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Farmaceuticky prostiedek

Oblast techniky

Vynalez se tyka pouziti 7alfa-methyl-17alfa-ethinyl-
estranového derivéatu pro vyrobu farmaceutického prostredku

pro léceni atherosklerozy.

Dosavadni stav techniky

vyvoj atherosklerozy zadina soudasné& s hromadénim
cholesterolu v lipoproteinech cévnich stén s nadslednym vyvo-
jem mist s uloZenymi tuky, které Jsou pravdé&podobné nejcas-
néjsimi makroskopickymi podkozenimi a nachazeji se v intime
stén tepen jako mistni nahromadéni makrofagd, vyplnénych tu-
kovitymi latkami, jde o tzv. "p&nové bufiky". Tento postup se
mize rozvijet aZ do nekrozy pé&novych bunék a poskozeni endot-
helu mafe vést aZ k migraci bunék hladkych svalt a prolifera-
ci a ke tvorb& extraceluldrni matrice. Atheroskleroza Jje tedy
vysledkem interakce fady pun&&nych typd v cévni sténé, pri-
demZ vyvolavajici pricinou miZe byt zvySend koncentrace cho-
lesterolu v krevni plazmé& podle publikace Davies, M.J. a Wo-
olf N. "Atherosklerosis:what is it and why does it occur",
Brit. Heart J.,1993,69 (supl.)str.3-11.

Onemocn&ni koronarnich srde&nich cév CHD je dasledkem
atherosklerotickych pochodl ve sténé tepen. Je dobfe znamo,
e vyskyt CHD u zZen v reproduktivnim v&ku Jje daleko niZsi nezZ
1 muzt v obdobném vé&ku, riziko se vsak prudce zvySuje po

menopauze. '

Menopauza Jje spojena s velkym mnoZstvim vasomotoric-
kych, psychologickych a gynekologickych priznakd, z nichi
Zast je charakteristicka pro perimenopauzalni obdobi precho-
du. Bylo prokazano, e menopauza znamenad rizikovy faktor pro

n&kterad chronickd onemocnéni, Jako jsou osteoporoza nebo
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atheroskleroza. Predpokladad se, Ze tyto pfiznaky jsou vyvola-
vany v podstaté prudkym poklesem koncentraci estrogenﬁ,
-v1a&td estradiolu, estra-1,3,5 (10)-trien-3,17-diolu a také
estronu, 3-hydroxyestra-1,3,5 (10) -trien-17-onu. Z tohoto
davodu se lécba estrogeny, nahrazujici nedostatek tohoto hor-
monu v posledni dob& stédle vice uziva k zaébrané osteoporozy a
dal&ich nezadoucich priznaku v pfechodu a po ném. Mimo to se
uvadi, Ze také exogenni estrogen m& priznivy vliv na sniZeni
cholesterolu a lipoproteinti s nizkou hustotou v krevni plazmé
a také na zvyseni komplexu lipoproteindi s vysokou hustotou a
cholesterolu v plazmé&. Z téchto diivodd se u estrogen predpo-
kl14da celkovy ochranny ucinek proti tvorbe atherosklerotické-
ho poskozeni.

Podavani estrogend po menopauze vsak zvyduje riziko
hyperplazie endometria a endometrialniho karcinomu. Z tohoto
davodu se v posledni dobé& uzZiva kombinovaného podavani estro-
genu a progestagenu, ktery byl m&l toto riziko snizZit. Avsak
také progestagen miZe mit nesadouci uéinky, zejména na kon-
centrace lipoproteint v krevni plazmé, takZe antagonizuje
priznivé ucinky estrogentd na cévni steny.

Synteticky steroid, 7alfa-methyl-17alfa-ethinyl-
17beta-hydroxyestra-5(10)~en-3-on (Org OD-14,tibolon), vyra-
b&ny firmou Organon, Nizozemi mé& sou&asné slab& estrogenni,
progestogenni a androgenni vlastnosti a bylo prokazano, Ze
pri zlepdovani pfiznakll pfechodu Jje stejn& U¢inny jako estra-
diolvalerat nebo konjugované kohské estrogeny. Mimo to bylo
prokézano, Ze Tibolon pri dlouhodobém podavani zabrani vzniku
osteoporozy u Zen v menopauze podle publikace Hannover, N. a
dalsi, J.Clin. Endocrinology and Metabolism 1996, 81,
2419-2422.
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Mimo to byl sledovan také vliv uvedené latky na kon-
centraci lipoproteind v plazmé. V prvni radé pokusl byl Tibo-
lon podavéan 6 mé&sicu za sou&asného sledovani koncentrace cho-
lesterolu, celkového mnoZstvi glyceridll nebo LDL- a HDL cho-
lesterolu a podle prvnich vysledkd nebyly G&inky vyznamné,
aviak nebyly také pozorovany 34dné negativni vedlejsi Gc&inky,
zejména pokud jde o rozvoj CHD. Slou&enina byla proto povazo-
védna za pouZitelnou alternativu pfi hormonadlnim léceni Zen po
prechodu podle Maturitas, sv.8, &.4,1986, str.327-334. Poku-
sy s dlouhodobym vlivem Tibolonu na metabolismus lipidd po-
tvrdily tyto vysledky podle Maturitas, sv.12, &.1,1990,
str.37-42. Dal3i studie kladou duraz na negativni udinek Ti-
bolonu na koncentraci HDL, tento pokles je spojen se zvysenym
rizikem CHD, av3ak popisuji takeé pfiznivy G¢inek na pokles
lipoproteint Lp{(a), ktery podle autorl miZe vyrovnat riziko,
spojené s pouZitim Tibolonu podle Acta Endocrinologica,
sv.128,1993,str.259-262 a Fur.J.Clin. Chem. Clin.Biochemn.,
sv.31,1993,str.645-650.

Lp(a) je lipoprotein, bohaty na cholesterol a podobny
DL, ktery v3ak je u v&t3iny jednotlivcl pfitomen pouze ve
stopovém mnoZstvi. Osoby, které majil zvysSenou koncentraci
t&chto latek nad 300 mg/l maji take vysoké riziko CHD, takiZe
uvedena latka je nezavislym rizikovym faktorem pro CHD.

Dlouhodobé lé&eni Tibolonem a jeho vliv na HDL Je
v&ak moino povazovat na. méné priznivy vzhledem k onemocnéni
srdce a cév neZ léceni estrogeny podle Riggs, B.L., J.Clin.
Endocrinology and Metabolism, 1996, 81, 2417-2418.

Nyni bylo zcela neotekavand zjidté&no, Ze prekursory

Tibolonu a n&které jeho metabolity maji vyznacéné
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protisklerotické vlastnosti. Tyto vlastnosti Jsou pfitom da-
leko vice vyjadfeny nez vlastnosti 17beta-estradiolu v tomtéz
smyslu.

Podstata vynadlezu

Podstatu vynélezu tvori pouziti 7alfa-methyl-17alfa-

ethinylestranovych derivat® obecného vzorce I
OR32

namiC=CH

R, ""CHS

kde

R, znamend H(OR;) nebo atom kysliku,

R, znamend atom vodiku nebo acyl o 1 aZ 18 atomech
uhliku a

R, znamend atom vodiku nebo acyl o 1 aZ 18 atomech
uhliku,

pferudovana &4ra znamenad dvojnou vazbu v poloze
4,5-nebo v poloze 5,10-,

pro vyrobu farmaceutického prostfedku pro prevenci
nebo 1lé&eni atherosklerozy.

Sloudeniny obecného vzorce I a sv1lasté ty latky, v
nich# R, znamena atom vodiku, hydroxyskupinu nebo atom kysli-
ku a zejména ty sloudeniny, v nichZ R, znamend atom vodiku a
dvojné vazba se nachazi v poloze 5,10-, s vyhodou ty latky, v
nichZ R, znamena atom kysliku, R, znamena atom vodiku a dvoj-
na vazba se nachdzil v poloze 5,10- (Tibolon, Org OD-14) maji

velmi vyjédrenou atheroprotektivni uacinnost.
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Vhodnymi derivaty uvedeného typu obecného vzorce I,
které je moZno podle vynalezu pouzit jsou napriklad 7alfa-me-
thyl—l?alfa—ethinyl—l7beta—hydroxyestra—5(10)—en—3—on(0rg OD-
14, tibolon),7alfa—methylf17alfa—ethinylestra—5(10)—en—3alfa,
17beta-diol, 7alfa—methyl—17alfa—ethinylestra—5(10)—en—3beta,
17beta-diol, 7alfa—methyl—17alfa—ethinyl—l7beta—hydroxyestra—
4-en-3-on a estery t&chto latek. Vyhodnymi derivaty jsou Ti-
bolon a 7alfa—methyl—17alfa—ethinylestra—5(10)—en—3alfa,17
peta-diol, zvla3té vyhodnym derivatem je Tibolon.

Pod pojmem acyl se rozumi acylova skupina, odvozena
od organické karboxylové kyseliny, obsahujici 1 aZ 18 atoml
uhliku. Jako pfiklady téchto karboxylovych kyselin je mozZno
uvést kyselinu mravendi, octovou, propionovou, méselnou, iso-
maselnou, trimethyloctovou, valerovou, kapronovou, kaprino-
vou, undecylenovou, laurovou, palmitovou, olejovou, fenyloc-
tovou, fenylpropionovou, benzoovou, fumarovou, maleinovou,
jantarovou, citronovou. Vyhodnymi acylovymi skupinami jsou
ty, které obsahuji 1 aZ 6 atom uhliku, nejvyhodnéjsi je
acetyl.

Derivaty obecného vzorce I Jjsou znamé slouceniny.
Tyto latky je mozno pfipravit napriklad zplsobem popsanym Vv
US 3340279 a US 4701450 pro Tibolon.

Pouziti slou&enin uvedeného typu nevede pouze k vy-
lougeni negativnich kardiovaskuldrnich vedlejdich ucinkd pfi

nadhradé hormontl, jak by bylo moino se domnivat z literdrnich

tudaja, tyto latky maji zcela neo&ekavany, vyznamny a pfiznivy

ochranny G&inek proti atheroskleroze. Popsané

7alfa—methyl—17alfa—ethinylestranové derivaty a farmaceutické

prostfedky s jejich obsahem tedy maji pfriznivy vliv na
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hromadéni cholesterolu v cévni sté&né& 1 na pokrodilejsi posko-
zeni cév.

Tyto primé uéinky na cévni sténu bylo moZno prokazat
na obecné& uznavaném modelu atherosklerozy u kralikd. Na tomto
modelu byl oproti ocekavani vzhledem ke slabé estrogenni G-
&innosti té&chto latek prokézan znalny a nepfedpovidatelny
silny atheroprotektivni U&inek 1 ve velmi malych davkéach,
prigem? tento Gcinek byl daleko siln&j3i neZ obdobny ucinek
17beta-estradiolu.

Pfestore uvedené latky mohou narozdil od estradiolu
snisovat v krevni plasmé& koncentraci lipoproteinl typu Lp(a),
nemiize to byt vysvétlenim pro tak vyjad¥eny atheroprotektivni
G&inek. Na rozdil od &lovéka neni u krélika v plasmé vibec
pfitomen lipoprotein typu Lp(a), protoZe u kralika nedochézi
k jeho tvorbé& podle Science, sv.246,1989, str.904-910. Silny
ochranny u&inek té&chto latek proti atheroskleroze musi byt
tedy u kréalika nezadvisly na ué¢innosti na koncentraci Lp(a). 2
toho je zrejmé, v pripadé, Ze u &lovéka navic dochézi ke sni-
Seni koncentrace lipidu Lp(a), ktery hraje pridatnou roli pri
vzniku atherosklerozy, m&l by byt u &lové&ka ulinek jesté sil-
n&j3i neZ pozorovany ucinek u kraliku.

17alfa-methyl-17alfa-ethinylestranové derivéty obec-
ného vzorce I tedy maji silny ochranny ucinek proti athe-
roskleroze a jde tedy nejen o pouZitelnou latku pfi ndhradeé
hormont v prib&hu pfechodu a po ném, nybrz také o latku,
vhodnou k lé&eni atherosklerozy u savcy, zv1asdté Clovéka, a
to u musn i Zen jakéhokoliv stari. Mimo to je mozZno uvedené
latky pouzit i preventivné k zdbrané vzniku atherosklerozy.

Uvedené latky je moZno pouZit samostatné nebo v kom-

binaci s jednou nebo vétZim poltem latek s podobnym Gc¢inkem
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za pfedpokladu, Ze nedochézi ke vzajemnému nepfiznivému o-
vlivnéni téchto latek. Kombinaci latek vidy musi urcit odet-
fujici lékar.

Derivaty obecného vzorce I je mozZno podavat enterdlné
nebo parenteraln&, u Cloveéka se bude denni déavka pohybovat v
rozmezi 0,05 a% 10 mg, s vyhodou 0,1 az 2,5 mg.

Denni davku je moZno podat najednou nebo rozdélené
naptfiklad perordln&, rektalné, pod jazyk, nosni sliznicil nebo
pokoZzkou, napfiklad ve formé nédplasti s transdermdlnim ucin-
kem nebo ve form& krému. S vyhodou se celéd denni davka podava
najednou peroralné. Je také moino pripravit prostredky s
dlouhodobym rizenym uvolnénim a&inné latky. Tyto prostredky
se s vyhodou podavaji ve formé podkozZniho implantéatu.

Farmaceuticky prostfedek pro pouziti podle vynalezu
je moZno pfipravit b&Znymi postupy, popsanymi napriklad ve
standardnich publikacich Gennaro a dalsi, Remmington’s Phar-
maceutical Sciences, 18.vydani, Mack Publishing Company, 1990,
naptf. &a&st 8: Pharmaceutical Preparations And Their Manufac-
ture. P¥i vyrobé& farmaceutickych prostrfedkd tohoto typu se
derivaty obecného vzorce I nebo jejich farmaceuticky pfija-
telné soli misi s farmaceutickym nosiem nebo se v ném roz-
poudté&ji. Jako priklady vhodnych lékovych forem je mozZno u-
vést tablety, pilulky, cipky, kapsle, mikrokapsle, prasky,
emulze, krémy, mazani, suspenze, roztoky, implantdty nebo
spreje. A

pP¥ikladem farmaceuticky pfijatelnych nosicld mohou byt
gkroby, jako bramborovy nebo kukufiény &krob, cukry, napfi-
klad laktoza, kluzné latky, napfiklad stearan hofeénaty, po-
jiva, jako amylopektin nebo polyvinylpyrrolidon, dale voda,

alkohol, glycerol a jeho derivaty, rostlinng, zivoc&isdné a
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mineralni oleje a tuky, alifatické alkoholy, silikony, poly-
alkylenglykoly, derivaty celulozy, oxid kfemicity, dispergac-
ni &inidla, emulgatory, smacedla, antioxidaéni &inidla, bar-
viva a konzervadéni prostfedky. Zasadné je moZno pouzit jaky-
koliv b&iny farmaceuticky nosic¢, ktery neovlivni nepfiznivé
G&innou latku.

Farmaceutické prostfedky s obsahem vyhodného derivatu
obecného vzorce I, to znamena 17alfa-methyl-17alfa-ethinyl-17
beta—hydroxyestra—S(lO)—en—3—onu (Org OD-14, Tibolon) se s
vyhodou pfipravujil pri pouziti ciste monoklinické krystalické
formy (P2,) této latky vzhledem k lep3i stalosti, biologické
dostupnosti a skladovatelnosti této formy. Priprava a zpraco-
vani tohoto monoklinického derivatu na farmaceuticky prostre-
dek byla popsana v EP 389035.

Praktické provedeni vynédlezu bude osvétleno nasledu-
jicimi priklady, které vsak nemaji slouZit k omezeni rozsahu

vynéalezu.

P¥iklady provedeni vyndlezu

Atheroprotektivni vlastnosti 17alfa-methyl-17alfa-et-
hinylestranovych derivatd vzorce I byly prokdzany na kralicim
modelu, pfi némZ se kralikum podéva cholesterol a stanovi se
4&innost sledovanych latek na vznik atherosklerozy u krali-
&ich samic po vynéti vajecnikld. Tento model odpovidd vzniku
choroby u ¢lovéka vzhledem k tomu, Ze buné&lné zmény, které
vznikaji u kralika v pribéhu tohoto pokusu jsou obdobné zmé-
nam, které je moZno pozorovat v riizném stupni atherosklerozy
srdeénich cév. Jediny rozdil spociva v tom, Ye u kralika ne-
dochazi ke tvorb& lipoproteinu Lp(a) a proto se tato latka u
kralika v plasmé& nevyskytuje.

Priklad 1
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Tablety se pfripravuji ze zdkladniho granulatu, obsa-
hujiciho 100 mg laktozy na tabletu a 10 mg su3eného bramboro-
vého &krobu na tabletu. Zékladni granulat se pripravi smise-
nim laktozy s &asti 3krobu. Zbytek Skrobu se zpracuje na sus-
penzi s vodou a prida se ke smé&si. Vyslednd sm&s se granuluje
a su3i. Tento zékladni granulat se smisi s 0,2 mg askorbyl-
palmitidtu na tabletu a bud s 2 nebo 6 mg Tibolonu na tabletu
nebo se 4 mg l7beta-estradiolu na tabletu, smé&s se protlaci
sitem, pfida se 0,5 mg stearanu hofednatého na tabletu a smes
se zpracuje na tabletu.

Priklad 2

Pokus byl proveden na 7 skupinach sexualné& zralych
dosud nebfFezich samic bilych kraliku New Zealand White
(Harlan, Zeist, Nizozemsko) ve sta#i 7 az 9 mé&sicl s hmotnos-
ti priblizn& 3 kg, pocet krédlika ve skupin& byl 13 az 14. V
prubé&hu aklimatizace bylo kréalikum podavano b&iné dodavané
krmivo LKK20 (Hope Farms, Woerden, Nizozemi). 3 tydny pfed
zahdjenim pokusu byla svitata anestetizovana a byly vynaty
oba vaje&niky (OVX) nebo byla provedena simulovana operace.
Po 3 tydnech na zacatku pokusu byly kréali¢i samice nédhodné
rozd&leny do skupin. U v3ech zvifat byla provedena deendothe-
lializace segmentu levé krkavice pfi pou?iti suSeni vzduchem
zpisobem podle publikace Fishman, J.A. a dal3i, Endothelial
regeneration in the rat carotid artery and the significance
of endothelial denudation in the pathogenesis of myointimal
thickening, Lab. Invest, 1975,32,339-351 a Lafont, A. a dalsi,
Restenosis and experimental angioplasty: Intimal, medial and
adventitial changes associated with constructive remodeling,

Circulation Research, 1995, 7o, 996-1002.
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7vitata byla ndhodn& rozdélena do 7 pokusnych skupin.
Skupinédm bylo podavano atheroéenni krmivo, a to bé&zZné dodava-
né krmivo pro kraliky LKK20, obohacené 0,4 g cholesterolu,
3,75 g kokosového oleje a 3,75 g aradidového oleje na 100 g.
Jedné ze skupin bylo pddévéno neobohacené krmivo LKK20. Pri-
jem krmiva byl omezen na 80 g denn&. U&inné latky byly poda-
vany denné perordlné ve formé tablet, pripravenych podle pri-
kladu 1, jak je uvedeno v tabulce I. Skupindm 1,2 a 3 bylo
denné podavano placebo. Skupindm 4 a 5 byl podavan
7alfa—methyl~l7alfa—ethinyl—17beta—hydroxyestra—S
(10) ~en-3-on v davce 6 nebo 2 mg denné, skupin& 6 byl podavan
17peta-estradiol v davce 4 mg denné& a skupiné& 7 byl podévan
17beta-estradioldekanocat v davce 150 mg v 1 ml. ara$idového
oleje podkoZné 1x tydné.

V pribé&hu pokusu byly odebirany krevni vzorky z cent-
ralni udni tepny po podani uklidnujiciho prostfedku Hypnorm v
ddvce 0,1 ml i.m. (Janssen Pharmaceutics, Beerse, Belgie)
pfed podénim ucinné latky v tydnech 4,8,12,16 a 20 ke sledo-
vani koncentrace cholesterolu v krevni plasmé a v tydnu 17 ke
sledovani koncentrace estradiolu nebo Tibolonu v krevni

plasme.

20 tydnt po zalatku pokusu byla zvifata anestetizova-
na prostfedkem Hypnorm v davce 0,5 ml/kg i.m. Po odebrani
krve byli kralici vykrvaceni a byl odebran oblouk aorty, dé-

loha a krkavice pro dalsi analyzu.

Tabulka I provedeni pokusu
Skupina n O3etreni® Davka Krmivo OVX

1 14 Placebo cholesterol ano




10

15

20

25

30

11

2 13 Placebo cholesterol ne

3 13 Placebo normalni ano

4 14 Org OD1l4 6 mg cholesterol ano

5 13 Org 0OD1l4 2 mg cholesterol ano

6 E2 14 Estradiol 4 mg cholesterol ano

7 E2D 14 Estradiol- 150,ug cholesterol ano
dekanodt

x znamena, Ze davky byly poddny peroralné azZ na

skupinu 7, jiZz byla davka podéna podkoZné 1x tydné.

Priklad 3

Krom& pokust v prikladu 2 byly provedeny jesté 2 dal-
51 pokusy s dvéma niz8imi davkami Org OD1l4 a s vys$si davkou
estradioldekanodtu. Tyto skupiny byly spolu se skupinou, Jjiz
bylo podavano placebo a s kontrolni skupinou zafrazeny do po-
kusu s uhrnem 5 skupinami, jak je shrnuto v tabulce II. Jinak
byl postup totoZny s postupem Vv prikladu 2.

3 tydny pfed zacatkem pokusu byly zvifatlm odstranény
vaje&niky. Na za&atku pokusu byla krkavice zbavena endothelu
susenim vzdudech. Misto bé&Zného krmiva bylo podavano athero-
genni krmivo s vyjimkou kontrolni skupiny, které bylo podava-
no normadlni krmivo. ’

U&inné latky byly podavany skupinam 1,2,3 a 4 denné
peroraln& ve formé& tablety, pfipravené podle prikladu 1. Dav-
ky Org OD14 na tabletu v3ak byly 0,6 mg a 0,15 mg. Skupiné 5
bylo podano 300 mikrogramud 17beta-estradioldekanodtu v 1 ml
aradidového oleje podkoZné 1x tydné.

20 tydnt po zadatku pokusu byl pokus ukonen stej-
nym zpQsobem jako v prikladu 2.




10

15

20

25

30

12 .:. O.. [ ]

Tabulka 2: provedeni pokusu

Skupina n O8etfeni® Davka Krmivo OVX

1 22 Placebo cholesterol ano

2 13 Placebo normalni ano

3 13 Org OD1l4 0,6 mg cholesterol ano

4 11 Org ODl4 0,15 mg cholesterol ano

5 E2D 14 Estradiol- 300,ug cholesterol ano
dekanoat

% znamena, Ze u&inné latky byly podény peroradlné s
vyjimkou skupiny 5, jiz byla G&inna latka podavana podkoiné

1x tydné.

Vyhodnoceni atherosklerozy

A ProuzZzky tuku

Oblouk aorty byl vyjmut, podélné rozfiznut a fixovan
ve 2% paraformaldehydu. Pak byly tkané barveny na lipidy pri
pouziti 0,3% sudanové Cerveni. Pro vsechny Useky byly prove-
deny barevné fotografie. Pak byo analyzou ziskanych obrézku
vyhodnoceno pfekryti oblouku aorty tukovymi prouZky v %
(Context Vision Systems AB, Linkdping, Svédsko).

B: stanoveni cholesterolu v cévni sténé

Po provedeném méfeni tukovych prouzku byl oblouk aor-
ty homogenizovan pomoci ‘zafizeni Mikro-Dismembrator, (B.Braun,
Melsungen, SRN) a pak byly extrahovany lipidy zplsoben podle
publikace Bligh a Dyer,'Can.J.Biochem. Biophys, 1959,
37,1911-1917. Celkové mnoZstvi cholesterolu, extrahované smeé-
si chloroformu a methanolu bylo po odpafeni této smé&si pod
dusikem a rozpudténi v methanolu stanoveno enzymaticky prfi
pouziti postupu CHOD-PAP (8islo katalogu 1442341, Boehringer

Mannheim, SRN) a vyhodnoceno spektrofotometricky pri vlnové
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délce 500 nm. MnoZstvi bilkoviny ve tkéni bylo stanoveno zpU-
sobem podle Lowryho.

C: 7Ztlustdni intimy po odstranéni endothelu

Leva krkavice, vysudena pomoci vzduchu byla odstrané-
na a fixovana ve' 2% paraformaldehydu s obsahem 6,8 % glukozy.
Prava krkavice slouZila jako srovnani. Po fixaci byly tkéané
rozd&leny na bloky s délkou 2 mm a zality do parafinu Para-
plast plus, (Sherwood Medical Co,St. Louis, USA) pfi pouziti
automatického zarizeni pro zpracovani tkani (Hypercenter XP,
Shandon) .

Aby bylo mo¥no mé&Fit ztludténi intimy analyzou foto-
grafii, bylo vyvinuto specifické barveni a v souvislosti s
nim i specificka analyza obrazkil. M&reni bylo provadéno na
pfi&nych rezech s tloustkou 2 mikrometry po pusobeni elastazy
(Serva Feinbiochemica Gmbh, Heidelberg, SRN) pred barvehim
elastinu Lawsonovym roztokem (Boom, Meppel, Nizozemi) a své-
tlou zeleni (Sigma).Po sobé& nasledujici fezy byly ususeny na
vzduchu a upevnény do Pertexu (Leica Gmbh, Nussloch, SRN).

Pro morfologické sledovani byly pricné rezy s tloust-
kou 2 mikrometrd barveny jak smési methylenové modfi a azuru
II, tak sm&si hematoxylinu a eosinu. Bufiky hladkych svall a
makrofagy byly prokazovany prisluinymi alfa-actinovymi proti-
latkami (Sigma) a protilétkami proti makrofagtm (RAM 11, DA-
KO, Glostrup, Dansko). Pro detekci véazanych protilatek byly
pouZity konjugovane sekgndérni kozi protilatky pro my$im tka-
nim (Aurion, Wageningen, Nizozemi) a imunitni zkousky s pro-
tilatkami vazanymi na smé&s zlata a st¥ibra (SilvEnhance-LM
Kit, Zymed).

Obrazy jednotlivych fezl byly ziskany pri pouZiti

Gernobilé videokamery (MX-5, Adimec Image Systems BV,
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Eindhoven), upevné&né na své&telny mikroskop (Axioplan, Zeiss,
Jena, SRN). Obraz videokamery byl digitalizovén a ztluSténi
intimy bylo mé&feno pomoci poloautomatickéhobanalyzétoru obra-
zu (Context Vision Systems AB, Linkdping, Svédsko) .

Ke statistickému vyhodnoceni byly udaje vyjadreny
jako prim&r spolu se smérodatnou odchylkou, pokud neni uvede-
no jinak. Bylo uzito analyzy variance (ANOVA). Udaje byly
transformovany logaritmicky k normalizaci variaci. Za statis-

ticky vyznamnou je povazZovana hodnota P men$i nez 0,05.

vysledky (pfiklad 2, tabulka III)

Po 20 tydnech podévénibobohaceného krmiva pri dennim
podavani G&¢innych latek byla provedena nekropsie ke stanoveni
nahromadé&ni cholesterolu a tukovych prouzkl v oblouku aorty a
smén v krkavici. Mimo to byla sledovana hmotnost d&lohy. Vy-
sledky jsou uvedeny v tabulce III.

Nebylo moZno pozorovat Zadné statisticky vyznamné
rozdily u zvifat s odstranénymi vaje&niky ve skupiné 1 a u
zvirat JiZ byly vajecniky ponechany ve skupiné 2. To po-
tvrzuje, Ze 1 u samic kradlika s pfitomnYmi vajelniky je endo-
genni koncentrace estradiolu v plasmé nizka.

Po perorédlnim podadni 4 mg l7beta- estradiolu denne ve
skupin& 6, E2 bylo dosaZeno 1 hodinu po podani nejvy3si kon-
centrace estradiolu v plasm& 238 pg/ml, tato koncentrace kle-
sla po 24 hodinach na 18 pg/ml. PodkoZné& podavany estradiol-
dekanoat v davce 150 mikrogrami tydné ve skupiné& 7, E2D za-
jistil stéalou koncentraci estrogenu pribliZné& 60 az 70 pg/ml
v prtb&hu dne. Tyto koncentrace prokazuji, Ze pri obou zpuso-
bech podévani estradiolu je mozZno zajistit jeho G&innou kon-

centraci v krevni plasmé.
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P#i prepodtu na energeticky prijem je mozno oCekavat,
Ye u kralika je peroralni davka 4 mg estradiolu pfiblizZné
odpovidajici davce 6 mg Org ODl4. Mé&reni koncentrace v plasmé
kralika prokézalo, Ze Org OD14 v davce 6 mg denné& zajisti
koncentraci této latky v plasm&, kterd je srovnatelna s kon-
centraci, kterou je moZno dosdhnout u clovéka pri klinické
davce 2,5 mg této latky.

Pri podévéni 2 a 6 mg Org OD14 denné bylo moZno pozo-
rovat v dtsledku estrogenniho u&inku zvyZeni hmotnosti délohy
obdobné& jako pfi podavéni estradiolu EZ nebo E2D, coZ po-
tvrzuje, e davky jsou ekvivalentni.

Pfes tuto srovnatelnost ﬁéinnosti’estrogenu a Org
OD14 na d&lohu jsou u¢inky na hromadéni cholesterolu v aorteé
a na poskozeni aorty u obou typtd latek rozdilné. Podavani
17peta-estradiolu E2 nevedlo ke sniZenému hromadéni choleste-
rolu, po podadvani l7beta-estradioldekanoatu ED2 do3lo ke sni-
Seni nahromad&ni cholesterolu v oblouku aorty o 46 %, kdezZto
podavani Org ODl4 zcela zabréanilo ukladani cholesterclu do
oblouku aorty v obou koncentracich.

17peta-estradiol E2 a l7beta-estradioldekanoadt EZD
neovlivnily koncentraci cholesterolu v plasmé&, kdeZto Org
OD14 tuto koncentraci u&inné sniZuje.

Tvorba tukovych prouZkid v oblouku aorty byla po poda-
vani estrogent jen mirné sniZena, kdeZto po podavani Org 0OD14
dodlo k tém&% Uplné prevenci tvorby tukovych prouzkl v této
oblasti.

17peta-estradiol E2 nem&l ¥&dny vliv na tvorbu zavazi-
néjsich poskozeni cév po mechanickém odstranéni endothelu,
kdesto 17beta-estradioldekanoat E2D tvorbu téchto poskozeni

snisoval. Histologické sledovani prokazalo, Ze po podavani
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placeba pokusnym zvifatim s cholesterolem v krmivu se poSko-
zeni projevovalo pritomnosti buné&k hladkych svalu a pénovych
bun&k, kdeZto u zvifat, jimZ bylo podavano béiné krmivo byly
v podkozenych oblastech pozorovany pouze buﬁky'hladeCh‘sva—
1. PT¥i histologickém sledovani zvirat, lécenych E2D bylo
prokdzéno, Ze po3kozend mista rovné&Z obsahuji bunky hladkych
svalll a pénové bufiky. Po podéni Org OD14 vSak do3lo k ucinné
inhibici tvorby takového podkozeni. Rozsah poSkozeni byl do-
konce ni#&i neZ u zvirat kontrolnich, jimZ bylé podavano béz-
né krmivo a mimo to bylo moZ¥no v podkozenych oblastech nalézt

pouze butiky hladkych svald.

Vysledky (pfiklad 3, tabulka IV)

V pfikladu 2 bylo prokézéno, Ze davka 2 a 6 mg Org
OD14 u kralikl G&inné& zabrani tvorbé& atherosklerotického po-
Skozeni. Tento u&inek byl zcela neolekadvan& daleko vy35i neiZ
G&inek estradiolu nebo estradioldekanoatu, i kdyZ estrogenni
G&inek na d&lohu byl pribliZné& stejny. V pfikladu 3 byl poda-
van Org OD14 ve dvou niZ8ich davkach 0,6 a 0,15 mg peroralné
1x denn&, estradioldekanoat byl podavén ve vySsi davce 300
mikrogramd podkoZné 1lx tydné. Ulelem bylo nalézt davku Org
OD14 s pfibliZné stejnym antiatherosklerotickym G&inkem, jaky
je moZno prokdzat pro estradioldekanoat.

vysledky prokazuji, Ze Org ODl4 v davce 0,6 mg stale
jedté tém&¥ uplné brani vzniku atherosklerotického podkozeni.
Dvakrat vyssi davka estfadioldekanoétu (ve srovnani s tabul-
kou III) stale jedt& pouze Castelné zabrani tvorbé takového
podkozeni.

Davka v rozmezi 0,60 aZ 0,15 mg Org OD1l4 bude mit

pribliZné& stejny Glinek jako 300 mikrogrami
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estradioldekanocatu. U&inek na dé&lohu je vSak zcela odlisny.
Hmotnost dé&lohy se zvysila z 0,054 na 0,132 g, tzn. na 144 %
v pfipad& Org OD14, kdeZto v pripadé estradioldekanoatu se

%

hmotnost dé&lohy zvysila na 0,505 g, to znamend vzestup 835 %.

Zavéry:

Vysledky z pfikladu 2 prokazuji, Ze l7beta-estradiol,
17beta-estradioldekanodt a Org OD14 jsou v klinicky ekviva-
lentnich davkach pfibliZn& stejné Ucinné na ruast délohy u
kralikt, avsak u&innost OD 14 na cholesterol v plasmé é na
jeho hromad&ni v aorté je daleko vyjadfen&jsi.

Jak je zfejmé z prikladu 3, davka 0,60 aZz 0,15 mg Org
OD14 m& pfribliZné& stejnou antisklerotickou G¢innost jako 300
mikrograml estradioldekanodtu, to znamena ucinek 10x aZ 40x
vy&3di, kdeito estrogenni ulinek je daleko vyjadrenéjsi u es-
tradioldekanodtu. Je tedy zfejmé, Ze Org OD14 je klinicky

u&inny pro prevenci i léCenl atherosklerozy.
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Tabulka III: V1iv riznych latek na atherosklerotické zmény, Vyv
v aortalnim oblouku a na krkavici a vliv na dalsi metabolické hodnoty 20

olané atherogenni stravou

tydnd od zalatku pokusu _

10

15

20

30

 Kontrola Placebo Org OD14 Org OD14 Estradiol Estradiol
dekanoat
skupina 3 Skupina 1 Skupina 4 Skupina 5 Skupina 6 Skupina 7
Podet kralikul 13 9 13 12 13 11
2831150 2683 £ 95 2758 £ 41 2815 £ 50 2831 £ 58 2973 £ 52
Hmotnost v g
T 0.08 £0.01 0.09 10.01 0.24 £0.06 * 0.29 +0.03* 0.31 £0.02* 0.37 £0.04*
Hmotnost délohy na
100 g hmotnosti
Pramér konc.cholestero- 1.0£0.1 26.9£3.3 11.2£1.5 8.0£1.3 27,7128 30.03.7
:1u mmol/1l/den
- * +126 52+9°* *
Cholesterol v oblouku 4525 590 £1 * 6111 521199 318+ 58°
aorty nmol/mg bilk.
0.3x02* 345168 13+08" . Tt +
Plocha tukovych pruhu 14107 25.5%5.2 2811441
v oblouku aorty %
. ] - 10.2220.03"° 0.4410.10 0.13+0.03* 0.14+0.02* 0.30 £ 0.06 0.23 £ 0.06*
vétsi poskozeni Kkrkavi-
ce Eam intimy
% p je ni¥3i ne¥ 0,05 ve srovnani s placebem (skupina 1)
Ly e}
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Tabulka IV: U&inek 0,6 a 0,15 mg Org OD 14 peroralné jednou dennd u kralika ve srovnani s dvoj-

ug podkoZn& jednou tydné na zmény, vyvolané
m krkavici a na metabolické hodnoty

nasobnou davkou estradioldekanodtu 300
atherogenni stravou u kralikt na oblouk
20 tydnl od zadatku pokusu

aorty,

Org OD14

Kontrola Placebo Org OD14 Estradiol
0.6 mg 0.15 mg dekanoat
Poet kralikd & 22 13 1" 14
2869 38 2882 £ 73 3008 £ 68 2850 £ 42 3093 £ 60
Hmotnost v g 8
0.051 £0.009 0.054 £0.007 0.224 £0.016* | 0.132£0.013* | 0.505 £0.076*
Hmotnost délohy
na loo g hmotnosti .
Ce : 1.3+04° 389125 128t1.2* 207 15" 23.0+20"
Primér konc.choleste-~
rolu mmol/1l/den’
Cholesterol v oblouku 5149° §36 £ 53 7+23* 297 £ 67 * 225+69*
aorty nmol/mg bilk. .
“Plocha tukovych pruna | 0E07 419128 59+24 235£53° 14.2£3.2*
v oblouku sorty %
e . . 0.0 . .
<mwwwmcowWomm:H Krkavie 0.13+£0.02 0.31 £ 0.07 0.14 £ 0.01 0.24 £ 0.05 0.18 £ 0.02°*
ce mm intimy
* p Je nizsi nez 0,01 ve srovnani s placebem (skupina 1)
© 2 3 ~ Q @

i e i e e o i T S T
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PV 315099
PATENTOVE NAROKY
1. Pouriti Jalfa-methyl-l7alfa-ethinylestranového derivatu
obecného vzorce I ORj,
=CH

Ry
kde

R, znamena H(OR;) nebo O,

R, znamend vodik nebo acyl o 1 az 18 atomech uhliku,

R, znamena vodik nebo acyl o 1 a? 18 atomech uhlikuy,
prerudovand Cara znamena dvojnou vazbu v poloze 4,5-nebo v
poloze 5,10-,

pro vyrobu farmaceutického prostfedku pro profylaxi nebo

lé&eni atherosklerozy.

2. Pouziti podle naroku 1, pfi némzZ R, znamend atom vodi-

ku, hydroxyskupinu nebo atom kysliku.

3. Pouziti podle naroku 1 nebo 2, pfi némZ R, znamena atom
vodiku a prerudovanad ¢ara znamend dvojnou vazbu v poloze

5,10-.

4. Pouz?iti podle nadroku 1, pfi némZ se jako
7alfa—methyl—17alfa—ethihylestranovy derivat vzorce I uiije

7alfa—methyl~17alfa¥ethinyl—17beta—hydroxyestra—5(lO)-en—3—on.
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Zptsob inhibice tvorby atherosklerotického poskozeni,

vyznadcujici se ¢t i m, ?e se savcum poddva o-

chranné mnoistvi l17alfa-methyl-17alfa-ethinylestranového de-

rivatu obecného vzorce I OR3.

kde

CH3

I -nanlc =CH

Ry MCHy  F

R, znamend H(OR;) nebo O,

'R, znamena vodik nebo acyl o 1 aZ 18 atomech uhliku,

R, znamend vodik nebo acyl o 1 aZz 18 atomech uhliku,

prerudovand Cara znamena dvojnou vazbu v poloze 4,5-nebo Vv

poloze 5,10-.

6.

t i m,

Zzptsob podle naroku 5, vy z n a Eujici se

>e se udinnad latka podava clovéku.

Zastupuije
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