesiecy przy przecietnej liczbie guzéw na
majace guzy zwierze (A) i przy przecietnych rozmiarach guza na majacego guzy szczura (B) przez
okres obserwacji 279 dni. Dane wyrazono jako $rednie + SEM.

Figura 3 pokazuje wptyw leczenia DHEA (10 mg, przezskérnie, raz dziennie) lub EM-800 (75 g,
doustnie, raz dziennie) samym lub w kombinacji przez 9 miesiecy na poziomy w osoczu triglicerydu
(A) i cholesterolu (B) u szczura. Dane wyrazono jako $rednie £ SEM. **: P < 0,01 doswiadczalne wo-
bec odpowiednich kontrolnych.

Figura 4 pokazuje: A) Wptyw zwiekszania dawek DHEA (0,3 mg, 1,0 mg lub 3,0 mg) podawa-
nych przezskoérnie dwa razy dziennie przy przecietnych rozmiarach guzéw ZR-75-1 u nagich myszy
z wycietymi jajnikami (OVX) uzupetnianych estronem. Kontrolne myszy OVX otrzymujgce sam nosnik
stosuje sie jako dodatkowe kontrole. Poczatkowy rozmiar guza przyjeto jako 100%. DHEA podawano
przezskoérnie (p. ¢.) w 0,02 ml 50% roztworu etanolu - 50% glikolu propylenowego na skérze grzbietu.
B) Wptyw leczenia rosngcymi dawkami DHEA lub EM-800 samym lub w kombinacji przez 9,5 miesiecy
na guzy ZR-75-1 u nagich myszy OVX uzupetnianych estronem. **, p <i 0,01, potraktowane wzgledem
kontrolnych myszy OVX uzupetnianych estronem.

Figura 5 pokazuje wptyw rosnacych dawek doustnych antyestrogenu EM-800 (15 ug, 50 ug lub
100 ug) (A) lub przezskérnego podawania rosngcych dawek DHEA (0,3, 1,0 lub 3,0 mg) kombinowa-
nych z EM-800 (15 ug) lub samego EM-800 (B) przez 9,5 miesigca przy przecietnych rozmiarach gu-
z6w ZR-75-1 u nagich myszy z wycietymi jajnikami (OVX) uzupetnianych estronem. Poczatkowy roz-
miar guza przyjeto jako 100%. Kontrolne myszy OVX otrzymujgce sam nosnik uzyto jako dodatkowe
zwierzeta kontrolne. Estron podawano podskérnie w dawce 0,5 ug raz dziennie, podczas gdy DHEA
rozpuszczano w 50% etanolu - 50% glikolu propylenowym i naktadano na powierzchnie skéry grzbietu
dwa razy dziennie w objetosci 0,02 ml. Dokonuje sie tez pordwnania ze zwierzetami OVX otrzymuja-
cymi sam nosnik.

Figura 6 pokazuje wptyw 12-miesiecznego traktowania dehydroepiandrosteronem (DHEA) sa-
mym lub w kombinacji z Flutamidem lub EM-800 na objeto$¢ kosci beleczkowatej u szczuréw z wycie-
tymi jajnikami. Nietkniete zwierzeta dodaje sie jako dodatkowe zwierzeta kontrolne. Dane przedsta-
wiono jako $rednig + SEM ** p < 0,01 wzgledem kontrolnej OVX.

Figura 7 pokazuje wptyw 12-miesiecznego leczenia dehydroepiandrosteronem (DHEA) samym
lub w kombinacji z Flutamidem lub EM-800 na liczbe beleczek u szczuréw z wycietymi jajnikami. Nie-
tkniete zwierzeta dodaje sie jako dodatkowe zwierzeta kontrolne. Dane przedstawiono jako srednig
+ SEM ** p < 0,01 wzgledem kontrolnej OVX.

Figura 8 pokazuje blizsze przynasady piszczeli z nietknietych szczuréw kontrolnych (A), kontro-
Inych z wycietymi jajnikami (B) i z wycietymi jajnikami potraktowanych samym DHEA (C) lub w kombi-
nacji z Flutamidem (D) lub EM-800 (E). Nalezy zauwazy¢ zmniejszong ilos¢ kosci beleczkowatych (T)
u kontrolnych zwierzat z wycietymi jajnikami (B) i znaczacy wzrost objetosci kosci beleczkowatej (T)
indukowany po podawaniu DHEA podawanie (C). Dodanie Flutamidu do DHEA czesciowo zablokowa-
to wptyw DHEA na objetos¢ kosci beleczkowatej (D), podczas gdy kombinacja DHEA i EM-800 data
petng ochrone wobec zwigzanej z wycieciem jajnikow utraty kosci. Zmodyfikowany tréjbarwny Mas-
son-Goldner, powiekszanie x 80. T: Beleczki, GP: Ptytka wzrostowa.

Figura 9 pokazuje wptyw rosnacych dawek (0,01, 0,03, 0,1, 0,3 i 1 mg/kg) EM-800, EM-1538
i Raloxifene (EM-1105) podawanych doustnie dziennie przez 4 dni na poziom cholesterolu u szczura
Z wycietymi jajnikami.

Figura 10 pokazuje wptyw 34-tygodniowego leczenia dehydroepiandrosteronem (DHEA) sa-
mym lub w kombinacji z EM-1538 (EM-652 - HCI) na gestos¢ mineratdw w kregach ledzwiowych
u szczuréw z wycietymi jajnikami. Nietkniete zwierzeta dodaje sie jako dodatkowe zwierzeta kontrolne.
Dane przedstawiono jako srednig + SEM ** p < 0,01 wzgledem kontrolnej OVX.
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Figura 11 pokazuje potaczone efekty SERM (EM-652) i DHEA na parametry menopauzy. Nie
oczekiwano negatywnego wptywu.

Figura 12 pokazuje stezenia w osoczu DHEA (ng/ml) (0$ Y) w funkcji czasu (0$ X) po pojedyn-
czej doustnej absorpcji korzystnych prekursoréw steryddéw piciowych (150 umol/szczura) u samcow
szczuréw. W ramce podano AUC 24 godziny DHEA indukowanego przez te zwigzki.

EM-760 dehydroepiandrosteren

EM-900 androst-5-eno-3(3,17B-diol

EM-1304 3-octan androst-5-eno-3[3,173-diolu

EM-1305-CS dioctan androst-5-eno-3(3,17f3-diolu

EM-1397 3-octan, 17-benzoesan androst-5-eno-3[3,17p-diol
EM-1400 dibenzoesan androst-5-eno-33,173-diolu
EM-1410 dipropionian androst-5-eno-3f3,17p-diolu

EM-1474-D dihemisukcynian androst-5-eno-3[3,173-diolu

Figura 13 pokazuje stezenie w osoczu androst-5-eno-33,17p-diolu (ng/ml) (0$ Y) w funkcji cza-
su (0$ X) po doustnej absorpcji prekursora sterydu piciowego (150 ymol/szczura) u samcOw szczu-
réw. W ramce podano AUC 24 godziny androst-5-eno-3[3,17B-diolu indukowane przez te zwigzki.

EM-760 dehydroepiandrosteron

EM-900 androst-5-eno-3(3,17B-diol

EM-1304 3-octan androst-5-eno-3[3,173-diolu

EM-1305-CS dioctan androst-5-eno-3(3,173-diolu

EM-1397 3-octan, 17-benzoesan androst-5-eno-3[3,173-diol
EM-1400 dibenzoesan androst-5-eno-3(3,173-diolu
EM-1410 dipropionian androst:-5-eno-33,17B-diolu

EM-1474-D dihemisukcynian androst-5-eno-3[3,173-diolu

Estrogeny sg dobrze znane ze stymulacji namnazania komoérek nabtonka piersi, a samo nam-
nazanie komérek uwaza sie za zwiekszajagce ryzyko raka przez akumulacje przypadkowych bteddw
genetycznych, ktére moga spowodowa¢ nowotworzenie (Preston Martin i in., Cancer. Res. 50: 7415-
-21,1990). W oparciu o te koncepcje wprowadzono antyestrogeny dla zapobiegania rakowi piersi
w celu zmniejszenia szybkosci podziatu komaérek stymulowanego przez estrogeny.

Utratcie cyklicznosci jajeczkowania stwierdzanej u samic szczuréw Sprague-Dawley po 10 mie-
sigcach zycia towarzyszy zwiekszony poziom estrogenu i proiaktyny w osoczu i spadek stezen w oso-
czu androgenu i progesteronu (Lu i in., 61% Annual Meeting of the Endocrine Society 106 (abst. #134),
1979; Tang i in., Biol. Reprod. 31: 399-413,1984; Russo i in., Monographs on Pathology of Laboratory
Animals: Integument and Mammary Glands 252-266, 1989; Sortino i Wise, Endocrinology 124: 90-96,
1989; Cardy, Vet. Pathol. 28: 139-145, 1991). Te zmiany hormonalne, ktére spontanicznie zachodzg
u starzejgcych sie samic szczuréw, sg zwigzane z wieloogniskowym rozrostem i zwiekszong aktywno-
$cig wydzielniczg tkanki gronowej/pecherzykowej, jak tez rozszerzeniem kanatu gruczotu sutkowego
i tworzeniem cyst (Boorman i in., 433, 1990; Cardy, Vet. Pathol. 28: 139-145, 1991). Nalezy wspo-
mnie¢, ze zmianom rozrostowym i nowotworowym gruczotu sutkowego szczura czesto towarzysza
zwiekszone poziomy estrogenéw i prolaktyny (Meites, J. Neural. Transm. 48; 25-42, 1980). Leczenie
EM-800, SERM indukuje zanik gruczotu sutkowego, co charakteryzuje sie spadkiem rozmiardw i liczby
struktur zrazikowych i brakiem dowodéw aktywnosci wydzielniczej, co wskazuje na silng anty-
estrogenowag aktywnos$¢ EM-800 w gruczole sutkowym (Luo i in., Endocrinology 138: 4435 1144, 1997).

Leczenie DHEA, prekursorem sterydu pitciowego prowadzi do podwyzszenia DHEA i 5-diol
w 0soczu, podczas gdy poziomy w osoczu 4-dionu, testosteronu, dihydrotestosteronu i estradiolu
wzrastajq tylko umiarkowanie lub czesciej pozostajg niezmienione, ograniczajac wewnatrzkomérkowa
biotransformacje tego prekursora sterydu do tkanek obwodowych (Labrie i in. , Mol. Cell. Endocrinol.
78: C113-C118, 1991). Jednakze wptyw stymulujgcy doustnie podawanego DHEA na poziomy w 0so-
czu androgendw, takich jak testosteron i dihydrotestosteron, ma wiekszg amplitude niz efekt na po-
ziomy w 0soczu estrogenow, sugerujac, ze DHEA jest gtéwnie transformowany do androgendéw w tych
zwierzetach. Ta obserwacja zgadza sie z danymi otrzymanymi u kobiet, gdzie tworzenie androgenow
z DHEA byto wazniejszym szlakiem niz konwersja DHEA w estrogeny (Morales i in., J. Clin. Endocri-
nol. Metab. 78: 1360-1367, 1994; Labrie i in., Ann. N. Y. Acad. Sci. 774:16-28, 1995; Labrie i in., Ste-
roids 62: 148-158, 1997).

Wiedzac o powyzej opisanej silnej antyestrogennej aktywnosci powstatej z atrofii gruczotu, sut-
kowego i dominujgcego androgennego wptywu DHEA na gruczot sutkowy, histomorfologiczne zmiany
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widziane u zwierzat potraktowanych kombinacjg SERM i prekursora sterydu pitciowego wyjasnia sie
najlepiej bezkonkurencyjnym dziataniem androgennym DHEA w gruczole sutkowym szczura.

Co wazniejsze, zauwazono, ze androgeny wywierajg bezposrednig przeciwrozrostowg aktyw-
nos¢ na wzrost ludzkich komérek ZR-75-1 raka piersi in vitro i ze takie dziatanie hamujace androge-
néw dodaje sie do dziatania antyestrogenéw (Poulin i Labrie, Cancer Res. 46: 4933-4937,1986; Poulin
i in., Breast Cancer Res. Treat. 12: 213-225,1988). Podobne dziatanie hamujgce zaobserwowano
in vivo na heteroprzeszczepach ZR-75-1 u nagich myszy (Dauvois i in., Cancer Res. 51: 3131-3135,
1991). Androgeny okazaly sie takze hamowac¢ wzrost indukowanego DMBA raka sutka u szczura i te
inhibicje odwracato réwnoczesne podawanie czystego antyandrogenu Flutamidu (Dauvois i in., Breast
Cancer Res. Treat. 14: 299-306, 1989). Lacznie, niniejsze dane wskazujg na zaangazowanie recepto-
ra androgenu w dziatanie hamujace DHEA na raka piersi.

Poniewaz antyestrogeny i prekursory sterydéw piciowych wywierajg dziatanie hamujace na raka
piersi r6znymi mechanizmami, to kombinacja SERM (EM-800) i prekursora sterydu ptciowego (DHEA)
wywiera silniejsze dziatanie hamujace niz kazdy zwigzek uzyty samodzielnie na rozwdoj indukowanego
DMBA raka sutka szczura, jak pokazano na fig. 1 i 2. Istotnie, nie znaleziono indukowanego DMBA
guza na koniec eksperymentu u zwierzat otrzymujgcych DHEA i EM-800.

Kombinacja prekursora sterydu ptciowego (DHEA) i SERM (EM-800) zachowuje wptyw stymulu-
jacy DHEA na tworzenie kosci i wzmachia dziatanie hamujace samego SERM (EM-800) na obrét me-
taboliczny i resorpcje kosci, jak pokazat dalszy spadek wydalania w moczu hydroksyproliny i wapnia
przy potaczeniu obu zwigzkdw.

Pokazalismy, ze DHEA wykazuje korzystne dziatanie na kosci u samic szczuréw (Luo i in., En-
docrinology 138: 4435-4444, 1997) i kobiet po menopauzie (Labrie i in., J. Clin. Endocrinol. Metab. 82:
3498-3505,1997). Tak wiec, u nie tknietych samic szczurdw, terapia DHEA z wieksza gesto$¢ mine-
ralng kosci (BMD) catego koséca, kregéw ledzwiowych i kosci udowej (Luo i in., Endocrinology 138:
4435-4444, 1997).

Z drugiej strony, terapia EM-800 nie miata znaczacego wptywu na BMD u nietknietych zwierzat,
chociaz zaobserwowano silne wptywy stymulujace u szczuréw z wycietymi jajnikami (Martel i in., nie-
publikowane dane). Poniewaz EM-800 wywiera takie wptywy stymulujgce na BMD catego koscca,
kregi ledzwiowe i kosci udowe u szczurdéw z wycietymi jajnikami, brak znaczacego wptywu stymuluja-
cego EM-800 u nietknietych zwierzat moze by¢ spowodowany tym, ze sterydy ptciowe obecne u nie-
tknietych samic szczuréw wywierajg, maksymalny wptyw na BMD (Luo i in., Endocrinology 138: 4435-
-4444, 1997). Podobnie, brak znaczacego wptywu EM-800 u szczuréw z wycietymi jajnikami juz pobie-
rajacych DHEA jest prawdopodobnie spowodowany maksymalnymi wptywami stymulujgcymi wywie-
ranym przez androgeny (i zapewne estrogeny) zsyntetyzowane w komérkach kosci z egzogennego
DHEA.

Wiadomo, ze estrogeny obnizajg poziomy w osoczu cholesterolu, lecz zwiekszajg lub nie majg
wplywu na poziomy w osoczu triglicerydéw (Love i in., Ann. Intern. Med. 115: 860-864, 1991; Walsh
iin., New Engl. J. Med. 325: 1196-1204, 1991; Barrett-Connor, Am. J. Med. 95 (Suppl. 5A) : 40S-43S,
1993; Russell i in., Atherosclerosis 100: 113-122, 1993; Black i in., J. Clin. Invest. 93: 63-69, 1994;
Dipippo i in., Endocrinology 136: 1020-1033,1995; Ke i in., Endocrinology 136: 2435-2441, 1995).

Figura 3 pokazuje, ze EM-800 wykazuje dziatanie hipocholesterolemiczne i hipotrigliceryde-
miczne u szczura, przedstawiajgc w ten sposob swoje unikalne dziatanie na profil lipidébw w osoczu,
ktore jest zupetnie rézne od dziatania innych SERM, takich jak tamoxifene (Bruning i in., Br. J. Cancer
58: 497-499,1988; Love i in., J. Natl. Cancer Inst. 82: 1327-1332, 1990; Dipippo i in., Endocrinology
136: 1020-1033, 1995; Ke i in., Endocrinology 136: 2435-2441,1995), droloxifene (Ke i in., Endocrino-
logy 136: 2435-2441, 1995) i raloxifene (Black i in., J. Clin. Invest. 93: 63-69, 1994). Kombinacja
DHEA i EM-800 zachowata dziatanie hipocholesterolemiczne i hypotriglicerydemiczne EM-800, co su-
geruje, ze taka kombinacja moze wywierac korzystne dziatanie na lipidy w osoczu.

Nalezy zauwazy¢, ze profil lipidéw w osoczu jest znaczaco rézny u szczuréw i ludzi. Jednakze,
poniewaz mechanizm mediacji przez receptor estrogenu jest zaangazowany w efekt hi-
pocholesterolemiczny estrogenéw, jak tez antyestrogenéw (Lundeen i in., Endocrinology 138: 1552-
-1558, 1997), szczur pozostaje przydatnym modelem do badania dziatania obnizajgcego poziom cho-
lesterolu estrogendw i ,antyestrogenéw” u ludzi.

W skrécie, powyzej opisane dane wskazujg wyraznie wplywy kombinacji SERM (EM-800)
i prekursora sterydu piciowego (DHEA) na rozwdj raka sutka indukowanego przez DMBA, jak tez
dziatanie zabezpieczajace takiej kombinacji na mase kosci i lipidy w osoczu. Dane te sugerujg do-
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datkowe korzystne dziatanie takiej kombinacji w leczeniu i zapobieganiu osteoporozie przy polep-
szaniu profilu lipidow.

Zbadalismy takze potencjalne interakcje efektu hamujgcego nowego antyestrogenu (EM-800)
z dziataniem prekursora sterydu piciowego (DHEA) na wzrost ludzkiego raka piersi ZR-75-1 w hetero-
przeszczepach u nagich myszy przez kombinowane podawanie dwu lekéw. Fig. 4 i 5 pokazuja, ze
sam DHEA, w uzytych dawkach, powoduje 50 do 80% inhibicji wzrostu guza, podczas gdy prawie
catkowita inhibicja wzrostu guza uzyskiwana przy niskiej dawce antyestrogenu nie byta zaktdcana
przez DHEA.

Ograniczenia pomiaréw gestosci mineralnej kosci (BMD) sg dobrze znane. Przykfadowo, po-
miary BMD nie wykazaty zmian u szczuréw potraktowanych sterydowym antyestrogenem ICI 182780
(Wakeling, Breast Cancer Res. Treat. 25: 1-9, 1993), podczas gdy widoczne byly histomorfometrycz-
nie zmiany inhibicyjne (Gallagher i in., Endocrinology 133: 2787-2791, 1993). Podobne réznice opisy-
wano dla Tamoxifene (Jordan i in., Breast Cancer Res. Treat. 10: 31-35, 1987; Sibonga i in., Breast
Cancer Res. Treatm. 41: 71-79, 1996).

Nalezy wskaza¢, ze zmniejszona gesto$¢ mineralna kosci nie jest jedyng nienormalnoscig
zZwigzang ze zmniejszong wytrzymatoscig kosci. (Guidelines for preclinical and clinical evaluation of
agents used in the prevention or treatment of postmenopausal osteoporosis. Division of Metabolism
and Endocrine Drug Products, FDA, May 1994). Jest zatem wazne zanalizowanie zmian w bioche-
micznych parametrach metabolizmu kosci indukowanych przez rézne zwigzki i terapie w celu uzyska-
nia lepszej wiedzy o ich dziataniu.

Szczego6lnie wazne jest wskazanie, ze kombinacje DHEA i EM-800 wywieraty niespodziewane
korzystne dziatanie na wazne biochemiczne parametry metabolizmu kosci. W istocie, sam DHEA nie
wptywat na stosunek hydroksyprolina/kreatynina w moczu, znacznik resorpcji kosci. Ponadto, brak
wptywu DHEA mozna wykryé w dziennym wydalaniu z moczem in., Endocrinology 138: 4435-
-4444,1997). EM-800, z drugiej strony, obnizat w moczu stosunek hydroksyprolina/kreatynina o 48%,
podczas gdy, podobnie jak u DHEA, nie byto wida¢ wptywu EM-800 na wydalanie w moczu wapnia lub
fosforu. Ponadto EM-800 nie miat wptywu na poziomy w osoczu aktywnosci zasadowe]j fosfatazy,
znacznika tworzenia kosci, podczas gdy DHEA zwiekszat warto$¢ parametru o okoto 75% (Luo i in.,
Endocrinology 138: 4435-4444, 1997).

Jeden z niespodziewanych efektéw kombinacji DHEA i EM-800 odnosi sie do stosunku w mo-
czu hydroksyprolina/kreatynina, znacznika resorpcji kosci, ktéry zmniejszyt sie o 69%, gdy potaczyto
sie DHEA i EM-800 i ta warto$¢ byta statystycznie rézna (p < 0,01) od 48% inhibicji uzyskanej przez
sam EM-800, podczas gdy sam DHEA nie wykazat zadnego dziatania. Tak wiec, dodanie DHEA do
EM-800 zwieksza o 50% efekt hamujacy EM-800 na reabsorpcje kosci. Co wazne, innym niespodzie-
wanym efektem dodania DHEA do EM-800 byt okoto 84% spadek ilosci wapnia w moczu (od 23,17 +
1,55 do 3,71 + 0,75 pmol/24 godziny/100 g (p < 0,01) i 55% spadek ilosci fosforu w moczu (od 132,72
+ 6,08 do 59,06 + 4,76 umol/24 godziny/100 g (p < 0,01), odpowiednio (Luo i in., Endocrinology 138:
4435-4444, 1997).

Tablica 1l
Grupa Mocz Osocze
Wapn (umol/24 Fosfor (umol/24 HP/Cr tALP
godz./100 g) godz./100 g) (umol/mmol) ({1870))
Kontrolna 23,17 +1,55 132,72 + 6,08 13,04 £ 2,19 114,25 + 14,04
DHEA (10 mg) 25,87 £ 3,54 151,41 + 14,57 14,02 £ 1,59 198,38 + 30,76*
EM-800 (75 pg) 17,44+ 45 102,03 + 25,13 6,81 + 0,84* 114,11 + 11,26
HEA + EM-800 3,71 £ 0,75* 59,06 + 4,76** 4,06 = 0,28** 204,38 £ 14,20**

Ciekawie jest takze zauwazy¢, ze silnemu dziataniu hamujgcemu EM-800 na cholesterol w oso-
czu nie zapobiega réwnoczesna terapia DHEA (Luo i in., Endocrinology 138: 4435-4444, 1997).

Podczas gdy Raloxifene i podobne zwigzki zapobiegajg utracie kosci i spadkowi ilosci choleste-
rolu w osoczu (jak estrogeny), nalezy zauwazy¢, ze gdy Raloxifene poréwnywano z Premarinem pod
wzgledem BMD, wptyw Raloxifene na BMD byt stabszy niz wptyw Premarinu (Minutes of the Endocri-
nology and Metabolism Drugs Advisory Committee, PDA Thursday, Meeting #68, November 20"
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1997). Ze wzgledu na jego dobrze znane niekorzystne wplywy na raka piersi i macicy, dodanie estro-
genu do Raloxifene, EM-800 lub innych podobnych zwigzkéw nie jest dopuszczalnym rozwigzaniem.

Niniejsze wyniki otrzymane dla szczura wyraznie pokazujg, ze DHEA moze da¢ korzystne wyni-
ki, ktérych nie osigga sie uzyciem samego selektywnego modulatora receptora estrogenu (SERM),
takiego jak EM-800, Raloxifene, itp. Podczas gdy SERM ogranicza swoje dziatanie do inhibicji resorp-
cji kosci, dodanie DHEA, 5-diolu, DHEA-S prawdopodobnie stymuluje tworzenie kosci (efekt nie
stwierdzony dla SERM lub estrogenu) i dalsze zmniejszenie resorpcji kosci ponad, efekt uzyskany
przez EM-800.

Co wazne, kombinacja EM-800 i DHEA u szczuréw z wycietymi jajnikami leczonymi dla 12 mie-
siecy wykazuje korzystny wptyw na morfometrie kosci. Objetos¢ kosci beleczkowatej jest szczegblnie
wazna dla wytrzymatosci kosci i dla zapobiegania peknieciom kosci. Tak wiec, w powyzej wspomnia-
nym studium, objetosé kosci beleczkowatej piszczeli wzrosta od 4,1 + 0,7% u szczurOw z wycietymi
jajnikami do 11,9 + 0,6% (p < 0,01) dla samego DHEA, podczas gdy dodanie EM-800 do DHEA do-
datkowo zwiekszyto objetos¢ kosci beleczkowatej o 14,7 = 1,4%, wartos¢ podobna do znalezionej
u nietknietych zwierzat kontrolnych (fig. 6).

Od wartosci 0,57 + 0,08 na mm u szczuréw z wycietymi jajnikami, terapia DHEA data 137%
wzrost liczby kosci beleczkowych w poréwnaniu ze zwierzetami kontrolnymi z wycietymi jajnikami.
Wptyw stymulujacy DHEA osiagnat wiec 1,27 + 0,1 na mm, podczas gdy rownoczesna terapia EM-800
i DHEA data dodatkowy 28% wzrost liczby kosci beleczkowych (p < 0,01) w poréwnaniu z uzyskanym
przez sam DHEA (fig. 7). Podobnie, dodanie EM-800 do terapii DHEA dato dodatkowy 15% (p < 0,05)
spadek oddzielania kosci beleczkowych, w poréwnaniu z uzyskiwanym z samym DHEA, prowadzac
do wartosci nie r6znigcych sie od obserwowanych u nietknietych zwierzat kontrolnych.

W uzupetnieniu do danych numerycznych przedstawionych na fig. 6 i 7, fig. 8 ilustruje wzrost
objetosci kosci beleczkowatej w bliskiej przynasadzie piszczeli indukowany przez DHEA u potrakto-
wanych zwierzat z wycietymi jajnikami (C) w poréwnaniu z kontrolnymi z wycietymi jajnikami (B), jak
tez czesciowg inhibicje wplywu stymulujacego DHEA po dodaniu Flutamidu do terapii DHEA (D).
Z drugiej strony, podawanie DHEA w kombinacji z EM-800 spowodowato catkowite zapobiegniecie
indukowanej wycieciem jajnikéw osteopenii (E), przy czym objetos¢ kosci beleczkowatej jest porow-
nywalna z obserwowana u nietknietych zwierzat kontrolnych (A).

Utrata kosci obserwowana przy menopauzie u kobiet jest prawdopodobnie spokrewniona ze
wzrostem szybkosci resorpcji kosci, ktéra nie jest w petni skompensowana przez wtérne zwiekszenie
tworzenia kosci. Istotnie, parametry tworzenia kosci i resorpcji kosci rosng w osteoporozie i resorpcja
kosci i jej tworzenie sg hamowane estrogenowg terapig substytucyjng. Dziatanie hamujgce substytucii
estrogenowej na tworzenie kosci prawdopodobnie wynika ze sprzezonego mechanizmu pomiedzy
resorpcjg kosci i tworzeniem kosci, takiego, ze pierwotna indukowana estrogenem redukcja resorpcji
kosci pocigga za sobg redukcje tworzenia kosci (Parfitt, Calcined Tissue International 36 Suppl. 1:
S37-S45, 1984).

Wytrzymatosé kosci ggbczastej i dalsza odpornos¢ na pekanie zalezy nie tylko od catkowitej ilo-
Sci kosci ggbczastej, lecz takze od beleczkowatej mikrostruktury, okreslanej liczbg, rozmiarem i dys-
trybucjag beleczek. Utracie funkcji jajeczkowania u kobiet po menopauzie towarzyszy znaczacy spadek
tacznej objetosci kosci beleczkowatej (Melsen i in., Acta Pathologica & Microbiologica Scandinavia 86:
70-81, 1978; Vakamatsou i in., Calcified Tissue International 37: 594-597, 1985), gtdwnie zwigzany
ze spadkiem liczby i w mniejszym stopniu szerokosci beleczek (Weinstein i Hutson, Bone 8: 137-
-142, 1987).

W niniejszym badaniu androgenny wptyw stymulujacy DHEA obserwowano na prawie wszyst-
kich badanych parametrach histomorfometrycznych kosci. DHEA spowodowat wiec znaczacy wzrost
objetosci kosci beleczkowatej, jak tez liczby beleczek, podczas gdy zmniejszyt powierzchnie miedzy-
beleczkowata.

Kompozycja wedtug wynalazku moze byé odpowiednia do podawania w dowolny tradycyjny
sposob, w tym miedzy innymi doustnego podawania, podskérnej iniekcji, domiesniowej iniekcji lub
przezskérnego podawania. Zestaw moze obejmowac odpowiednie substancje do doustnego podawa-
nia, np. tabletki, kapsutki, syropy i tym podobne oraz do przezskérnego podawania, np. masci, mlecz-
ka, zele, kremy, plastry przedtuzonego uwalniania i tym podobne.

Zgtaszajacy sadza, ze podawanie SERM i prekursorow sterydéw ptciowych mozna wykorzystaé
w leczeniu i/lub zapobieganiu rozwoju osteoporozy, raka piersi, hipercholesterolemii, hiperlipidemii lub
miazdzycy tetnic. Sktadnik czynny do podawania przezskérnego lub przezsluzéwkowego jest korzyst-
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nie obecny w ilosci od 0,5% do 20% wagowych tgcznej masy kompozycji farmaceutycznej, korzystniej
pomiedzy 2 i 10%. DHEA lub 5-diol powinien wystepowa¢ w stezeniu co najmniej 7% dla przezskor-
nego podawania. Alternatywnie, skfadnik czynny mozna umiesci¢ w transdermalnym plastrze maja-
cym struktury znane w dziedzinie, np. struktury, takie jak przedstawione w europejskim opisie paten-
towym nr 0 279 982.

Przy komponowaniu jako mas¢, mleczko, zel lub krem lub tym podobne, zwigzek czynny mie-
sza sie z odpowiednim nosnikiem, ktéry jest kompatybilny z ludzkg skérg lub sluzéwka i ktéry polep-
sza przezskérng penetracje zwigzku przez skére lub sluzéwke. Odpowiednie nosniki sg znane w dzie-
dzinie i obejmujg miedzy innymi Klucel HP i podstawe Glaxal. Pewne sg dostepne w handlu, np. pod-
stawa Glaxal dostepna z Glaxal Canada Limited Company. Inne odpowiednie nosniki mozna znalez¢é
u Kollera i Buri, S.T.P. Pharma 3(2), 115-124, 1987. Nosnik jest korzystnie takim, w ktérym skfadnik(i)
czynny(e) jest(sg) rozpuszczalny(e) w temperaturze otoczenia przy stosowanym stezeniu skfadnika
czynnego. Nosnik powinien mie¢ dostateczng lepkosé dla utrzymania inhibitora na zlokalizowanej
powierzchni skoéry lub sluzéwki, na ktérg natozono kompozycije, bez sptywania lub parowania przez
okres dostateczny do zapewnienia dostatecznej penetracji prekursora przez zlokalizowang po-
wierzchnie skory lub sluzéwki i do strumienia krwi, gdzie spowoduje pozadany efekt kliniczny. Nosnik
jest typowo mieszaning kilku sktadnikdéw, np. farmaceutycznie dopuszczalnych rozpuszczalnikow
i srodka zageszczajgcego. Mieszanina organicznych i nieorganicznych rozpuszczalnikbéw moze polep-
szy¢ hydrofitowa i lipofitowa rozpuszczalnosé¢, np. woda i alkohol, taki jak etanol.

Korzystnymi prekursorami sterydéw piciowych sg dehydroepiandrosteron (DHEA) (dostepny
z Diosynth Inc., Chicago, lllinois, USA), jego przedleki (dostepne z Steraloids, Wilton, New Hampshire,
USA), 5-androsten-33,17B-diol i jego przedleki EM-1304 i EM-01474-D (dostepne z Steraloids, Wilton,
New Hampshire USA).

EM-1304 AcO

O/u\v/A\COOH

0O

HOOC/\/U\O

Korzystnie prekursor sterydu piciowego komponuje sie jako zel alkoholowy zawierajacy 2,0 do
10% triglicerydu kaprylowego-kaprynowego (Neobee M-5); 10 do 20% glikolu heksylenowego; 2,0 do
10% eteru monometyloego glikolu dietylenowego (Transutol); 2,0 do 10% Cyklomethicone (Dow Cor-
ning 345); 1,0 do 2% alkoholu benzylowego i 1,0 do 5,0% hydroksypropylocelulozy (Klucel HF).

Nosnik moze takze obejmowac rézne dodatki zwykle stosowana w masciach i mleczkach i do-
brze znane w sztuce kosmetycznej i medycznej. Np. mozna stosowaé srodki zapachowe, przeciwutle-
niacze, perfumy, srodki zelujace, srodki zageszczajgce takie jak karboksymetyloceluloza, surfaktanty,
stabilizatory, zmiekczacze, $rodki barwigce i inne podobne srodki. Przy zastosowaniu do leczenia
choréb uktadowych, miejsce naktadania na skére powinno sie zmienia¢ w celu unikniecia nadmierne-
go miejscowego stezenia sktadnika czynnego i mozliwej nadmiernej stymulacji skoéry i gruczotéw tojo-
wych przez androgenne metabolity prekursora sterydu ptciowego.

W kompozycji farmaceutycznej do doustnego podawania, DHEA lub inny prekursor jest ko-
rzystnie obecny w stezeniu pomiedzy 5 i 98% wagowych catkowitej masy kompozycji, korzystniej po-
miedzy 50 i 98%, szczegblnie pomiedzy 80 i 98%. Pojedynczy prekursor, taki jak DHEA, moze by¢
jedynym skfadnikiem czynnym, lub alternatywnie, mozna stosowac wiele prekursoréw i/lub ich analo-
goéw (np., kombinacji DHEA, DHEA-S, 5-diolu, lub kombinacji dwu lub wielu zwigzkéw przeksztatca-

EM-01474-D
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nych in vivo w DHEA, DHEA-S lub 5-diol lub kombinacji DHEA lub 5-diolu i jednego lub wielu ich analo-
gow, ktére przeksztatcajg sie w DHEA lub 5-diol in vivo, itp. Poziom DHEA w krwi jest koncowym kryte-
rium adekwatnego dawkowania, ktéry uwzglednia indywidualne réznice w absorpcji i metabolizmie.

Korzystnie, lekarz leczacy, szczegdlnie na poczatku leczenia, obserwuje catkowitg reakcje in-
dywidualnego pacjenta i poziomy DHEA w osoczu (w poréwnaniu z korzystnymi stezeniami w osoczu
omowionymi powyzej) i obserwuje catkowitg reakcje pacjenta na leczenie, regulujgc dawki w miare
potrzeby, gdy metabolizm lub reakcja pacjentéw na leczenie jest nietypowa.

Terapia ta nadaje sie do nieokreslonej kontynuacji. Nalezy oczekiwaé, ze terapia DHEA i/lub
5-diolem bedzie po prostu utrzymywata poziomy DHEA w zakresie podobnym do wystepujgcego natu-
ralnie u kobiet przed menopauza (stezenie w osoczu pomiedzy 4 i 10 yg na litr) lub naturalnie u mto-
dych dorostych mezczyzn (stezenie w osoczu pomiedzy 4 i 10 ug na litr).

Zwigzek SERM lub bisfosfonian i/lub prekursor sterydu ptciowego mozna takze podawaé¢ drogg
doustng i mozna komponowa¢ z konwencjonalnymi farmaceutycznymi zarébkami, np. rozpryskowo
suszong laktozg, mikrokrystaliczng celulozg i stearynianem magnezu w tabletki lub kapsutki do doust-
nego podawania.

Czynng substancje mozna przetworzy¢ w tabletki lub rdzenie drazetek mieszajac ze statym,
proszkowym nosnikiem, takim jak cytrynian sodu, weglan wapnia lub fosforan diwapnia oraz srodkami
wigzacymi, takimi jak poliwinylopirolidon, zelatyna lub pochodna celulozy, mozliwie dodajac takze
srodki smarujace, takie jak stearynian magnezu, lurylosiarczan sodu, ,Carbowax” lub poli(glikol etyle-
nowy). Oczywiscie mozna dodawac poprawiajace smak substancje w przypadku postaci do doustne-
go podawania.

Jako dalsze postaci mozna stosowa¢ zamykane kapsutki, np. z twardej zelatyny, jak tez dawku-
jace miekkie zelatynowe kapsutki obejmujace zmiekczacz lub plastyfikator, np. gliceryne. Zamykane
kapsutki zawierajg czynng substancije, korzystnie w postaci granulatu, np. w mieszaninie z wypetnia-
czami, takimi jak laktoza, sacharoza, mannitol, skrobie, takie jak skrobia kukurydziana lub amylopek-
tyna, pochodne celulozy lub dobrze zdyspergowane kwasy krzemowe W miekkich zelatynowych kap-
sutkach, czynna substancja jest korzystnie rozpuszczona lub zawieszona w odpowiednich cieczach,
takich jak oleje roslinne lub ciekte poli(glikole etylenowe).

Mleczko, mas¢, zel lub krem powinien by¢ starannie wtarty w skoére, aby nie byto wida¢ zadnego
nadmiaru, a skéra nie powinna byé przemywana w tym regionie az do zajscia wiekszosci przezskérnej
penetracji, korzystnie co najmniej 4 godziny i korzystniej co najmniej 6 godzin.

Przezskérny plaster mozna stosowaé¢ do dostarczania prekursora znanymi technikami. Typowo
naklada sie go na znacznie diuzszy czas, np. 1 do 4 dni, lecz typowo styka sktadnik czynny na mniej-
szej powierzchni, pozwalajgc na powolne i ciggte dostarczanie sktadnika czynnego.

Kilka systemow dostarczania przezskérnego lekéw, opracowanych i zastosowanych, jest odpo-
wiednich do dostarczania sktadnika czynnego. Szybkosé uwalniania jest typowo kontrolowana przez
dyfuzje z matrycy lub przez przechodzenie sktadnika czynnego przez kontrolujaca btone.

Mechaniczne aspekty urzgdzen przezskérnych sg dobrze znane u szczuréw i wyjasniajg je, np.
opisy patentowe Standw Zjednoczonych Ameryki nr 5162 037, 5154 922, 5135 480, 4 666 441,
4 624 665, 3742 951, 3797 444, 4 568 343, 5 064 654, 5 071 644, 5 071 657. Dodatkowe wyjasnie-
nia daje europejski opis patentowy nr 0 279 982 i brytyjskie zgtoszenie patentowe nr 2 185 187.

Urzadzenie moze by¢ dowolnego ogdlnego typu znanego w dziedzinie, w tym urzadzeniem
przezskérnego podawania z przylepng matryca i zbiorniczkiem. Urzgdzenie moze obejmowaé zawie-
rajace lek matryce zawierajgce wtokna, ktére absorbujg sktadnik czynny i/lub nosnik. W urzadzeniu
typu zbiorniczka, zbiorniczek mozna zdefiniowa¢ polimeryczng btong nieprzepuszczalng dla nosnika
i sktadnika czynnego.

W urzadzeniu przezskérnym, samo urzadzenie utrzymuje sktadnik czynny w kontakcie z zadang
zlokalizowang powierzchnig skéry. W takim urzadzeniu, lepkos¢ nosnika dla sktadnika czynnego jest
mniej wazna niz w kremie lub zelu. System rozpuszczalnikbw do przezskérnego urzadzenia moze
obejmowagé, np. kwas oleinowy, mleczan liniowego alkoholu i glikol dipropylenowy lub inny uktad roz-
puszczalnikbw znany w dziedzinie. Sktadnik czynny mozna rozpuscié lub zawiesi¢ w nosniku.

W celu przyczepienia do skéry, przezskérny plaster mozna umiesci¢ na chirurgicznej tasmie
przylepnej majacej otwér przekituty na srodku. Lepiszcze jest korzystnie pokryte odlepiang naktadkg
do jego ochrony przed uzyciem. Typowa substancja odpowiednia dla odlepiania obejmuje polietylen
i powlekany polietylenem papier, korzystnie powlekany silikonem dla tatwiejszego usuwania. Dla za-
stosowania urzadzenia, odlepiang naktadke po prostu zdziera sie i lepiszcze przyczepia do skory pa-
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cjenta. W opisie patentowym Stanéw Zjednoczonych Ameryki nr 5 135 480 Bannon i in. opisujg alter-
natywne urzadzenie majace nieprzylepne srodki do mocowania| urzgdzenia na skorze.

Przezskérne lub przezsluzéwkowe uktady dostarczajagce mozna takze stosowaé jako nowe i po-
lepszone ukfady dostarczajgce dla zapobiegania i/lub leczenia osteoporozy lub innych chordéb, ktére
reaguja korzystnie na terapie androgenami i/lub estrogenami.

Selektywny modulator receptora estrogenu ma wzor czasteczkowy z nastepujgcymi cechami:

a) dwa pierscienie aromatyczne oddzielone 1 do 2 atomami wegla, oba pierscienie aromatycz-
ne nie podstawione lub podstawione grupg hydroksylowa lub grupg przeksztatcang in vivo w hydrok-
syl; oraz

b) fancuch boczny zawierajacy pierscien aromatyczny i grupe funkcyjng trzeciorzedowej aminy
lub jej sol.

Jednym z korzystnych SERM jest EM-800 omawiany w PCT/CA96/00097 (WO 96/26201). Bu-
dowa czasteczkowa EM-800 jest nastepujaca:
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Innym korzystnym SERM jest EM-01538:

"'I/
o/\/
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EM-1538 (takze nazywany EM-652 - HCI) jest chlorowodorkiem silnego antyestrogenu EM-652,
w poréwnaniu z EM-800, EM-1538 jest prostszg i tatwiejszg w syntezie sola. Jest takze tatwy do wy-
dzielenia, oczyszczenia, krystalizuje i wykazuje dobrg trwato$¢ w stanie statym. Przy podawaniu EM-
-800 lub EM-1538 uwaza sie, ze dajg one ten sam czynny zwigzek in vivo.

Inne korzystne SERM obejmujg Tamoxifene ((Z2)-2-[4-(1,2-difenylo-1-butenylo)]-N,N-dimetylo-
etanoamina) (dostepny z Zeneca, UK), Toremifene (dostepny z Orion-Farmos Pharmaceuticla, Fin-
land, lub Schering-Plough), Droloxifene i CP-336156 (cis-IR-[4'-pirolidyno-etoksyfenylo]-2S-fenylo-6-
-hydroksy-1,2,3,4,-tetrahydronaftalen, D-(-)-winian) (Pfizer Inc., USA), Raloxifene (Eli Lilly i CO., USA),
LY 335563 i LY 353381 (Eli Lilly i Co., USA), lodoxifene (SmithKline Beecham, USA), Levormeloxife-
ne (3,4-trans-2,2-dimetylo-3-fenylo-4-[4-(2-(2-(pirolidyn-1-ylo)etoksy)fenylo]-7-metoksychroman) (Novo
Nordisk, A/S/ Dania), ktéry ujawniajg Shalmi i in., WO 97/25034, WO 97/25035, WO 97/25037, WO
97/25038; i Korsgaard i in. WO 97/25036), GW5638 (opisany przez Willsona i in., Endocrinology,
138(9), 3901-3911, 1997) i pochodne indolowe (ujawnione przez Millera i in., EP 0802183A1) i TSE
424 opracowane przez Wyeth Ayers (USA) i ujawnione w JP 10036347 (American Home Products
Corporation) oraz pochodne nie sterydowych estrogenéw opisane w WO 97/32837.

Mozna stosowac¢ dowolny SERM uzyty zgodnie z wymaganiami skutecznosci, jak zaleca produ-
cent. Odpowiednie dawki sg znane w dziedzinie. Mozna stosowa¢ dowolny inny nie sterydowy anty-
estrogen dostepny w handlu. Mozna stosowac¢ dowolny zwigzek majgcy aktywnos$¢ podobng do
SERM (przyktad: Raloxifene).
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SERM Kkorzystnie podaje sie w zakresie dawek 0,01 do 10 mg/kg masy ciata dziennie (korzyst-
nie 0,05 do 1,0 mg/kg), korzystnie 5 mg dziennie, szczegdblnie 10 mg dziennie, w dwu réwno podzielo-
nych dawkach dla osoby o przecietnej masie ciata przy doustnym podawaniu lub w zakresie dawek
0,003 do 3,0 mg/kg masy ciata dziennie (korzystnie 0,015 do 0,3 mg/ml), korzystnie 1,5 mg dziennie,
szczegolnie 3,0 mg dziennie, w dwu réwno podzielonych dawkach dla osoby o przecietnej masie ciata
przy pozajelitowym podawaniu (to jest domiesniowym, podskérnym lub przezskérnym). Korzystnie
SERM podaje sie wraz z farmaceutycznie dopuszczalnym rozcienczalnikiem lub nosnikiem, jak opisa-
no ponizej.

Korzystne bisfosfoniany obejmujg Alendronate [kwas (4-amino-1-hydroksybutylideno)bisfosfo-
nowy, sél disodowa, hydrat] dostepny z Merck Shape and Dohme pod nazwag handlowg Fosamax,
Etidronate [kwas (1-hydroksyetylideno)bisfosfonowy, 2,2'-iminobisetanol] dostepny z Procter and
Gamble pod nazwami handlowymi Didrocal i Didronel, Clodronate [kwas (dichlorometyleno)bisfosfo-
nowy, sél disodowa] dostepny z Rhone-Poulenc Rorer pod nazwg handlowg Bonefos lub dostepny
z Boehringer Mannheim pod nazwg handlowg Ostac oraz Pamidronate kwas (3-amino-1-hydroksy-
propylideno)bisfosfonowy, sél disodowa) dostepny z Geigy pod nazwag handlowg Aredia. Risedronate
(kwas 1-hydroksy-2-(3-pirydynylo)etylidenobisfosfonowy, sél monosodowa) jest w badaniach klinicz-
nych. Wszelkie inne bisfosfoniany dostepne w handlu mozna stosowaé¢ w dawkach zalecanych przez
producenta. Podobnie mozna stosowac prekursory sterydéw piciowych w dawkach zalecanych
w dziedzinie, korzystnie w dawkach odtwarzajacych poziomy w krgzeniu do pozioméw zdrowych mez-
czyzn w wieku 20-30 lat lub przedmenopauzalnych dorostych kobiet.

W odniesieniu do wszystkich dawek zalecanych w wynalazku, leczacy lekarz powinien monito-
rowac reakcje indywidualnego pacjenta i odpowiednio ustawia¢ dawkowanie.

Przyktad 1
Substancje i metodyka
Zwierzeta

Samice szczuréw Sprague-Dawley [Crl:CD(SD)Br] otrzymano w wieku 44-46 dni z Charles
River Canada Inc. (St. Constant, Quebec) i trzymano po 2 na klatke w sSwietle (12 godzin $wia-
tta/dziennie; witaczanie o 07:15) i srodowisku o kontrolowanej temperaturze (22 = 2°C). Zwierzeta
otrzymywaly karme Purina dla gryzoni i wode z kranu w dowolnej ilosci. Badania na zwierzetach pro-
wadzono w pomieszczeniach dopuszczonych przez Canadian Council on Animal Care (CCAQ) zgod-
nie z CCAC Guide for Care and Use of Experimental Animals.

Indukcja guzow sutka przez DMBA

Raki sutka indukowano przez jednorazowe podawanie do przewodu pokarmowego 20 mg DM-
BA (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) w 1 ml oleju kukurydzianego w wieku 50-52 dni. Dwa miesia-
ce pézniej pomiary guza prowadzono co dwa tygodnie. Rejestrowano dwie najwieksze prostopadte
Srednice kazdego guza cyrklami dla ocenienia rozmiaréw guzéw, jak opisano (Asselin i in., Endocrino-
logy 101: 666-671, 1977). Miejsce, rozmiar i liczbe guzéw zarejestrowano.

Terapia

Zwierzeta podzielono przypadkowo na grupy, kazda zawierajgca 20 szczuréw, za wyjatkiem 40
zwierzat w grupie kontrolnej. Zwierzeta leczono przez 282 dni nastepujgcymi: (1) nosnikami kontrol-
nymi, dla DHEA i EM-800; (2) EM-800 ((+)-7-piwaloiloksy-3-(4'-piwaloiloksyfenyllo)-4-metylo-2-(4"-(2"-
-piperydynoetoksy)fenylo)-2H-benzopitran) (75 pg, doustnie, raz dziennie) w 0,5 ml 4% etanolu, 4%
poli(glikolu etylenowego)-600, 1% zelatyny, 0,9% zawiesiny NaCl; (3) DHEA (10 mg, przezskoérnie, raz
dziennie) w 0,5 ml i 50% etanolu, 50% glikolu propylenowego; i (4) EM-800 i DHEA. Terapie rozpo-
czeto na 3 dni przed doustnym podawaniem DMBA. EM-800 zsyntetyzowano w Dziale Chemii Me-
dycznej naszego laboratorium, z DHEA zakupiono w Steraloids Inc., Wilton, NH.

Wiele zwierzat kontrolnych i pewne leczone EM-800 lub DHEA zwierzeta zabito przez prze-
mieszczenie kregu szyjnego pod znieczuleniem izofluranem 6 miesiecy po podaniu DMBA ze wzgledu
na zbyt wielkie rozmiary guzéw. Wartosci rozmiaréw guzéw i liczba tych zabitych szczuréw, wraz ze
zmierzonymi w pozniejszych okresach u zyjacych zwierzat, zastosowano do poézniejszej analizy wy-
stepowania guzow, sredniej liczby guzéw na majacego guzy szczura i srednich rozmiaréw guzéw na
majacym guzy zwierzeciu. Pozostate zwierzeta (9 szczuréw kontrolnych i 13-19 szczuréw z kazdej
innej grupy) nadal podlegato terapii przez dalsze 3 miesigce w celu zaobserwowania dtugoterminowej
sity zapobiegawczej DHEA i EM-800 samych lub w kombinacji. Szczury zabito 279 dni po podaniu DM-
BA. Macice, pochwy i jajniki natychmiast usunieto, uwolniono od tkanki fagcznej i ttuszczowej i zwazono.
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Zbieranie i przetwarzanie probek

Prébki moczu z 24 godzin zebrano na koniec eksperymentu od pierwszych 9 szczuréw z kazdej
grupy po przeniesieniu do klatek metabolicznych (Allentown Caging Equipment Co., Allentown, NJ).
Po dwie prébki moczu zebrano i zanalizowano w réznych dniach dla kazdego zwierzecia w celu zmi-
nimalizowania wptywu dziennych wahan. Tak wiec, kazda warto$¢ pokazana oznacza $rednig z dwu
pomiaréw przeprowadzonych w dwu réznych dniach. 0,5 ml toluenu dodano do probéwek na mocz dla
zapobiegania odparowaniu moczu i wzrost bakterii i objeto§¢ moczu zarejestrowano. Krew z tutowia
zebrano po zabiciu i pozostawiono do skrzepniecia w temperaturze 4°C przez noc przed odwirowa-
niem przy 3000 obrotach na minute przez 30 minut.

Analiza moczu i biochemicznych parametréw osocza

Swiezych prébek uzyto do zbadania poziomu kreatyniny, wapnia i fosforu w moczu, jak tez po-
ziomow w osoczu catkowitej aktywnosé zasadowej fosfatazy (tALP), cholesterolu i trigliceryddw.
Te biochemiczne parametry zmierzono automatycznie w Monarch 2000 Chemistry System (Instru-
mentation Laboratory Co. Lexington, MA) w warunkach Good Laboratory Practice. Zmierzono hydro-
ksyproline w moczu, jak opisano (Podenphant i in., Clinica Chimica Acta 142: 145-148, 1984).

Pomiary masy kosci

Szczury znieczulono dootrzewnowym zastrzykiem chlorowodorku ketaminy i diazepamu w daw-
kach 50 i 4 mg/kg masy ciata, odpowiednio. Caly kosciec i prawg kos¢ udowg skanowano stosujac
absorpcjometrie rentgenowskg oj podwadjnej energii (DEXA; QDR 2000-7.10C, Hologic, Waltham, MA)
na urzadzeniu wyposazonym w oprogramowanie Regional High Resolution. Pola skanowane miaty
wymiary 28,110 x 17,805 cm i 5,0 x 1,902 cm, rozdzielczo$ci wynosity 0,1511 x 0,0761 cm i 0,0254 x
0,0127 cm, szybkosci skanowania odpowiednio 0,3608 i 0,0956 mm/s dla catego koséca i kosci udo-
wej. Zmierzono zawarto$¢ mineratow w kosci (BMC) i gesto$¢ mineralng kosci (BMD) catego koscéca,
kregdéw ledzwiowych i kosci udowej na zeskanowanych obrazach catego koscca i kosci udowe;j.

Analizy statystyczne

Istotnosc¢ statystyczng zmierzono wedtug testu wielozakresowego Duncana-Kramera (Biometrics
12: 307-310, 1956). Analizy czestosci rozwoju guzéw sutka przeprowadzono stosujac doktadny test
Fishera (Conover, Practical nonparametric statistics, wyd. 2, 153-170, 1980). Dane przedstawiono
jako srednie £ S.E.M.

Wyniki

Wptyw rozwdj indukowanego DMBA raka sutka

Jak zilustrowano na fig. 1, 95% zwierzat kontrolnych uzyskato wyczuwalne guzy sutka w 29 dni
po podawaniu DMBA. Terapia DHEA lub EM-800 cze$ciowo zapobiegta rozwojowi indukowanego DM-
BA raka sutka i zapadalno$¢ zmalata w ten spos6b odpowiednio do 57% (p < 0,01) i 38% (p < 0,01).
Co ciekawe, kombinacja obu zwigzkéw data znaczaco wyzsze dziatanie hamujgce niz dziatanie uzy-
skiwane przez kazdy zwigzek samodzielnie (p < 0,01 wzgledem samego DHEA lub EM-800). W isto-
cie, jedyne dwa guzy, ktore pojawity sie w grupie zwierzat potraktowanych obu zwigzkami, zniknety
przed koncem eksperymentu.

Terapia DHEA lub EM-800 zmniejszyta $rednig liczbe guzéw na majacych guzy zwierzeciu od
4,7 £ 0,5 guzéw u kontrolnych zwierzat do odpowiednio 3,4 + 0,7 (N. S.)i 1,4 + 0,3 (p < 0,01) gu-
zOw/zwierze, podczas gdy nie znaleziono guza na koniec eksperymentu u zwierzat, ktére otrzymywaly
oba leki (p < 0,01 wzgledem trzech innych grup) (fig. 2A).

Jeden z dwu guzoéw, ktore zniknety pézniej, byt obecny od dnia 79 do dnia 201 po podaniu DM-
BA, a drugi guz byt dotykalny od dnia 176 do dnia 257. Wida¢ z fig. 2B, ze sam DHEA lub EM-800
zmniejszyt $rednie pole guza na majacym guzy zwierzeciu od 12,8 + 1,3 cm” na koniec eksperymentu
do odpowiednio 10,2 + 2,1 cm? (N. S.)i 7,7 + 1,8 cm® (N. S.), podczas gdy terapia kombinacyjna data
wartos¢ zero (p < 0,01 wzgledem trzech innych grup). Dwa guzy powstate w grupie zwierzat potrakto-
wanych DHEA i EM-800 nie urosty wieksze niz 1 cm®.

Nalezy zauwazy¢, ze rzeczywiste wartosci sredniego pola guza, jak tez srednia liczba guzéw
na majgcym guzy zwierzeciu w grupie kontrolnej powinna by¢ wyzsza niz wartosci przedstawione na
fig. 2, poniewaz wiele szczurdw trzeba byto zabi¢ przed korcem eksperymentu ze wzgledu na nad-
mierne rozmiary guzow.

Wartosci zmierzone w czasie zabicia dotaczono wiec jako takie do obliczeh dokonywanych
pézniej w celu zminimalizowania tendencji w grupie kontrolnej, ktéra, w kazdym przypadku, pozosta-
wafa znaczaco powyzej innych grup.
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Wptyw na kosci

Dtugoterminowe przezskérne podawanie DHEA samicom szczuréw indukowato odpowiednio
6,9% (p < 0,01), 10,6% (p < 0,05), i 8,2% (p < 0,01) wzrosty gestosci mineralnej kosci (BMD) catego
koscca, kregéw ledzwiowych i kosci udowej (tablica 2). Z drugiej strony, nie znaleziono znaczacych
zmian u zwierzat potraktowanych EM-800. Ponadto, gdy| oba zwigzki podawano jednoczesnie, otrzy-
mane wartosci byty poréwnywalne z uzyskiwanymi z samym DHEA.

Terapia DHEA zwiekszyla poziomy w osoczu aktywnosci tacznej zasadowej fosfatazy (tALP)
0 74% (p < 0,05), lecz nie miata wptywu na dzienne wydalanie w moczu wapnia i fosforu i stosunek
w moczu hydroksyproliny do kreatyniny (tablica 3).

Z drugiej strony, terapia EM-800 zmniejszyta stosunek hydroksyproliny do kreatyniny w moczu
048% (p < 0,01), lecz nie miata statystycznie znaczacego wptywu na dzienne wydalanie w moczu
wapnia lub fosforu i poziomy aktywnosci tALP w osoczu.

Kombinacja DHEA i EM-800 doprowadzita do wzrostu pozioméw aktywnosci w osoczu tALP
(p < 0,01) |podobnie do uzyskanych z samym DHEA i zmniejszonego stosunku hydroksyproliny do
kreatyniny w moczu o 69%, wartosci znaczaco (p < 0,01) nizszej niz uzyskana z samym EM-800. Po-
nadto kombinacja obu lekéw znaczaco zmniejszyta dzienne wydalacie w moczu wapnia i fosforu o od-
powiednio 84% (p < 0,01) i 56% (p < 0,01), podczas gdy nie zauwazono znaczacej zmiany dla kazde-
go leku samego (tablica 3).

Wptyw na poziomy w osoczu lipidéw

Dilugoterminowa terapia EM-800 obnizata poziomy w osoczu triglicerydow i cholesterolu odpo-
wiednio 0 72% (p < 0,01) i 45% (p < 0,01), podczas gdy dtugoterminowe podawanie DHEA zmniejszy-
to poziomy w osoczu triglicerydéw o 60% (p < 0,01), a poziomy cholesterolu we krwi nie zmienity sie.
Ponadto, 42% (p < 0,01) i 52% (p < 0,01) spadki stezen w osoczu triglicerydéw i cholesterolu zmie-
rzono u zwierzat potraktowanych EM-800 i DHEA (fig. 3).

Tablica 2
Whptyw leczenia DHEA (10 mg, przezskoérnie, raz dziennie) lub EM-800 (75 ug, doustnie, raz dziennie) samymi lub
w kombinacji przez 9 miesiecy na gestos¢ mineralng kosci (BMD) kosci udowej, kregéw ledzwiowych i catego
kos¢ca u samic szczura. Pomiary przeprowadzono dla 9 szczuréw na grupe

Gestosé mineralna kosci (g/cm?)

Grupa Caty kosciec Kregi ledzwiowe Kosci udowe

Kontrolna

0,1371 + 0,0025

0,195 + 0,0067

0,3151 + 0,0063

DHEA (10 mg)

0,1465 + 0,0010**

0,2161 + 0,0049*

0,3408 * 0,0038**

0,1356 + 0,0017

0,1885 * 0,0045

0,3097 = 0,0047

EM-800 (75 ug)
DHEA + EM-800

0,1498 + 0,0019** 0,210 £ 0, 0061 0,3412 + 0,0056**

* p <0,05; **: p < 0,01, eksperyment wzgledem kontroli

Tablica 3
Whplyw leczenia DHEA (10 mg, przezskoérnie, raz dziennie) lub EM-800 (75 ug, doustnie, raz dziennie) samym lub
w kombinacji przez 9 miesiecy na parametry metabolizmu ko$ci u szczura: dzienne wydalanie w moczu wapnia
i fosforu, stosunek w moczu hydroksyproliny do kreatyniny (HP/Cr) oraz poziomy aktywnosci tagcznej zasadowej

fosfatazy w osoczu (tALP). Prébki otrzymano dla 9 zwierzat w grupie

Grupa Mocz Osocze
Wapn (umol/ Fosfor (umol/ HP/Cr tALP(IU/1)
/24 h/100 g) /24 h/100 g) (umol/mmol)

Kontrolna 23,17 £ 1,55 132,72 + 6,08 13,04 + 2,19 114,25 + 14,04
DHEA (10 mg) 25,87 £3,54 151,41 + 14,57 14,02 £ 1,59 198,38 + 30,76*
EM-800(75 fig) 17,44 + 4,5 102,03 £ 25,13 6,81 + 0,84** 114,11 £ 11,26

DHEA + EM-800 | 3,71 +0,75** 59,06 + 4,76** 4,06 + 0,28** 204,38 £ 14,20**

*: p < 0,05; **: p < 0,01 eksperyment wzgledem kontroli
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Przyktad 2

Streszczenie

W gruczole sutkowym androgeny powstajg z prekursora sterydu dehydroepiandrosteronu
(DHEA). Kliniczne dowody wskazuja, ze androgeny majg dziatanie hamujace na raka piersi. Estroge-
ny, z drugiej strony, stymulujg rozwoj i wzrost raka piersi. Zbadalismy wptyw DHEA samego lub
w kombinacji z nowo opisanym czystym antyestrogenem, EM-800, na wzrost heteroprzeszczepéw
guzow tworzonych przez linie komérek ludzkiego raka piersi ZR-75-1 u nagich myszy z wycietymi
jajnikami.

Myszy otrzymaly dzienng podskorng iniekcje 0,5 pg estronu (hormonu estrogennego) zaraz po
wycieciu jajnikéw. EM-800 (15, 50 lub 100 pg) podawano doustnie raz dziennie. DHEA podawano dwa
razy dziennie (tagczna dawka 0,3, 1,0 lub 3,0 mg) na skoére grzbietu sam lub w kombinacji z 15 ug
dziennie doustnej dawki EM-800. Zmiany w rozmiarach guzéw w odpowiedzi na terapie oceniano
periodycznie w odniesieniu do pomiaréw z pierwszego dnia. Na koniec eksperymentéw guzy wycieto
i zwazono.

9,4-krotny wzrost rozmiarow guzow w czasie 9,5 miesigca zaobserwowano u myszy z wycietymi
jajnikami otrzymujacych sam estron w poréwnaniu z myszami nie otrzymujacymi estronu. Podawanie
15, 50 lub 100 yg EM-800 u otrzymujgcych estron u myszy z wycietymi jajnikami doprowadzito do
zahamowania odpowiednio 88%, 93% i 94% rozmiaréw guzow. DHEA, z drugiej strony, w dawkach
0,3, 1,0 lub 3,0 mg hamowata koncowg mase guza odpowiednio 0 67%, 82% i 85%. Porownywalng
inhibicje rozmiarowych guzéw otrzymano przy dziennej 15 pg doustnej dawce EM-800 w obecnosci
lub bez réznych dawek przezskérnych DHEA.

DHEA i EM-800 niezaleznie ttumity wzrost stymulowanych estronem mysich heteroprzeszcze-
poéw guzéw ZR-75-1 u nagich myszy. Podawanie DHEA w zdefiniowanych dawkach nie zmienia dzia-
tania hamujgcego EM-800.

Materiaty i metodyka

Komarki ZR-75-1

Komorki ludzkiego raka piersi ZR-75-1 otrzymano z American Type Culture Collection (Rockville,
MD) i rutynowo hodowano jako monowarstwy w pozywce RPMI 1640 uzupetnionej 2 mM L-glutaminy,
1 mM pirogronianu sodu, 100 IU penicyliny/ml, 100 ug streptomycyny/ml oraz 10% ptodowej surowicy
bydlecej, w wilgotnej atmosferze 95% powietrza/5% CO, w temperaturze 37°C, jak opisano (Poulin
i Labri, Cancer Res. 46: 4933-4937, 1986; Poulin i in., Breast Caiticer Res. Treat., 12: 213-225, 1988).
Komorki poddawano pasazowaniu co tydzien po potraktowaniu 0,05% trypsyna: 0,02% EDTA (wago-
wo). Kultury bakterii uzyte w eksperymentach opisane w tym raporcie uzyskano z pasazu 93 linii ko-
moérkowej ZR-75-1.

Samice homozygotycznych Harian Sprague-Dawley (nu/nu) bezgrasiczych myszy (wiek 28 do
42 dni) otrzymano z HSD (Indianapolis, Indiana, USA). Myszy trzymano w winylowych klatkach z fil-
trem powietrza w dachu w kapturach z laminarnym przeptywem powietrza i w warunkach ograniczonej
liczby patogenow. Klatki, podsciotke i pokarm autoklawowano przed uzyciem. Wode autoklawowano,
zakwaszano do pH 2,8 i podawano w dowolnej ilosci.

Szczepienie komérek

Myszom wycieto oba jajniki (OVX) na tydzien przed zaszczepieniem komoérek guza pod znie-
czuleniem dootrzewnows iniekcjg 0,25 ml/zwierze Avertin (alkohol amylowy: 0,8 g/100 ml 0,9% NacCl
oraz tribromoetanol: 2 g/100 ml 0,9% NacCl). 1,5 x 10 komérek ZR-75-1 w logarytmicznej fazie wzrostu
zebrano po potraktowaniu monowarstwy 0,05% trypsyny/0,02% EDTA (wagowo), zawieszono w 0,1 ml
pozywki kultury zawierajacej 25% Matrigel i zaszczepiono podskérnie z obu bokéw zwierzetom stosu-
jac strzykawke nr 20 i jednocalowsg igte, jak opisano wczesniej (Dauvois i in., Cancer Res. 51: 3131-
-3135, 1991).

W celu utatwienia wzrostu guzéw, kazde zwierze otrzymato dzienng podskdérng iniekcje 10 ug
estradiolu (E,) w nosniku ztozonym z 0,9% NaCl, 5% etanolu, 1% zelatyny przez 5 tygodni.
Po pojawieniu sie dotykalnych guzéw ZR-75-1, $rednice guza zmierzono cyrklami i myszy majace
srednice guza pomiedzy 0,2 i 0,7 cm wybrano do tego badania.

Terapia hormonalna

Wszystkie zwierzeta, poza tymi z grupy kontrolnej OVX otrzymaty codzienne podskorne iniekcje
0,5 pg estronu (E;) w 0,2 ml 0,9% NaCl, 5% etanolu, 1% zelatyny. We wskazanych grupach, DHEA
podawano przezskérnie dwa razy dziennie przy dawkach 0,3, 1,0 lub 3,0 mg/zwierze podawanych
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w objetosci 0,02 ml na skérze grzbietu poza powierzchnig wzrostu guza. DHEA rozpuszczono w 50%
etanolu, 50% glikolu propylenowego. EM-800, ((+)-7-piwaloiloksy-3-(4'-piwaloiloksyfenylo)-4-metylo-2-
-(4"-(2"-piperydynoetoksy)fenylo)-2H-benzopiran), zsyntetyzowano jak opisano wczesniej (Gauthier
iin., J. Med. Chem. 40: 2117-2122, 1997) w dziale chemii medycznej Laboratory of Molecular Endo-
crinology CHUL Research Center. EM-800 rozpuszczono w 4% (objetosciowo) etanolu, 4% (objeto-
sciowo) poli(glikolu etylenowego) (PEG) 600, 1% (wagowo) zelatyny, 0,9% (wagowo) NaCl. Zwierzeta
wskazanych grup otrzymaly dzienne doustne dawki 15 pg, 50 ug lub 100 ug EM-800 samego lub
w kombinacji z DHEA, podczas gdy zwierzeta z grupy OVX otrzymaty sam nosnik (0,2 ml 4% etanol,
4% PEG 600, 1% zelatyny, 0,9% NaCl. Guzy mierzono raz na tydzien cyrklem Verniera. Rejestrowano
prostopadte $rednice w cm (L i W) i pole guza (cm?) obliczano stosujac wzér: L/2 x W/2 x T (Dauvois
iin., Cancer Res. 51: 3131-3135, 1991). Pole zmierzone pierwszego dnia leczenia przyjeto jako 100%
i zmiany w rozmiarach guzéw wyrazano jako procent poczatkowego pola guza. W przypadku pod-
skornych guzéw ogdlnie nie jest (mozliwy doktadny dostep w trzech wymiarach do guza, tak wiec
zmierzono tylko pola guzéw. Po 291 dniach (lub 9,5 miesigcach) leczenia, zwierzeta zabito.

Kategorie odpowiedzi oceniono jak opisano (Dauvois i in., Breast Cancer Res. Treat. 14: 299-
-306, 1989; Dauvois i in., Eur. J. Cancer Clin. Oncol. 25: 891-897, 1989; Labrie i in., Breast Cancer
Res. Treat. 33: 237-244, 1995). W skrécie, czesciowa regresja odpowiada guzom, ktére zmniejszyty
sie 0 50% lub wiecej niz 50% poczatkowych rozmiaréw; trwata odpowiedz odnosi sie do guzéw, ktére
zmniejszyly sie o mniej niz 50% poczatkowych rozmiaréw lub powiekszyly o mniej niz 50% poczatko-
wych rozmiaréw, podczas gdy kompletna regresja odnosi sie do guzéw, ktore byly niewykrywalne na
koniec leczenia.

Progresja odnosi sie do guzéw, ktére powiekszyty sie o wiecej niz 50% w poréwnaniu z ich po-
czatkowymi rozmiarami. Na koniec eksperymentu wszystkie zwierzeta zabito przez odciecie gtow. Guzy,
macice i pochwe natychmiast usunieto, uwolniono od tkanki tacznej i ttuszczowej i zwazano.

Analiza statystyczna

Istotnos$¢ statystyczng wptywu leczenia na rozmiary guzéw oceniono stosujgc analize warianciji
(ANOVA) oceniajacg wptyw zwigzany z DHEA, EM-800 i czasem i ponowne pomiary u tych samych
zwierzat przeprowadzono na poczatku i na koncu terapii (osobnicy w grupie czynnikowej). Powtdrzone
pomiary w czasie 0 i po 9,5 miesigca leczenia stanowig stochastyczny blok zwierzat. Czas zanalizo-
wano wiec jako efekt wewnatrzblokowy, podczas gdy obie terapie oceniono jako efekty miedzy-
blokowe. Wszystkie interakcje pomiedzy gidwnymi efektami dotaczono do modelu. Znaczenie czynni-
kow terapii i ich interakcji zanalizowano stosujac osobnikdéw w grupie jako czynnik btedu. Dane prze-
ksztatcono logarytmicznie. Hipotezy bedace podstawg ANOVA zaktadaty normalnosc¢ reszt i jednorod-
nos¢ wariancji.

Poréwnania parami a posteriori przeprowadzono stosujac test Fishera dla najmniej znaczacej
réznicy. Gtéwne wptywy i interakcje terapii na mase ciala i mase narzaddéw zanalizowano stosujgc
standardowg dwukierunkowg ANOVA z interakcjami. Wszystkie analizy ANOVA przeprowadzono
stosujgc program SAS (SAS Institute, Cary, NC, USA). Istotnos¢ réznic deklarowano stosujac dwu-
stronny test z tgcznym poziomem 5%.

Dane w kategoriach zanalizowani testem Kruskalla-Wallisa dla zorganizowanych kategoryjnych
zmiennych odpowiedzi (petna odpowiedz, czeSciowa odpowiedz, trwata odpowiedz i progresja guza).
Po ogolnej ocenie wynikéw terapii podgrupe wynikéw zaprezentowang w tablicy 4 zanalizowano
ustawiajac krytyczna wartosc¢ p dla wielokrotnych poréwnan. Doktadne wartosci p obliczono stosujac
program StatXactp (Cytel, Cambridge, MA, USA). Dane wyrazono jako Srednie + btad standardowy
Sredniej (SEM) 12 do 15 myszy w kazdej grupie.

Wyniki

Jak zilustrowano na fig. 4A, ludzkie guzy ZR-75-1 zwiekszyly sie 9,4-krotnie w czasie 291 dni
(9,5 miesigca) u nagich myszy z wycietymi jajnikami potraktowanych dzienng 0,5 ug podskoérnie po-
dawang dawkg estronu, podczas gdy u kontrolnych myszy OVX, ktore otrzymywaty sam nosnik, roz-
miary guzow zmniejszyly sie do 36,9% poczatkowej wartosci podczas trwania badania.

Terapia rosngcymi dawkami przezskornymi DHEA spowodowata postepujaca inhibicje stymu-
lowanego E; wzrostu guza ZR-75-1. Inhibicje 50,4%, 76,8% i 80,0% osiggnieto przez 9,5 miesigca
leczenia przy odpowiednio 0,3 mg, 1,0 mg i 3,0 mg dziennych dawek DHEA na zwierze (fig. 4A).
Zgodnie ze spadkiem catkowitej ilosci nowotworu, terapia DHEA doprowadzita do znaczacego spadku
Sredniej masy guzéw pozostatych na koniec eksperymentu.
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W istocie, $rednia masa guza zmniejszyta sie od 1,12 + 0,26 g u kontrolnych traktowanych E;
nagich myszy z wycietymi jajnikami do odpowiednio 0,37 + 0,12 g (P = 0,005), 0,20 + 0,06 g (P =
0,001) i 0,17 + 0,06 g (P = 0,0009) w grupie zwierzat otrzymujacej dziennie 0,3, 1,0 i 3,0 mg dawki
DHEA (fig. 4B).

Przy dziennych dawkach 15 ug, 50 pg i 100 ug, antyestrogen EM-800 hamowat stymulowane
estrogenem rozmiary guzéw o odpowiednio 87,5% (P < 0,0001), 9,5% (P < 0,0001) i 94,0% (P =
0,0003) (fig. 5A) w poréwnaniu z rozmiarami guzéw u kontrolnych zwierzat po 9,5 miesigca.

Redukcje rozmiaréw guzoéw uzyskane z trzema dawkami EM- 800 nie r6znig sie znaczaco po-
miedzy soba. Jak zilustrowano na fig. 4B, masa guza na koniec 9,5-miesiecznego badania zmniejszy-
ta sie od 1,12 + 0,26 g u kontrolnych traktowanych E; myszach OVX do 0,08 + 0,03 g, 0,03 £ 0,01 g
i 0,04 £ 0,03 g u zwierzat potraktowanych dziennie 15 pg, 50 ug i 100 yg dawkami EM-800, odpo-
wiednio (P < 0,0001 przy wszystkich dawkach EM-800 wzgledem traktowanych E; OVX).

Jak wspomniano powyzej, antyestrogen EM-800, przy dziennej doustnej dawce 15 ug, spowo-
dowat 87,5% inhibicji stymulowanego estronem wzrostu guza mierzonego po 9,5 miesigca. Dodanie
DHEA przy trzech uzytych dawkach nie miato znaczacego wptywu na juz znaczacg inhibicje rozmia-
réw guzéw uzyskiwane przy 15 ug dziennej dawce antyestrogenu EM-800 (fig. 5B). Tak wiec, srednia
masa guza zostata silnie zmniejszona od 1,12 + 0,26 g u kontrolnych traktowanych estronem myszy
do 0,08 + 0,03 g (P < 0001), 0,11 + 0,04 g (P = 0,0002), 0,13 + 0,07 g (P = 0, 0004) i 0,08 + 0,05 g
(P < 0001) u zwierzat, ktore otrzymywaly dzienng dawke 15 ug antyestrogenu samego lub w kombi-
nacji z odpowiednio 0,3, 1,0, i 3,0 mg dawkami DHEA (nie zauwazono znaczgcej réznicy pomiedzy
4 grupami) (fig. 4B).

Ciekawie tez byto zbadac¢ kategorie odpowiedzi uzyskane przy powyzej wskazanych terapiach.
Tak wiec, terapia rosngcymi dawkami DHEA zmniejszyta, chociaz nie do poziomu istotnosci staty-
stycznej (P = 0,088), liczbe rosnacych guzéw, od 87,5% u kontrolnych zwierzat OVX traktowanych
estronem do wartosci 50,0%, 53,3% i 66,7% u zwierzat potraktowanych dziennymi dawkami 0,3, 1,0
lub 3,0 mg DHEA (tablica 4). Pelne odpowiedzi, z drugiej strony, wzrastaly od 0% u traktowanych
estronem myszy do 28,6%, 26,7% i 20,0% u zwierzat utrzymujacych 0,3, 1,0 i 3,0 mg dziennej dawki
przezskérnej DHEA.

Trwate odpowiedzi, z drugiej strony, zmierzono uzyskujac 12,5%, 21,4%, 20,0% i 13,3% u kon-
trolnych traktowanych myszy i w trzech grupach zwierzat, ktére otrzymywaty odpowiednio powyzej
wskazane dawki DHEA. U kontrolnych myszy z wycietymi jajnikami wielkosci kompletnych, czescio-
wych i trwalych odpowiedzi zmierzono uzyskujac odpowiednio 68,8%, 6,2% i 18,8%, podczas gdy
progresje widziano tylko dla 6,2% guzow (tablica 4).

Petne odpowiedzi lub znikniecie guzéw uzyskano dla 29,4%, 33,3%, 26,7% i 35,3% guzéw
u zwierzat, ktére otrzymywaty sam andestrogen EM-800 (P = 0,0006) (15 ug) lub w kombinacji odpo-
wiednio z 0,3 mg, 1,0 mg lub 3,0 mg DHEA (tablica 4).

Progresje, z drugiej strony, zauwazono dla odpowiednio 35,3%, 44,4%, 53,3% i 17,6% guzéw
w tej samej grupie zwierzat. Nie ma znaczacej réznicy pomiedzy grupami potraktowanymi EM-800,
samym lub w kombinacji z DHEA.

Nie zauwazono zadnego znaczacego wptywu terapii DHEA lub EM-800 na mase ciata
z uwzglednieniem masy guza. Terapia myszy 0VX estronem zwiekszata mase macicy od 28 £+ 5 mg
u kontrolnych myszy OVX do 132 + 8 mg (P < 0,01), podczas gdy zwiekszanie dawek DHEA spowo-
dowato progresywnag, lecz wzglednie matg inhibicje wplywu stymulujgcego estronu, ktéry osiggnat
26% (P = 0,0008) przy najwyzszej uzytej dawce DHEA.

Widac¢ z tej samej figury, ze masa macicy stymulowanej estronem zmniejszyta sie ze 132 + 8 mg
u kontrolnych traktowanych estronem myszy do 49 + 3 mg, 36 £+ 2 mg i 32 + 1 mg (P < 0,0001 przy
wszystkich dawkach wzgledem kontrolnych) z dziennymi doustnymi dawkami odpowiednio 15 ug,
50 pg lub 100 ug EM-800 (facznie P < 0, 0001). 15 ug EM-800 w kombinacji z 0,3 mg, 1,0 mg lub
3,0 mg dziennej dawki DHEA dato zmierzong mase macicy odpowiednio 46 + 3 mg, 59 £ 5 mg i 69
+ 3 mg.

Z drugiej strony, terapia estronem zwieksza mase pochwy od 14 + 2 mg u zwierzat OVX do 31
+ 2 mg (P < 0,01), podczas gdy dodanie DHEA nie miato znaczacego wptywu. Masa pochwy zmniej-
szyla sie nastepnie do 23+ 1 mg, 15+ 1 mgi 11 + 1 mg po terapii dziennymi odpowiednio 15 ug, 50 ug
lub 100 pug dawkami EM-800 (catkowite p i P < 0,0001 dla par przy wszystkich dawkach wzgledem
kontrolnych).
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W kombinacji z 0,3 mg, 1,0 mg lub 3,0 mg dawkami DHEA i EM-800, mase pochwy zmierzono
otrzymujac odpowiednio 22 + 1 mg, 25+ 2 mg i 23 £ 1 mg (N. S. dla wszystkich grup wzgledem 15 ug
EM-800). Nalezy zauwazy¢, ze przy najwyzszej uzytej dawce, 100 uyg dziennie, EM-800 zmniejszyt
mase macicy w traktowanych estronem zwierzetach OVX do wartosci nie réznej od wartosci dla kon-
trolnych OVX, podczas gdy masa pochwy zmniejszyta sie do wartosci ponizej zmierzonej dla kontrol-
nych zwierzat OVX (P < 0,05). DHEA, zapewne wskutek jego androgennego wpltywu, czesciowo zwal-
czat wptyw EM-800 na mase macicy i pochwy.

Tablica 4
Wptyw przezskdrnego podawania DHEA lub doustnego podawania EM-800 samych lub w kombinacji
przez 9,5 miesigca na odpowiedzi (petna, czesciowa, trwatg i progresje) hetero-przeszczepow
ludzkich guzow piersi ZR-75-1 u nagich myszy

Grupa taczna licz- Kategoria odpowiedzi
ba zwierzat . -
Petna Czesciowa | Trwata Progresja
Liczba i %

ovX 16 11 (68,8) | 1 (6,2) 3(18,8) |1(6,2)
OVX + E; (0,5 ug) 16 0 (0) 0 (0) 2(12,5) |14 (87,5)
OVX + E; (0,5 ug) + DHEA
0,3mg 14 4(28,6) |0(0) 3(21,4) |7(50,0)
1,0 mg 15 4(26,7) |0(0) 3(20,0) |8(53,3)
3,0 mg 15 3(20,0) |0(0) 2(13,3) |10 (66,7)
OVX + E; (0,5 pg) + EM-800
15 mg 17 5(29,4) |1(5)9) 5(29,4) |6(35,3)
50 mg 16 4 (25,00 |3(18,8) 5(31,2) |4(25,0)
100 mg 16 8(50,0) |0(0) 3(18,8) |5(31,2)
OVX + E;1 (0,5 ug) + EM-800 + DHEA
0,3 mg 18 6(33,3) |0(0) 4(22,2) |8(44,4)
1,0 mg 15 4(26,7) |[0(0) 3(20,0) |8(53,3)
3,0mg 17 6(353) |0(0) 8 (47,1) |3(17,6)

E; = estron; DHEA = dehydroepiandrosteron; OVX = z wycietymi jajnikami

Przyktad 3

Zwierzeta i terapia

Uzyto samic szczuréw Sprague-Dawley w wieku 50 do 60 dni (Crl:CD(SD)Br) (Charles River
Laboratory, St-Constant, Canada) wazacych okoto 190 g w okresie wyciecia jajnikbéw. Zwierzeta przy-
zwyczajono do warunkéw srodowiska (temperatura: 22 + 3°C; wilgotnosé: 50 £ 20%; cykle 12 godzin
Swiatla - 12 godzin nocy, wigczanie Swiatta o 07:15) przez 1 tydzien przed zabiegiem. Zwierzeta trzy-
mano po trzy na klatke i miaty one swobodny dostep do wody z kranu i granulowanej certyfikowanej
karmy dla gryzoni (Lab Diet 5002, Ralston Purina, St-Louis, MO). Eksperyment prowadzono w po-
mieszczeniu dopuszczonym przez Canadian Council on Animal Care zgodnie z CCAC Guide for Care
and Use of Experimental Animals.

Woycieto jajniki 136 samicom szczurOw pod znieczuleniem izofluranem w dniu 0 badania i po-
dzielono je przypadkowo na 17 grup zwierzat dla przeprowadzenia badan wyjasnionych ponizej:

Grupa 1: OVX Kontrolne

Grupa 2: OVX + EM-800 (0,01 mg/kg, doustnie, ID)
Grupa 3: OVX + EM-800 (0,03 mg/kg, doustnie, ID)
Grupa 4: OVX + EM-800 (0,1 mg/kg, doustnie, ID)
Grupa 5: OVX + EM-800 (0,3 mg/kg, doustnie, ID)
Grupa 6: OVX + EM-800 (1 mg/kg, doustnie, ID)
Grupa 7: OVX + EM-01538 (0,01 mg/kg, doustnie, ID)
Grupa 8: OVX + EM-01538 (0,03 mg/kg, doustnie, ID)
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Grupa 9: OVX + EM-01538 (0,1 mg/kg, doustnie, ID)

Grupa 10: OVX + EM-01538 (0,3 mg/kg, doustnie, ID)

Grupa 11: OVX + EM-01538 (1 mg/kg, doustnie, ID)

Grupa 12: OVX + Raloxifene EM-1105 (0,01 mg/kg, doustnie, ID)
Grupa 13: OVX + Raloxifene EM-1105 (0,03 mg/kg, doustnie, ID)
Grupa 14: OVX + Raloxifene EM-1105 (0,1 mg/kg, doustnie, ID)
Grupa 15: OVX + Raloxifene EM-1105 (0,3 mg/kg, doustnie, ID)
Grupa 16: OVX + Raloxifene EM-1105 (1 mg/kg, doustnie, ID)

Grupa 17: INT Kontrolne

Podawanie lekéw rozpoczeto w dniu 10 badania i podawano doustnie zgtebnikiem raz dziennie
do dnia 13 badania.

Dawkowane zawiesiny wytworzono w 0,4% mtylocelulozie i stezenie ustawiono odpowiednio do
Sredniej masy ciata grupy zanotowanej w dniu 10 badania w celu wytworzenia 0,5 ml dawkowanej
zawiesiny na szczura.

Okoto 24 godziny po ostatnim dawkowaniu, wyposzczone przez noc zwierzeta zabito przez wy-
krwawienie z tetnicy brzusznej pod znieczuleniem izofluranem i probki krwi przetworzono dla wytwo-
rzenia osocza. Macice usunieto, oczyszczono z pozostatego ttuszczu i zwazono.

Test cholesterolu i triglicerydéw w osoczu

taczne poziomy cholesterolu i trigliceryddéw w osoczu okreslono stosujac Boehringer Mannheim
Diagnostic Laboratory Systems.

Przyktad 4

Androsteno-383,17p-diol (5-diol) wykazuje wewnetrzng aktywnos¢ estrogenng. Ponadto, jako
prekursor sterydéw ptciowych, moze byé przeksztatcony w aktywne androgeny i/lub inne estrogeny
w obwodowych wydzielniczych tkankach.

W celu przetestowania wzglednej waznosci androgennych i estrogennych skfadnikow dziatania
5-diolu na mase kosci, 21-tygodniowym szczurom wycieto jajniki i traktowano przezskérnie raz dzien-
nie 2, 5 lub 12,5 mg 5-diolu samego lub w kombinacji z anty-androgenem Flutamide (FLU, 10 mg
podskérnie, raz dziennie) i/lub antyestrogenem EM-800 (100 ug, podskérnie, raz dziennie) przez 12
miesiecy.

Gestos¢ mineralng kosci (BMD) zmierzono po 11 miesigcach terapii. Wypiecie jajnikéw (OVX)
doprowadzito do 12,8% spadku w udowym BMD (p < 0,01), podczas gdy terapia najwyzsza dawkg
5-diolu odtworzyta 34,3% udowego BMD utraconego podczas 11 miesiecy po OVX (p < 0,01).

Jednoczesne podawanie FLU catkowicie zapobiegto wptywowi stymulujacemu 5-diolu na udowe
BMD, podczas gdy dodanie EM-800 spowodowato dodatkowg 28,4% stymulacje w poréwnaniu
z wptywem samego 5-diolu. Réwnoczesne podawanie 5-diolu, FLU i EM-800 tylko wyjawito wptyw
EM-800 (27%), poniewaz wptyw 5-diolu zostat catkowicie zablokowany przez FLU.

Porownywalne wyniki otrzymano dla BMD kregow ledzwiowych, chociaz BMD kregdéw ledzwio-
wych u szczuréw OVX otrzymujgcych 12,5 mg samego 5-diolu, 12,5 mg 5-diolu + EM-800 lub 5-diol +
FLU + EM-800 powrdcita do wartosci nie réznigcych sie znaczaco od tych dla nietknietych zwierzat.
Histomorfometryczna analiza pokazuje, ze wplywy stymulujgce 5-diolu na objeto$¢ kosci, liczbe bele-
czek i dziatanie hamujace na oddzielanie beleczek we wtérnej gabczastosci obszaru bliskiej przyna-
sady piszczeli sg hamowane przez FLU, lecz z kolei wzmagane przez EM-800.

Znaczgca stymulacja poziomu aktywnosci w osoczu zasadowej fosfatazy uzyskana po terapii
5-diolem wynosi 57% (p < 0,01 wobec 12,5 mg samego 5-diolu) i jest odwracana réwnoczesnym po-
dawaniem FLU. Terapia 5-diolem nie miata statystyczne znaczacego dziatania hamujacego na stosu-
nek wapnia do kreatyniny w moczu. Najwyzsza dawka 5-diolu powodowata znaczace 23% (p < 0,01)
zmniejszenie ilosci cholesterolu w osoczu, podczas gdy dodanie EM-800 zmniejszyto ilos¢ cholestero-
lu w osoczu 0 62% (p < 0,01). Niniejsze dane wyraznie pokazujg wptyw stymulujgcy 5-diolu on two-
rzenie kosci i sugerujg, ze chociaz 5-diol jest stabym estrogenem, jego wptyw stymulujacy na tworze-
nie kosci jest gidwnie mediowany efektem androgennym. Ponadto, dodatkowe wplywy stymulujgce
EM-800 i 5-diolu na mase kosci pokazujg oszczedzajacy kosci wptyw antyestrogenu EM-800 u szczu-
ra. Aktywnos¢ obnizania poziomu cholesterolu 5-diolu i EM-800 moze mie¢ interesujgce zastosowanie
przy zapobieganiu chorobom sercowo-naczyniowym.
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Przyktad 5
Grupa Zasadowa | OH-prolina LH Poziomy Cholesterol | Triglicerydy
fosfataza | /kreatynina mRNA GnRH
W 0soczu | w moczu
U/l pgmol/mmol ng/ml ziarn srebra mmol/l mmol/l
na komérke
Nietknieta kontrola 30 = 3** 154+1,3 |0,09+£0,03* |33,7%0,7* 2,28+0,12 (1,4%0,2
Kontrola OVX 51+4 11,7+1,2 (3,55+£0,50 44.0+0,9 229+0,16 (1,1+0,1
OVX + MPA 574 11,7+1,2 |2,51+£0,20* 35,5+ 0,7* 255+0,14 (1,3+0,1
OVX + E; 41+5 9,2+0,9 2,37 £0,45* 40,4 £ 0,8** 2,02+0,15 (0,8%+0,1
OVX + DHT 565 7,8+0,7* 1,55+ 0,27* 38,8 +0,7* 244+0,16 (09%0,1
OVX + DHEA 201 £ 25* |7,3+1,0r |0,02+0,01* |34,5+0,7* |1,78+0,16* |0,8+0,1
OVX + DHEA + FLU 103 £10** |145+1,2 (1,13+0,24* ([415+0,7* 227+0,15 |0,8%0,1
OVX + DHEA + EM-800 (202 £ 17** (6,4 = 1,0 |LD** 39,20, 7** |0,63+0,09* (1,0+0,2

LD: Granice wykrywalnosci: 0,01 ng/ml
*p < 0,05; ** p < 0,01 wzgledem kontroli OVX

Przyktad 6

Przykfad syntezy korzystnego zwigzku wedtug wynalazku
Synteza chlorowodorku (S)-(+)-7-hydroksy-3-(4’-hydroksyfenylo)-4-metylo-2-(4"-(2"-piperydyno-
etoksyfenylo)-2H-1-benzopiranu, EM-01538 (EM-652, HCI)

Schemat 1
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Etap A: BF; -Et,0, toluen; 100°C; 1 godzina.

Etap C: 3,4-dihydropiran, monohydrat kwasu p-toluenosulfonowego, octan etylu; 25°C pod azo-
tem, 16 godzin, a nastepnie krystalizacja w izopropanolu.

Etapy D,Ei F:

(1) piperydyna, toluen, aparat Deana i Starka, refluks pod azotem;

(2) 1,8-diazabicyklo[5,4,0Judndec-7-en, DMF, refluks 3 godziny;

(3) CHsMgCl, THF, -20 do 0°C i nastepnie temperatura pokojowa przez 24 godziny;

Etapy G, H: Kwas (1S)-(+)-10-kamforosulfonowy, aceton, woda, toluen, temperatura pokojowa,
48 godzin.

Etap HH: 95% etanol, 70°C, nastepnie temperatura pokojowa 3 dni.

Etap HHR: Zawracanie cieczy macierzystej i przemywanie z etapu HH.

Kwas (1S)-10-kamforosulfonowy, refluks; 36 godzin, nastepnie temperatura pokojowa przez 16
godzin.

Etap I

(1) Wodny roztwér DMF, Na,COs, octan etylu;

(2) etanol, rozcienczony HCI;

(3) woda.

Synteza 2-tetrahydropiranyloksyhydroksy-2'-(4"-tetrahydropiranyloksyfenylo)acetofenonu (4)

Zawiesine 2,4-dihydroksy-2'-(4"-hydroksyfenylo)acetofenonu 3 (97,6 g, 0,4 mol) (dostepny
z Chemsyn Science Laboratories, Lenexa, Kansas) w 3,4-dihydropiranie (218 ml, 3,39 mol) i octanu
etylu (520 ml) potraktowano monohydratem kwasu p-toluenosulfonowego (0,03 g, 0,158 mmol) w tem-
peraturze okoto 25°C. Mieszanine reakcyjng mieszano pod azotem bez zewnetrznego ogrzewania
przez okoto 16 godzin. Mieszanine przemyto nastepnie roztworem wodoroweglanu sodu (1 g) i chlor-
ku sodu (5 g) w wodzie (100 ml). Fazy oddzielono i faze organiczng przemyto solanka (20 ml). Kazde
poptuczyny ekstrahowano ponownie 50 ml octanu etylu. Wszystkie fazy organiczne potaczono i prze-
saczono przez siarczan sodu.

Rozpuszczalnik (okoto 600 ml) usunieto przez destylacje pod cisnieniem atmosferycznym i do-
dano izopropanol (250 ml). Dodatkowy rozpuszczalnik (okoto 300 ml) destylowano pod ciSnieniem
atmosferycznym i dodano izopropanol (250 ml). Dodatkowy rozpuszczalnik (okoto 275 ml) destylowa-
no pod cisnieniem atmosferycznym i dodano izopropanol (250 ml). Roztwor ochtodzono w temperatu-
rze okoto 25°C z mieszaniem i po okoto 12 godzinach krystaliczne ciato state przesaczono, przemyto
izopropanolem i osuszono (116,5 g, 70%).

Synteza 4-hydroksy-4-metylo-2-(4’-[2"-piperydyno]etoksy)fenylo-3-(4"-tetrahydropiranyloksy)fe-
nylo-7-tetrahydropiranyloksychromanu (10)

Roztwér 2-tetrahydropiranyloksy-4-hydroksy-2'-(4"-tetrahydropiranyloksyfenylo)acetofenonu 4
(1 kg, 2,42 mol), 4-[2-(1-piperydyno)etoksy]lbenzaldehydu 5 (594 g, 2,55 mol) (dostepny z Chemsyn
Science Laboratories, Lenexa, Kansas) i piperydyne (82,4 g, 0,97 mol) (dostepny z Aldrich Chemical
Company Inc., Milwaukee, Wis.) w toluenie (8 I) poddawano refluksowi pod azotem z aparatem Deana
i Starka do zebrania jednego réwnowaznika wody (44 ml).

Toluen (6,5 1) usunieto z roztworu przez destylacje pod ci$nieniem atmosferycznym. Dodano
dimetyloformamid (6,5 1) i 1,8-diazabicyklo[5,4,0Jundec-7-en (110,5 g, 0,726 mol). Roztwor mieszano
przez okoto 8 godzin w temperaturze pokojowej do izomeryzacji chalkonu 8 do chromanonu 9 i na-
stepnie dodano do mieszaniny wody z lodem (8 I) i toluenem (4 1). Fazy oddzielono i warstwe tolu-
enowg przemyto woda (5 I). Potaczone wodne poptuczyny ekstrahowano toluenem (3 x 4 I). Potaczo-
ne ekstrakty toluenowe przemyto na koniec solankg (3 x 4 ), zatezono pod cisnieniem atmosferycz-
nym do 5,5 | i nastepnie ochtodzono do -10°C.

Przy ciggtym zewnetrznym chtodzeniu i mieszaniu pod azotem dodano 3M roztwér chlorku me-
tylomagnezu w THF (2,5 1, 7,5 mol) (dostepny z Aldrich Chemical Company Inc., Milwaukee, Wis.),
utrzymujac temperature ponizej 0°C. Po dodaniu catosci reagentu Grignarda zewnetrzne chtodzenie
usunieto i mieszanine pozostawiono do ogrzania do temperatury pokojowej. Mieszaning mieszano
w tej temperaturze przez okoto 24 godziny.

Mieszanine ponownie ochtodzono do okoto -20°C i przy ciggtym zewnetrznym chtodzeniu i mie-
szaniu dodano powoli nasycony roztwor chlorku amonu (200 ml), utrzymujgc temperature ponizej
20°C. Mieszanine mieszano przez 2 godziny i nastepnie dodano nasycony roztwor chlorku amonu (2 )
i toluen (4 1) i mieszano przez 5 minut. Fazy oddzielono i warstwe wodng ekstrahowano toluenem (2 x
4 1). Potaczone toluenowe ekstrakty przemyto rozcienczonym kwasem chlorowodorowym, az roztwor
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stat sie jednorodny i nastepnie solankg (3 x 4 I). Roztwor toluenowy zatezono na koniec pod cisnie-
niem atmosferycznym do 2 I. Ten roztwér uzyto bezposrednio w nastepnym etapie.

Synteza soli kwasu (1S)-10-kamforosulfonowego (2R,S)-7-hydroksy-3-(4'-hydroksyfenylo)-4-
-metylo-2-(4"-[2"-piperydyno]etoksy)fenylo)-2H-1-benzopiranu (x12)

Do roztworu toluenowego 4-hydroksy-4-metylo-2-(4'-[-2"-piperydyno]etoksy)-fenylo-3-(4"'-tetra-
hydropiranyloksy)fenylo-7-tetrahydropiranyloksychromanu (10) dodano aceton (6 1), wode (0,3 1)
i kwas (S)-10-kamforosulfonowy (561 g, 2,42 mol) (dostepny z Aldrich Chemical Company Inc., Mil-
waukee, Wis.). Mieszanine mieszano pod azotem przez 48 godzin, po czym statg s6l kwasu (1S)-10-
-kamforosulfonowego  (2R,S)-7-hydroksy-3-(4'-hydroksyfenylo)-4-metylo-2-(4"-[2"-piperydyno]eto-
ksy)fenylo)-2H-1-benzopiranu (12) przesaczono, przemyto acetonem i osuszono (883 g). Tej substan-
cji uzyto w nastepnym (HH) etapie bez dalszego oczyszczania.

Synteza soli kwasu (1S)-10-kamforosulfonowego (2S)-7-hydroksy-3-(4'-hydroksyfenylo)-4-me-
tylo-2-(4"-[2"-piperydyno]etoksy)fenylo)-2H-1-benzopiranu (13, sdl (+)-EM-652(1S)-CSA)

Zawiesine soli kwasu (1S)-10-kamforosulfonowego (2R,S)-7-hydroksy-3-(4'-hydroksyfenylo)-4-
-meylo-2-(4"-[2"-piperydyno]etoksy)fenylo)-2H-benzopiranu 12 (759 g) w 95% etanolu ogrzewano
Zz mieszaniem do okoto 70°C, az cialo state rozpuszczono. RoztwOr pozostawiono do ochtodzenia do
temperatury pokojowej z mieszaniem, nastepnie zaszczepiono kilkoma krysztatami soli kwasu (1S)-10-
-kamforosulfonowego (2S)-7-hydroksy-3-(4'-hydroksyfenylo)-4-metylo-2-(4"-fenylo)-2H-1-benzopira-
nu 13. Roztwor mieszano w temperaturze pokojowej przez okoto trzy dni fgcznie. Krysztaly przesa-
czono, przemyto 95% etanolem i osuszono (291 g, 76%). Wydajnosé produktu wynosita 94,2% i czy-
stos¢ 98,8%.

Synteza chlorowodorku (S)-(+)-7-hydroksy-3-(4'-hydroksyfenylo)-4-metylo-2-(4"-(2™"-piperydyno-
etoksy)fenylo)-2H-1-benzopiranu, EM-01538 (EM-652, HCI)

Zawiesine zwigzku 13 (sél EM-652-(+)-CSA, 500 mg, 0,726 mmol) w dimetyloformamidzie (11 pl,
0,15 mmol) potraktowano 0,5 M wodnym roztworem weglanu sodu (7,0 ml, 3,6 mmol) i mieszano
przez 15 minut. Zawiesine potraktowano octanem etylu (7,0 ml) i mieszano przez 4 godziny. Faze
organiczng przemyto wodnym nasyconym roztworem weglanu sodu (2 x 5 ml) i solankg (1 x 5 ml),
osuszono nad siarczanem magnezu i zatezono. Roztwér powstatej rézowej piany (EM-652) w etanolu
(2 ml) potraktowano 2N kwasem chlorowodorowym (400 ul, 0,80 mmol), mieszano przez 1 godzine,
potraktowano destylowang wodg (5 ml) i mieszano przez 30 minut. Powstatg zawiesine przesaczono,
przemyto wodg destylowang (5 ml), osuszono na powietrzu i pod silnie zmniejszonym cisnieniem
(65°C) z wytworzeniem 77%); drobny biatawy proszek; kalorymetria skaningowa: poczatek piku top-
nienia w temperaturze 219°C, AH = 83 J/g; [a]**, = 154° w metanolu 10 mg/ml.

'H NMR (300 MHz, CD;0D) & (ppm) 1,6 (szerokie, 2H, H-4"), 1,85 (szerokie, 4H, H-3"" i 5™,
2,03 (s, 3H, CH3), 3,0 i 3,45 (szerokie, 4H, H-2" i 6"), 3,47 (t, J = 4,9 Hz, 2H, H-3"), 4,26 (t, J = 4,9
Hz, 2H, H-2"), 5,82 (s, 1H, H-2), 6,10 (d, J = 2,3 Hz, 1H, H-8), 6,35 (dd, J = 8,4, 2,43 Hz, 1H, H-6),
6,70 (d, J = 8,6 Hz, 2H, H-3'i H-5), 6,83 (d, J = 8,7 Hz, 2H, H-3"i H-5"), 7,01 (d, J = 8,5 Hz, 2H, H-2'
i H-6", 7,12 (d, J = 8,4 Hz, 1H, H-5), 7,24 (d, J = 8,6 Hz, 2H, H-2" i H-6");

3C RMN (CD50D, 75 MHz) & ppm 14,84, 22,50, 23,99, 54,78, 57,02 109,11, 115,35, 116,01,
118,68, 130,72, 131,29, 131,59, 134,26, 154,42, 157,56, 158,96, 159,33.

Sktad elementarny: C, H, N, CI: teoretycznie; 70,51, 6,53, 2,84, 7,18%, znalezione: 70,31, 6,75,
2,65, 6,89%.

Przyktad 7

Testy in vivo biodostepnosci przedlekéw androst-5-eno-3,17p-diolu

1) Zasada

Testy biodostepnosci przedlekéw ptciowych przeprowadzono na samcach mierzac stezenia
w 0soczu zwigzkow podawaniu zwigzkow.

a) Zwierzeta i terapia

Samce szczurdéw Sprague-Dawley [Crl:CD(SD)Br] wazace 275-350 g otrzymano z Charles-
-River Canada Inc. i trzymano po 2 na klatke podczas okresu przyzwyczajania i indywidualnie pod-
czas okresu badan. Zwierzeta trzymano w rezimie 12 godzin oswietlenia: 12 godzin ciemno$ci (zapa-
lanie Swiatta o 08:00). Zwierzeta otrzymywaly certyfikowany pokarm dla gryzoni (Lab Diet # 5002,
granulki) i wode z kranu w dowolnej ilosci. Szczury wyposzczono (dostep tylko do wody) rozpoczyna-
jac od wieczora przed dawkowaniem.
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Kazdy zwigzek testowany podawano trzem zwierzetom jako zawiesine w 0,4% metylocelulozie
zgtebnikiem doustnym przy dawce 150 pg/szczura. Jedng probke krwi ~0,7 ml pobrano z zyly szyjnej
szczurdw pod znieczuleniem indukowanym lzofluranem w 1, 2, 3, 4 i 7 godzin po stosowaniu zgtebni-
ka. Prébki krwi natychmiast przeniesiono do ochtodzonego pojemnika 0,75 ml Microtainer zawierajg-
cego EDTA i trzymano w tazni z wodg z lodem do odwirowania przy 3000 obrotach na minute przez
10 minut.

Oddzielanie osocza przeprowadzono szybko (mniej niz 50 minut) po zebraniu krwi. Jedng prob-
ke 0,25 ml osocza przeniesiono nastepnie do borokrzemianowej probowki (13 x 100) i szybko zamro-
zono na suchym lodzie.

Prébki osocza trzymano w temperaturze -80°C az do pomiaru stezenia w osoczu sterydéw
piciowych lub prekursoréw sterydéw piciowych metodg GC-MS.

Wyniki

Doustng absorpcje i AUC pokazano na fig. 121 13.

Przyktady kompozycji farmaceutycznej

Ponizej, przyktadowo przedstawiono kilka kompozycji farmaceutycznych wykorzystujacych ko-
rzystny czynny SERM EM-800 lub EM-1538 i korzystny czynny prekursor sterydu piciowego DHEA,
EM-1304 lub EM-01474-D. Inne zwiagzki lub ich kombinacje mozna stosowac¢ w miejsce (lub poza) EM-
-800 lub EM-1538, DHEA, EM-1304 lub EM-01474-D. Stezenie sktadnika czynnego mozna zmieniac
w szerokim zakresie, jak przedstawiono tutaj. llosci i typy innych skfadnikéw, ktére mozna dotaczaé,
sg dobrze znane w dziedzinie.

Przyktad A
Tabletka
Sktadnik % wagowych (wzgledem
masy catej kompozycji)
EM-800 5,0
DHEA 15,0
Zelatyny 5,0
Laktoza 58,5
Skrobia 16,5
Przyktad B
Kapsutka zelatynowa
Sktadnik % wagowych (wzgledem
masy catej kompozycji)
EM-800 5,0
DHEA 15,0
Uwodniona laktoza 65,0
Skrobia 4.8
Celuloza mikrokrystaliczna 9,8
Stearynian magnezu 0,4

Przyktady zestawow

Ponizej, przyktadowo przedstawiono kilka zestawéw wykorzystujgcych korzystny czynny SERM
EM-800 lub EM-1538 i korzystny czynny prekursor sterydu ptciowego DHEA, EM-1304 lub EM-01474-D.
Inne zwigzki lub ich kombinacje mozna stosowa¢ w miejsce (lub poza) EM-800 lub EM-1538, DHEA,
EM-1304 lub EM-01474-D. Stezenie sktadnika czynnego mozna zmienia¢ w szerokim zakresie, jak przed-
stawiono tutaj. llosci i typy innych skifadnikéw, ktére mozna dotaczac, sq dobrze znane w dziedzinie.

Przyktad A

SERM jest podawany doustnie, a prekursor sterydu ptciowego jest podawany przezskornie.



Przyktad B

PL 203 439 B1

Kompozycja SERM do doustnego podawania (kapsuiki)

Sktadnik % wagowych (wzgledem

masy catej kompozycji)
EM-800 5,0
Uwodniona laktoza 80,0
Skrobia 4,8
Celuloza mikrokrystaliczna 9,8
Stearynian magnezu 0,4

Kompozycja prekursora sterydu ptciowego
do miejscowego podawania (zel)

Sktadnik % wagowych (wzgledem
masy catej kompozycji)

DHEA 10,0
Kaprylowy-kaprynowy 5,0
trigliceryd (Neobee M-5)
Glikol heksylenowy 15,0
Transcutol (eter monomety- 5,0
lowy glikolu dietylenowego)
Alkohol benzylowy 2,0
Cyklometykon 5,0
(Dow Corning 345)
Etanol (absolutny) 56,0
Hydroksypropyloceluloza 2,0

(1500 cps) (KLUCEL)

SERM i prekursor sterydu ptciowego sg podawane doustnie.

Niesterydowa antyestrogenowa kompozycja
do doustnego podawania (kapsutki)

Sktadnik % wagowych (wzgledem

masy catej kompozycji)
EM-800 5,0
Uwodniona laktoza 80,0
Skrobia 4,8
Celuloza mikrokrystaliczna 9,8
Stearynian magnezu 0,4

Kompozycja prekursora sterydu ptciowego
do doustnego podawania (kapsutka zelatynowa)

Sktadnik % wagowych (wzgledem
masy catej kompozycji)
1 2
DHEA 15,0
Uwodniona laktoza 70,0

27
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cd. tabeli
1 2
Skrobia 4,8
Celuloza mikrokrystaliczna 9,8
Stearynian magnezu 0,4

Inne SERM mozna podstawi¢ za EM-800 lub EM-01538 w powyzszych kompozycjach, jak tez
inne inhibitory sterydéw ptciowych mozna podstawi¢ za DHEA, EM-1304 lub EM-01474-D. Mozna
dotacza¢ wiecej niz jeden SERM lub wiecej niz jeden prekursor, w ktérym to przypadku potaczony
procent wagowy jest korzystnie procentem wagowym dla pojedynczego prekursora lub pojedynczego
SERM podanego w przyktadach powyzej.

Zastrzezenia patentowe

1. Kompozycja farmaceutyczna zawierajgca dehydroepiandrosteron, selektywny modulator re-
ceptora estrogenu i farmaceutycznie dopuszczalng zarébke, znamienna tym, ze zawiera

a) farmaceutycznie dopuszczalng zarobke, rozcienczalnik lub nosnik;

b) leczniczo skuteczng ilos¢ dehydroepiandrosteronu,

¢) leczniczo skuteczng ilos¢ pochodnej indolu o wzorze ogdélnym

X
Ra
N
R1
R N R,
2 Rs
Rﬁ
D

w ktorym D wybiera sie z grupy obejmujacej -OCH,CH,N(R;)Rg, -CH=CH-CON(R7)Rg, -CC-(CH,),-
-(R7)Rg, R7 i Rg niezaleznie wybrane z grupy obejmujacej C;-Cs alkil lub R;, Rg i atom azotu, z ktérym
sg zwigzane, razem tworzg strukture pierscieniowg wybrang z grupy obejmujacej pirolidyno, dimetylo-
-1-pirolidyno, metylo-1-pirolidynyl, piperydyno, heksametylenoimino i morfolino;

w ktérym X wybiera sie z grupy obejmujacej: atom wodoru i C;-Cg alkil;

w ktorym Ri, R,, Rs, R4, Rs5 i Rg wybiera sie niezaleznie z grupy obejmujacej: atom wodoru, hy-
droksyl, C;-Cg alkil i ugrupowanie przeksztatcane in vivo w hydroksyl.

2. Kompozycja farmaceutyczna wedtug zastrz. 1, znamienna tym, ze jako pochodng indolowg
zawiera zwigzek o nastepujgcym wzorze:
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3. Zestaw, znamienny tym, ze pierwszy pojemnik zawiera leczniczo skuteczng ilos¢ dehydro-
epiandrosteronu i obejmujacy drugi pojemnik zawierajacy leczniczo skuteczng ilos¢ pochodnej indo-
lowej, jak okreslono w zastrz. 1.

4. Zestaw wedtug zastrz. 3, znamienny tym, ze jako pochodng indolowa zawiera zwigzek o na-
stepujacym wzorze:

5. Zastosowanie dehydroepiandrosteronu do wytwarzania leku do leczenia lub zmniejszania ry-
zyka nabycia osteoporozy, w potgczeniu z leczniczo skuteczng iloscig pochodnej indolowej, jak okre-
$lono w zastrz. 1

6. Zastosowanie wedtug zastrz. 5, znamienne tym, ze jako pochodng indolowg stosuje sie
zZwigzek o nastepujacym wzorze:
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Liczba guzéw na liczbe majacych guzy szczurdéw
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Stezenie w osoczu DHEA (ng/ml)
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Stezenie w osoczu 5-diolu (ng/ml)
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Departament Wydawnictw UP RP
Cena 6,00 zt.
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