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Beschreibung

QUERVERWEIS

[0001] Diese Anmeldung beansprucht den Zeitrang der vorläufigen US-Patentanmeldung Nr. 61/602,489, ein-
gereicht am 23. February 2012, die durch Bezugnahme in ihrer Gesamtheit aufgenommen ist.

HINTERGRUND DER ERFINDUNG

[0002] Krebsmetastasierung ist die primäre Ursache von Rezidiv nach Operation oder nach Therapie bei
Krebspatienten. Knochenmetastasen oder metastasierende Knochenerkrankung, eine Klasse von Krebsme-
tastasen, die innerhalb der Krebsmetastasierung aus Invasion des Knochens durch den Primärtumor resultiert,
ist zum Beispiel eine der am häufigsten Metastasierungen von verschiedenen Krebsarten des Menschen (z. B.
von Brust-, Lungen-, Prostata- und Schilddrüsenkrebs). Das Auftreten von Knochenmetastasen verursacht be-
trächtliche Morbidität aufgrund von hartnäckigem Schmerz, hoher Anfälligkeit gegenüber Frakturen, Nerven-
kompression und Hyperkalzämie. Krebsmetastasierung verbleibt trotz intensiver Bemühungen zur Entwicklung
von Behandlungen im Wesentlichen gegenüber Therapie refraktär.

ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

[0003] In einem Aspekt stellt hierin bereit zum Behandeln einer Erkrankung oder eines Zustandes, der mit
Knochenmetastasierung in einem Subjekt assoziiert ist, umfassend das Verabreichen einer therapeutisch wirk-
samen Menge einer Cyclohexenonverbindung an ein Subjekt, das dieser bedarf, wobei die Verbindung die
Struktur aufweist:

wobei jedes von X und Y unabhängig voneinander Sauerstoff, NR5 oder Schwefel ist;
R ein Wasserstoff oder C(=O)C1-C8-Alkyl ist;
jeder von R1, R2 und R3 unabhängig voneinander Wasserstoff, Methyl oder (CH2)m-CH3 ist;
R4 NR5R6, OR5, OC(=O)R7, C(=O)OR5, C(=O)R5, C(=O)NR5R6, Halogen, 5 oder 6-gliedriges Lacton, C1-C8-
Alkyl, C2-C8-Alkenyl, C2-C8-Alkinyl, Aryl, Glucosyl ist, wobei das 5 oder 6-gliedrige Lacton C1-C8-Alkyl, C2-C8-
Alkenyl, C2-C8-Alkinyl, Aryl, und Glucosyl gegebenenfalls mit einem oder mehreren Substituenten, ausgewählt
aus NR5R6, OR5, OC(=O)R7, C(=O)OR5, C(=O)R5, C(=O)NR5R6, C1-C8-Alkyl, C2-C8-Alkenyl, C2-C8-Alkinyl, C3-
C8-Cycloalkyl, und C1-C8-Haloalkyl, substituiert ist;
jeder von R5 und R6 unabhängig voneinander ein Wasserstoff oder C1-C8-Alkyl ist;
R7 ein C1-C8-Alkyl, OR5 oder NR5R6 ist;
m = 1–12; und
n = 1–12; oder ein pharmazeutisch verträgliches Salz, Metabolit, Solvat oder Prodrug davon.

[0004] In einem anderen Aspekt stellt hierin Verfahren zum Inhibieren von Tumorhyperkalzämie in einem
Subjekt bereit, umfassend das Verabreichen einer therapeutisch wirksamen Menge einer Cyclohexenonver-
bindung an das Subjekt, das dieser bedarf, wobei die Verbindung die Struktur aufweist:

wobei jedes von X und Y unabhängig voneinander Sauerstoff, NR5 oder Schwefel ist;
R ein Wasserstoff oder C(=O)C1-C8-Alkyl ist;
jeder von R1, R2 und R3 unabhängig voneinander ein Wasserstoff, Methyl oder (CH2)m-CH3 ist;
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R4 NR5R6, OR5, OC(=O)R7, C(=O)OR5, C(=O)R5, C(=O)NR5R6, Halogen, 5 oder 6-gliedriges Lacton, C1-C8-
Alkyl, C2-C8-Alkenyl, C2-C8-Alkinyl, Aryl, Glucosyl ist, wobei das 5 oder 6-gliedrige Lacton, C1-C8-Alkyl, C2-C8-
Alkenyl, C2-C8-Alkinyl, Aryl, und Glucosyl gegebenenfalls mit einem oder mehreren Substituenten, ausgewählt
aus NR5R6, OR5, OC(=O)R7, C(=O)OR5, C(=O)R5, C(=O)NR5R6, C1-C8-Alkyl, C2-C8-Alkenyl, C2-C8-Alkinyl, C3-
C8-Cycloalkyl, und C1-C8-Haloalkyl, substituiert sind;
Jeder von R5 und R6 unabhängig voneinander ein Wasserstoff oder C1-C8-Alkyl ist;
R7 ein C1-C8-Alkyl, OR5 oder NR5R6 ist;
m = 1–12; und
n = 1–12; oder ein pharmazeutisch verträgliches Salz, Metabolit, Solvat oder Prodrug davon.

[0005] In einem anderen Aspekt stellt hierin Verfahren zum Inhibieren von Knochenresorption in einem Subjekt
bereit, umfassend das Verabreichen einer therapeutisch wirksamen Menge einer Cyclohexenonverbindung an
das Subjekt, das dieser bedarf, wobei die Verbindung die Struktur aufweist:

wobei jedes von X und Y unabhängig voneinander Sauerstoff, NR5 oder Schwefel ist;
R ein Wasserstoff oder C(=O)C1-C8-Alkyl ist;
jeder von R1, R2 und R3 unabhängig voneinander ein Wasserstoff, Methyl oder (CH2)m-CH3 ist;
R4 NR5R6, OR5, OC(=O)R7, C(=O)OR5, C(=O)R5, C(=O)NR5R6, Halogen, 5 oder 6-gliedriges Lacton, C1-C8-
Alkyl, C2-C8-Alkenyl, C2-C8-Alkinyl, Aryl, Glucosyl ist, wobei das 5 oder 6-gliedrige Lacton, C1-C8-Alkyl, C2-C8-
Alkenyl, C2-C8-Alkinyl, Aryl, und Glucosyl gegebenenfalls mit einem oder mehreren Substituenten, ausgewählt
aus NR5R6, OR5, OC(=O)R7, C(=O)OR5, C(=O)R5, C(=O)NR5R6, C1-C8-Alkyl, C2-C8-Alkenyl, C2-C8-Alkinyl, C3-
C8-Cycloalkyl, und C1-C8-Haloalkyl, substituiert sind;
jeder von R5 und R6 unabhängig voneinander ein Wasserstoff oder C1-C8-Alkyl ist;
R7 ein C1-C8-Alkyl, OR5 oder NR5R6 ist;
m = 1–12; und
n = 1–12; oder ein pharmazeutisch verträgliches Salz, Metabolit, Solvat oder Prodrug davon.

[0006] In einem anderen Aspekt stellt hierin Verfahren zum Behandeln von osteolytischen Läsionen in einem
Subjekt bereit, umfassend das Verabreichen einer therapeutisch wirksamen Menge einer Cyclohexenonver-
bindung an das Subjekt, das dieser bedarf, wobei die Verbindung die Struktur aufweist:

wobei jedes von X und Y unabhängig voneinander Sauerstoff, NR5 oder Schwefel ist;
R ein Wasserstoff oder C(=O)C1-C8-Alkyl ist;
jeder von R1, R2 und R3 unabhängig voneinander ein Wasserstoff, Methyl oder (CH2)m-CH3 ist;
R4 NR5R6, OR5, OC(=O)R7, C(=O)OR5, C(=O)R5, C(=O)NR5R6, Halogen, 5 oder 6-gliedriges Lacton, C1-C8-
Alkyl, C2-C8-Alkenyl, C2 C8-Alkinyl, Aryl, Glucosyl ist, wobei das 5 oder 6-gliedrige Lacton, C1-C8-Alkyl, C2-C8-
Alkenyl, C2-C8-Alkinyl, Aryl, und Glucosyl gegebenenfalls mit einem oder mehreren Substituenten, ausgewählt
aus NR5R6, OR5, OC(=O)R7, C(=O)OR5, C(=O)R5, C(=O)NR5R6, C1-C8-Alkyl, C2-C8-Alkenyl, C2-C8-Alkinyl, C3-
C8-Cycloalkyl, und C1-C8-Haloalkyl, substituiert sind;
jeder von R5 und R6 unabhängig voneinander ein Wasserstoff oder C1-C8-Alkyl ist;
R7 ein C1-C8-Alkyl, OR5 oder NR5R6 ist;
m = 1–12; und
n = 1–12; oder ein pharmazeutisch verträgliches Salz, Metabolit, Solvat oder Prodrug davon.
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AUFNAHME DURCH BEZUGNAHME

[0007] Alle in dieser Beschreibung erwähnten Veröffentlichungen, Patente und Patentanmeldungen sind hier-
mit durch Bezugnahme in gleichem Maße aufgenommen, als wenn jede einzelne Veröffentlichung, jedes ein-
zelne Patent, oder jede einzelne Patentanmeldung spezifisch und individuell bezeichnet wäre, durch Bezug-
nahme aufgenommen zu sein.

KURZE BESCHREIBUNG DER ZEICHNUNGEN

[0008] Die neuen Merkmale der Erfindung sind mit Genauigkeit in den angehängten Ansprüchen dargelegt.
Ein besseres Verständnis der Merkmale und Vorteile der vorliegenden Erfindung wird durch Verweis auf die
folgende detaillierte Beschreibung, die illustrative Ausführungsformen darlegt, in denen die Prinzipien der Er-
findung genutzt werden, und den begleitenden Zeichnungen erhalten werden, von denen:

[0009] Fig. 1a und Fig. 1b die relative Änderung (%) im Körpergewicht während der Studie (Mittelwert ± St-
abw.; „mean ± SD”) (1a) und bei Tötung (1b) von Gruppen 1–5 zeigen. Fig. 1a: Relative Änderung (%) im
Körpergewicht während der Studie (Mittelwert ± Stabw.; „mean ± SD”). Körpergewicht bei Tötung, maximales
Körpergewicht und Gewichtsverlust vom maximalen Körpergewicht wurden statistisch analysiert, und die Er-
gebnisse sind in Fig. 1b, Fig. 2 bzw. Fig. 2b (nicht gezeigt) gezeigt. Der Anstieg im mittleren Körpergewicht der
Kontrollgruppe an Tag 25 ist aufgrund der Euthanasie moribunder Tiere an Tag 24. Fig. 1b: Körpergewicht bei
Tötung (relative Änderung von Tag 0, Mittelwert + Stabw.; „mean + SD”). Statistische Analyse wurde durch-
geführt unter Verwendung von One way ANOVA mit logarithmischer Transformation, gefolgt durch Dunnett's-
Test zum Vergleich mit der Kontrollgruppe. Ein Stern (*) zeigt einen statistisch signifikanten Unterschied mit
einem p-Wert < 0,05 an. Tiere in Gruppe 5 wiesen bei Tötung ein höheres Körpergewicht auf.

[0010] Fig. 2 das während der Studie erhaltene maximale Körpergewicht zeigt (relative Änderung von Tag
0, Mittelwert + Stabw). Statistische Analyse wurde durchgeführt unter Verwendung von One way ANOVA mit
logarithmischer Transformation, gefolgt durch Dunnett's-Test zum Vergleich mit der Kontrollgruppe. Ein Stern
(*) zeigt einen statistisch signifikanten Unterschied mit einem p-Wert < 0,05 an, und der Buchstabe ”a” zeigt
einen Trend mit einem p-Wert < 0,1 an. Gruppe 5 erlangte während der Studie mehr Gewicht.

[0011] Fig. 3a, Fig. 3b und Fig. 3c zeigen illustrative Ergebnisse der Gesamtfläche der osteolytischen Läsion
(mm2) bei Tötung (Mittelwert + Stabw) der Gruppen 1–5; der mittleren Fläche der osteolytischen Läsion (mm2)
bei Tötung (Mittelwert + Stabw); bzw. Anzahl von osteolytischen Läsionen bei Tötung (Mittelwert + Stabw).
Fig. 3a: Gesamtfläche der osteolytischen Läsion (mm2) bei Tötung (Mittelwert + Stabw). Die Ergebnisse sind
gezeigt als die Summe der Flächen von Knochenläsionen im rechten und linken Tibia und Femur/Tier. Statis-
tische Analyse wurde unter Verwendung des Kruskal Wallis-Test, gefolgt von dem Mann-Whitney-Test zum
Vergleich gegen die Kontrollgruppe, durchgeführt. Ein Stern (*) zeigt eine statistische Signifikanz mit einem p-
Wert von < 0,05, zwei Sterne (**) eine statistische Signifikanz mit einem p-Wert von < 0,01 und drei Sterne (***)
eine statistische Signifikanz mit einem p-Wert von < 0,001 an. Osteolyse wurde in Gruppen 2, 4 und 5 inhibiert.
Fig. 3b: Mittlere Fläche der osteolytischen Läsion (mm2) bei Tötung (Mittelwert + Stabw). Die Ergebnisse sind
gezeigt als die gemittelten Flächen von individuellen Knochenläsionen im rechten und linken Tibia und Femur/
Tier. Statistische Analyse wurde unter Verwendung des Kruskal Wallis-Test, gefolgt von dem Mann-Whitney-
Test zum Vergleich gegen die Kontrollgruppe, durchgeführt. Ein Stern (*) zeigt eine statistische Signifikanz mit
einem p-Wert von < 0,05, zwei Sterne (**) eine statistische Signifikanz mit einem p-Wert von < 0,01 und drei
Sterne (***) eine statistische Signifikanz mit einem p-Wert von < 0,001 an. NS = Nicht signifikant. Osteolytische
Läsionen waren in Gruppen 2, 4 und 5 kleiner. Fig. 3c: Anzahl von osteolytischen Läsionen bei Tötung (Mit-
telwert + Stabw). Die Ergebnisse sind gezeigt als die Zählung von individuellen Knochenläsionen bei Tötung
im rechten und linken Tibia und Femur/Tier. Statistische Analyse wurde unter Verwendung des Kruskal Wallis-
Test, gefolgt von dem Mann-Whitney-Test zum Vergleich gegen die Kontrollgruppe, durchgeführt. Ein Stern
(*) zeigt eine statistische Signifikanz mit einem p-Wert von < 0,05, zwei Sterne (**) eine statistische Signifikanz
mit einem p-Wert von < 0,01 und drei Sterne (***) eine statistische Signifikanz mit einem p-Wert von < 0,001
an. NS = Nicht signifikant. Es gab weniger osteolytische Läsionen in Gruppen 2 und 5, aber mehr in Gruppe 3.

[0012] Fig. 4 zeigt illustrative Ergebnisse der Tumorbelastung des gesamten Körpers (mm2) bei Tötung (Mit-
telwert + Stabw). Die Ergebnisse sind als Durchschnitt der Fluoreszenzfläche in zwei Bildern (Bauchlage und
Rückenlage) von jedem Tier gezeigt. Statistische Analyse wurde unter Verwendung des Kruskal Wallis-Test
durchgeführt. Statistisch signifikante Unterschiede wurden nicht beobachtet (p = 0,251).
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[0013] Fig. 5 zeigt illustrative Ergebnisse der relativen Änderung (%) der TRACP 5b-Aktivität im Serum wäh-
rend der Studie (Mittelwert ± Stabw).

[0014] Fig. 6a und Fig. 6b zeigen illustrative Ergebnisse der relativen Änderung der TRACP 5b-Aktivität im
Serum von Tag –4 bis Tag 17 (Mittelwert + Stabw), bzw. die relative Änderung der TRACP 5b-Aktivität im
Serum von Tag –4 bis Tag 24 (Mittelwert + Stabw). Fig. 6a: Relative Änderung der TRACP 5b-Aktivität im
Serum von Tag –4 bis Tag 17 (Mittelwert + Stabw). Statistische Analyse wurde durchgeführt unter Verwendung
von One way ANOVA mit logarithmischer Transformation, gefolgt durch Dunnett's-Test zum Vergleich gegen
die Kontrollgruppe. Drei Sterne (***) zeigt eine statistische Signifikanz mit einem p-Wert von < 0,001 an. Die
TRACP 5b-Aktivität war in Gruppe 2 verringert. Fig. 6b: Relative Änderung der TRACP 5b-Aktivität im Serum
von Tag –4 bis Tag 24 (Mittelwert + Stabw). Statistische Analyse wurde durchgeführt unter Verwendung von
One way ANOVA mit logarithmischer Transformation, gefolgt durch Dunnett's-Test zum Vergleich gegen die
Kontrollgruppe. Drei Sterne (***) zeigt eine statistische Signifikanz mit einem p-Wert von < 0,001 an. Die TRACP
5b-Aktivität war in Gruppe 2 verringert.

[0015] Fig. 7 zeigt illustrative Ergebnisse der relativen Änderung (%) in Prokollagen I N-terminalem Propeptid
(PINP) Werten in Serum während der Studie (Mittelwert ± Stabw).

[0016] Fig. 8a und Fig. 8b zeigen illustrieren die relative Änderung in PINP-Werten im Serum (Mittelwert +
Stabw) von Tag –4 bis Tag 17, bzw. die relative Änderung in PINP-Werten im Serum (Mittelwert + Stabw) von
Tag –4 bis Tag 24. Fig. 8a: Relative Änderung in PINP-Werten im Serum (Mittelwert + Stabw) von Tag –4 bis
Tag 17. Statistische Analyse wurde durchgeführt unter Verwendung von One way ANOVA mit logarithmischer
Transformation, gefolgt durch Dunnett's-Test zum Vergleich gegen die Kontrollgruppe. Ein Stern (*) zeigt eine
statistische Signifikanz mit einem p-Wert von < 0,05 an. PINP-Aktivität war in Gruppe 2 verringert. Fig. 8b:
Relative Änderung in PINP-Werten im Serum (Mittelwert + Stabw) von Tag –4 bis Tag 24. Statistische Analyse
wurde durchgeführt unter Verwendung von One way ANOVA mit logarithmischer Transformation, gefolgt durch
Dunnett's-Test zum Vergleich gegen die Kontrollgruppe.

[0017] Fig. 9 zeigt illustrative Ergebnisse der kortikalen Knochenfläche (mm2, Mittelwert + Stabw). Statistische
Analyse wurde durchgeführt unter Verwendung von One way ANOVA, gefolgt durch Dunnett's-Test zum paar-
weisen Vergleich gegen die Kontrollgruppe. Statistisch signifikante Unterschiede wurden nicht beobachtet.

[0018] Fig. 10 zeigt illustrative Ergebnisse der intraossären Fläche (Knochenmarksraum mit eingeschlosse-
nem trabekulärem Knochen). Statistische Analyse wurde durchgeführt unter Verwendung von One way ANO-
VA, gefolgt durch Dunnett's-Test zum paarweisen Vergleich gegen die Kontrollgruppe. Ein Stern (*) zeigt einen
statistisch signifikanten Unterschied mit einem p-Wert von < 0,05 und zwei Sterne (**) mit einem p-Wert von
< 0,01 an. Die intraossäre Fläche war in Gruppen 2 und 3 erhöht.

[0019] Fig. 11 zeigt illustrative Ergebnisse der Fläche des trabekulären Knochen (in Bezug auf die intraossäre
Fläche). Statistische Analyse wurde durchgeführt unter Verwendung von One way ANOVA mit logarithmischer
Transformation, gefolgt durch Dunnett's-Test zum paarweisen Vergleich gegen die Kontrollgruppe. Drei Ster-
ne (* * *) zeigt einen statistisch signifikanten Unterschied mit einem p-Wert von < 0,001 an. Die Fläche des
trabekulären Knochens war in Gruppe 2 erhöht.

[0020] Fig. 12 zeigt illustrative Ergebnisse der Tumorfläche (in Bezug auf die intraossäre Fläche). Statistische
Analyse wurde durchgeführt unter Verwendung des Kruskall Wallis-Test, gefolgt durch den Mann-Whitney U-
Test zum paarweisen Vergleich. Die Tumorfläche war in Gruppe 3 erhöht.

[0021] Fig. 13 zeigt illustrative Ergebnisse der Anzahl an Osteoklasten an der Tumor-Knochen-Nahtstelle (in
Bezug auf die Länge der Tumor-Knochen-Nahtstelle, #/mm). Statistische Analyse wurde durchgeführt unter
Verwendung des Kruskall Wallis-Test. Statistisch signifikante Unterschiede wurden nicht beobachtet.

[0022] Fig. 14a und Fig. 14b zeigen illustrative Ergebnisse der relativen Änderung (%) im Körpergewicht der
Gruppen 1–5 während der Studie (Mittelwert ± Stabw), bzw. des Körpergewichts bei Tötung. Fig. 14a: Rela-
tive Änderung (%) des Körpergewichts während der Studie (Mittelwert ± Stabw). Körpergewicht bei Tötung,
maximales Körpergewicht und Gewichtsverlust vom maximalen Körpergewicht wurden statistisch analysiert
und die Ergebnisse sind in Fig. 14b, Fig. 15a, bzw. Fig. 15b gezeigt. Fig. 14b: Körpergewicht bei Tötung
(relative Änderung von Tag 0, Mittelwert + Stabw). Statistische Analyse wurde durchgeführt unter Verwendung
von One way ANOVA mit logarithmischer Transformation, gefolgt durch Dunnett's-Test zum Vergleich gegen
die Kontrollgruppe. Statistisch signifikante Unterschiede wurden nicht beobachtet.
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[0023] Fig. 15a und Fig. 15b zeigen illustrative Ergebnisse des maximalen Körpergewichts der Gruppen 1–5,
bzw. den Gewichtsverlust vom maximalen Körpergewicht. Fig. 15a: Während der Studie erlangtes maximales
Körpergewicht (relative Änderung von Tag 0, Mittelwert + Stabw). Statistische Analyse wurde durchgeführt
unter Verwendung von One way ANOVA mit logarithmischer Transformation, gefolgt durch Dunnett's-Test zum
Vergleich gegen die Kontrollgruppe. Zwei Sterne (**) zeigt einen statistisch signifikanten Unterschied mit einem
p-Wert von < 0,01 an. Gruppe 4 erlangte während der Studie mehr Gewicht. Fig. 15b: Gewichtsverlust vom
maximalem Korpergewicht (relative Änderung vom maximalen Körpergewicht, Mittelwert + Stabw). Statistische
Analyse wurde durchgeführt unter Verwendung des Kruskal Wallis-Test, gefolgt durch den Mann-Whitney-Test
zum Vergleich gegen die Kontrollgruppe. Zwei Sterne (**) zeigt einen statistisch signifikanten Unterschied mit
einem p-Wert von < 0,01 an. Gruppen 4 und 5 verloren mehr Gewicht.

[0024] Fig. 16a und Fig. 16b zeigen illustrative Ergebnisse der Gesamtfläche der osteolytischen Läsion (mm2)
an Tag 28 (Mittelwert + Stabw), bzw. die Gesamtfläche der osteolytischen Läsion (mm2) bei Tötung (Mittelwert
+ Stabw). Fig. 16a: Gesamtfläche der osteolytischen Läsion (mm2) an Tag 28 (Mittelwert + Stabw). Die Ergeb-
nisse sind gezeigt als die Summe der Flächen von Knochenläsionen im rechten und linken Tibia und Femur/
Tier. Statistische Analyse wurde unter Verwendung des Kruskal Wallis-Test, gefolgt von dem Mann-Whitney-
Test zum Vergleich gegen die Kontrollgruppe, durchgeführt. Ein Stern (*) zeigt eine statistische Signifikanz mit
einem p-Wert von < 0,05 und drei Sterne (***) eine statistische Signifikanz mit einem p-Wert von < 0,001 an. Die
Gesamtfläche der osteolytischen Läsion war in Gruppen 2 und 4 verringert. Fig. 16b: Gesamtfläche der osteo-
lytischen Läsion (mm2) bei Tötung (Mittelwert + Stabw). Die Ergebnisse sind gezeigt als Summe der Flächen
von Knochenläsionen im rechten und linken Tibia und Femur/Tier. Statistische Analyse wurde unter Verwen-
dung des Kruskal Wallis-Test, gefolgt von dem Mann-Whitney-Test zum Vergleich gegen die Kontrollgruppe,
durchgeführt. Ein Stern (*) zeigt eine statistische Signifikanz mit einem p-Wert von < 0,05, zwei Sterne (**)
eine statistische Signifikanz mit einem p-Wert von < 0,01 und drei Sterne (***) eine statistische Signifikanz mit
einem p-Wert von < 0,001 an. Die Gesamtfläche der osteolytischen Läsion war in Gruppen 2 und 4 verringert.

[0025] Fig. 17a und Fig. 17b zeigen illustrative Ergebnisse der mittleren Fläche der osteolytischen Läsion
(mm2) an Tag 28 (Mittelwert + Stabw), bzw. die mittlere Fläche der osteolytischen Läsion (mm2) bei Tötung
(Mittelwert + Stabw). Fig. 17a: Mittlere Fläche der osteolytischen Läsion (mm2) an Tag 28 (Mittelwert + Stabw).
Die Ergebnisse sind gezeigt als die gemittelten Flächen von individuellen Knochenläsionen im rechten und
linken Tibia und Femur/Tier. Statistische Analyse wurde unter Verwendung des Kruskal Wallis-Test, gefolgt
von dem Mann-Whitney-Test zum Vergleich gegen die Kontrollgruppe, durchgeführt. Ein Stern (*) zeigt eine
statistische Signifikanz mit einem p-Wert von < 0,05, und drei Sterne (***) eine statistische Signifikanz mit
einem p-Wert von < 0,001 an. Osteolytische Läsionen waren an Tag 28 in Gruppen 2 und 5 kleiner. Fig. 17b:
Mittlere Fläche der osteolytischen Läsion (mm2) bei Tötung (Mittelwert + Stabw). Die Ergebnisse sind gezeigt
als die gemittelten Flächen von individuellen Knochenläsionen im rechten und linken Tibia und Femur/Tier.
Statistische Analyse wurde unter Verwendung des Kruskal Wallis-Test, gefolgt von dem Mann-Whitney-Test
zum Vergleich gegen die Kontrollgruppe, durchgeführt. Ein Stern (*) zeigt eine statistische Signifikanz mit
einem p-Wert von < 0,05, und drei Sterne (***) eine statistische Signifikanz mit einem p-Wert von < 0,001 an.
Osteolytische Läsionen waren bei Tötung in Gruppen 2 und 4 kleiner.

[0026] Fig. 18a und Fig. 18b zeigen illustrative Ergebnisse der Anzahl der osteolytischen Läsionen an Tag 28
(Mittelwert + Stabw), bzw. der Anzahl der osteolytischen Läsionen bei Tötung (Mittelwert + Stabw). Fig. 18a:
Anzahl der osteolytischen Läsionen an Tag 28 (Mittelwert + Stabw). Die Ergebnisse sind gezeigt als die Zäh-
lung von individuellen Knochenläsionen bei Tötung im rechten und linken Tibia und Femur/Tier. Statistische
Analyse wurde unter Verwendung des Kruskal Wallis-Test, gefolgt von dem Mann-Whitney-Test zum Vergleich
gegen die Kontrollgruppe, durchgeführt. Ein Stern (*) zeigt eine statistische Signifikanz mit einem p-Wert von
< 0,05 an. Es gab mehr osteolytische Läsionen in Gruppe 2, weil die individuellen Läsionen gehindert wurden
miteinander zu fusionieren. Fig. 18b: Anzahl der osteolytischen Läsionen bei Tötung (Mittelwert + Stabw). Die
Ergebnisse sind gezeigt als die Zählung von individuellen Knochenläsionen im rechten und linken Tibia und
Femur/Tier. Statistische Analyse wurde unter Verwendung des Kruskal Wallis-Test, gefolgt von dem Mann-
Whitney-Test zum Vergleich gegen die Kontrollgruppe, durchgeführt. Zwei Sterne (**) zeigen eine statistische
Signifikanz mit einem p-Wert von < 0,01 an. Es gab mehr osteolytische Läsionen in Gruppe 2, weil die indivi-
duellen Läsionen gehindert wurden miteinander zu fusionieren.

[0027] Fig. 19 zeigt illustrative Ergebnisse der kortikalen Knochenfläche (mm2, Mittelwert + Stabw). Statisti-
sche Analyse wurde durchgeführt unter Verwendung von One way ANOVA mit Quadratwurzeltransformation,
gefolgt durch Dunnett's-Test zum paarweisen Vergleich gegen die Kontrollgruppe. Die kortikale Knochenfläche
war in Gruppe 2 erhöht.
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[0028] Fig. 20 zeigt illustrative Ergebnisse der intraossären Fläche (Knochenmarksraum mit eingeschlosse-
nem trabekulärem Knochen). Statistische Analyse wurde durchgeführt unter Verwendung von One way ANO-
VA, gefolgt durch Dunnett's-Test zum paarweisen Vergleich gegen die Kontrollgruppe. Statistisch signifikante
Unterschiede wurden nicht beobachtet.

[0029] Fig. 21 zeigt illustrative Ergebnisse der Fläche des trabekulären Knochen (in Bezug auf die intraossäre
Fläche). Statistische Analyse wurde durchgeführt unter Verwendung von Kruskal Wallis-Test, gefolgt von dem
Mann-Whitney-Test zum Vergleich gegen die Kontrollgruppe. Drei Sterne (***) zeigt einen statistisch signifi-
kanten Unterschied mit einem p-Wert von < 0,001 und ein Stern (*) mit einem p-Wert von < 0,05 an. Die Fläche
des trabekulären Knochens war in allen Behandlungsgruppen erhöht.

[0030] Fig. 22a und Fig. 22b zeigen illustrative Ergebnisse der intraossären Tumorfläche (in Bezug auf die
intraossäre Fläche), bzw. die gesamte Tumorfläche. Fig. 22a: Intraossäre Tumorfläche (in Bezug auf die intra-
ossäre Fläche). Statistische Analyse wurde unter Verwendung des Kruskal Wallis-Test, gefolgt von dem Mann-
Whitney-U-Test zum paarweisen Vergleich gegen die Kontrollgruppe, durchgeführt. Zwei Sterne (**) zeigen
einen statistisch signifikanten Unterschied mit einem p-Wert von < 0,01, und ein Stern (*) mit einem p-Wert von
< 0,05 an. Die intraossäre Tumorfläche war in Gruppen 2 und 4 verringert. Fig. 22b: Gesamte Tumorfläche.
Statistische Analyse wurde unter Verwendung des Kruskal Wallis-Test, gefolgt von dem Mann-Whitney-U-Test
zum paarweisen Vergleich gegen die Kontrollgruppe, durchgeführt. Zwei Sterne (**) zeigen einen statistisch si-
gnifikanten Unterschied mit einem p-Wert von < 0,01 an. Die gesamte Tumorfläche war in Gruppe 2 verringert.

[0031] Fig. 23 zeigt illustrative Ergebnisse der Anzahl an Osteoklasten an der Tumor-Knochen-Nahtstelle (in
Bezug auf die Länge der Tumor-Knochen-Nahtstelle, #/mm). Statistische Analyse wurde durchgeführt unter
Verwendung von Oneway ANOVA mit logarithmischer Transformation, gefolgt durch Dunnett's-Test zum paar-
weisen Vergleich gegen die Kontrollgruppe. Drei Sterne (***) zeigen einen statistisch signifikanten Unterschied
mit einem p-Wert von < 0,001 an. Die Zahl an Osteoklasten an der Tumor-Knochen-Nahtstelle war in Gruppe
2 verringert.

DETAILLIERTE BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG

[0032] Gewöhnliche Behandlungen von Krebsmetastasierung schließen palliative Pflege, Operation, Chemo-
therapie und Bestrahlungstherapie ein. Krebsmetastasierung verbleibt jedoch trotz intensiver Bemühungen,
Behandlungen zu entwickeln, im Wesentlichen refraktär. Viele in der Chemotherapie verwendete synthetische
Antikrebsmittel verursachen Unwohlsein oder Toxizitätsprobleme. Die Cyclohexenonverbindungen der Erfin-
dung werden in einigen Ausführungsformen aus Extrakten von natürlichen Produkten erhalten und stellen re-
duzierte Komplikationen und/oder Nebenwirkungen bereit. In einigen Ausführungsformen sind hierin Verfah-
ren zur Behandlung einer Erkrankung oder eines Zustandes, der mit Knochenmetastasierung assoziiert ist
bereitgestellt, durch Verabreichen einer hierin bereitgestellten Cyclohexenonverbindung an ein Subjekt (z. B.
einen Menschen). Die Cyclohexenonverbindungen stellen einem Subjekt, bei dem eine Erkrankung oder ein
Zustand behandelt wird, der mit Knochenmetastasierung assoziiert ist, therapeutischen Nutzen bereit (siehe
Beispiele 1–4).

[0033] Knochenmetastasen, oder metastasierende Knochenerkrankung, ist eine Klasse von Krebsmetasta-
sen, die aus einer Invasion des Primärtumors in den Knochen resultiert. Krebsarten mit Knochenursprung wie
Osteosarkom, Chondrosarkom und Ewing-Sarkom sind selten. Und, nicht wie bei hematologischen Malignitä-
ten, die dem Blut entspringen und nicht-feste Tumore bilden, entstehen Knochenmetastasen im Allgemeinen
aus Epitheltumoren und bilden eine feste Masse innerhalb des Knochens. Knochenmetastasen verursachen
schweren Schmerz, gekennzeichnet durch einen stumpfen, konstanten Schmerz mit periodischen Spitzen von
plötzlichem Schmerz. Das Auftreten von Knochenmetastasen verursacht schwere Morbidität aufgrund von
hartnäckigem Schmerz, hoher Anfälligkeit für Fraktur, Nervenkompression und Hyperkalzämie.

[0034] Hyperkalzämie ist ein erhöhter Kalziumspiegel im Blut. Es kann ein asymptomatischer Laborbefund
sein, aber weil ein erhöhter Kalziumspiegel oft indikativ für andere Erkrankungen ist, sollte eine Aufarbeitung
unternommen werden, wenn er persistiert. Er kann auf exzessive Kalziumfreisetzung aus dem Skelett, erhöhte
intestinale Kalziumabsorption oder verringerte renale Kalziumexkretion zurückzuführen sein.

[0035] Der Knochen ist einer der häufigsten Orte für Metastasierung. Obgleich jede Krebsart fähig ist, meta-
stasierende Tumore im Knochen zu bilden, neigt die Mikroumgebung des Knochenmarks dazu, bestimmte
Krebsarten, einschließlich Prostata-, Brust- und Lungenkrebs, zu begünstigen. Insbesondere in Prostatakrebs
erscheinen Knochenmetastasen die einzige Stelle der Metastasierung zu sein.
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[0036] In einigen Ausführungsformen werden Verfahren, die eine Erkrankung oder einen Zustand behandeln,
die/der mit Knochenmetastasierung assoziiert ist, in einem Subjekt bereitgestellt, umfassend das Verabreichen
einer therapeutisch wirksamen Menge einer Cyclohexenonverbindung an ein Subjekt, das dieser bedarf, wobei
die Verbindung die Struktur aufweist:

wobei jedes von X und Y unabhängig voneinander Sauerstoff, NR5 oder Schwefel ist;
R ein Wasserstoff oder C(=O)C1-C8-Alkyl ist;
jeder von R1, R2 und R3 unabhängig voneinander ein Wasserstoff, Methyl oder (CH2)m-CH3 ist;
R4 NR5R6, OR5, OC(=O)R7, C(=O)OR5, C(=O)R5, C(=O)NR5R6, Halogen, 5 oder 6-gliedriges Lacton, C1-C8-
Alkyl, C2-C8-Alkenyl, C2-C8-Alkinyl, Aryl, Glucosyl ist, wobei das 5 oder 6-gliedrige Lacton, C1-C8-Alkyl, C2-C8-
Alkenyl, C2-C8-Alkinyl, Aryl, und Glucosyl gegebenenfalls mit einem oder mehreren Substituenten, ausgewählt
aus NR5R6, OR5, OC(=O)R7, C(=O)OR5, C(=O)R5, C(=O)NR5R6, C1-C8-Alkyl, C2-C8-Alkenyl, C2-C8-Alkinyl, C3-
C8-Cycloalkyl, und C1-C8-Haloalkyl, substituiert sind;
jeder von R5 und R6 unabhängig voneinander ein Wasserstoff oder C1-C8-Alkyl ist;
R7 ein C1-C8-Alkyl, OR5 oder NR5R6 ist;
m = 1–12; und
n = 1–12; oder ein pharmazeutisch verträgliches Salz, Metabolit, Solvat oder Prodrug davon. In einigen Aus-
führungsformen hat das Subjekt Brustkrebs oder Prostatakrebs. In einigen Ausführungsformen ist das Subjekt
menschlich. Siehe Beispiele 1–4.

[0037] In einigen Ausführungsformen wird die Cyclohexenonverbindung mit der Struktur

synthetisch oder semi-synthetisch aus einem beliebigen geeigneten Ausgangsmaterial hergestellt. In ande-
ren Ausführungsformen wird die Cyclohexenonverbindung durch Fermentation oder dergleichen hergestellt.
Zum Beispiel wird Verbindung 1 (auch bekannt als AntroquinonolTM oder ”Antroq”) oder in einigen Fällen Ver-
bindung 3 aus 4-Hydroxy-2,3-dimethoxy-6-methylcyclohexa-2,5-dienon hergestellt. Die nicht-beschränkenden
beispielhaften Verbindungen sind nachstehend illustriert.
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[0038] In anderen Ausführungsformen wird die Cyclohexenonverbindung mit der Struktur

aus den organischen Lösemittelextrakten von Antrodia camphorata isoliert. In einigen Ausführungsformen ist
das organische Lösemittel ausgewählt aus Alkoholen (z. B. Methanol, Ethanol, Propanol oder dergleichen),
Estern (z. B. Methylacetat, Ethylacetat oder dergleichen), Alkanen (z. B. Pentan, Hexan, Heptan oder derglei-
chen), halogenierten Alkanen (z. B. Chlormethan, Chlorethan, Chloroform, Methylenchlorid und dergleichen)
und dergleichen. Zum Beispiel werden die beispielhaften Verbindungen 1–7 aus organischen Lösemittelex-
trakten isoliert. In bestimmten Ausführungsformen ist das organische Lösemittel Alkohol. In bestimmten Aus-
führungsformen ist der Alkohol Ethanol. In einigen Ausführungsformen ist die Cyclohexenonverbindung aus
dem wässrigen Extrakt von Antrodia camphorata isoliert.

[0039] In einigen Ausführungsformen ist R ein Wasserstoff, C(=O)C3H8, C(=O)C2H5, oder C(=O)CH3. In ei-
nigen Ausführungsformen ist R1 ein Wasserstoff oder Methyl. In bestimmten Ausführungsformen ist R2 ein
Wasserstoff, Methyl, Ethyl, Propyl, Butyl, Pentyl oder Hexyl. In bestimmten Ausführungsformen ist R3 ein
Wasserstoff, Methyl, Ethyl, Propyl, Butyl, Pentyl oder Hexyl. In einigen Ausführungsformen ist R4 Halogen,
NH2, NHCH3, N(CH3)2, OCH3, OC2H5, C(=O)CH3, C(=O)C2H5, C(=O)OCH3, C(=O)OC2H5, C(=O)NHCH3, C
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(=O)NHC2H5, C(=O)NH2, OC(=O)CH3, OC(=O)C2H5, OC(=O)OCH3, OC(=O)OC2H5, OC(=O)NHCH3, OC(=
O)NHC2H5, oder OC(=O)NH2. In einigen Ausführungsformen ist R4 C2H5C(CH3)2OH, C2H5C(CH3)2OCH3,
CH2COOH, C2H5COOH, CH2OH, C2H5OH, CH2Ph, C2H5Ph, CH2CH=C(CH3)(CHO), CH2CH=C(CH3)(C(=O)
CH3), 5 oder 6-gliedriges Lacton, C1-C8-Alkyl, C2-C8-Alkenyl, C2-C8-Alkinyl, Aryl und Glucosyl, wobei das 5
oder 6-gliedrige Lacton, C1-C8-Alkyl, C2-C8-Alkenyl, C2-C8-Alkinyl, Aryl, und Glucosyl gegebenenfalls mit einem
oder mehreren Substituenten, ausgewählt aus NR5R6, OR5, OC(=O)R7, C(=O)OR5, C(=O)R5, C(=O)NR5R6,
C1-C8-Alkyl, C2-C8-Alkenyl, C2-C8-Alkinyl, C3-C8-Cycloalkyl, und C1-C8-Haloalkyl, substituiert sind. In bestimm-
ten Ausführungsformen ist R4 CH2CH=C(CH3)2. In bestimmten Ausführungsformen ist die Verbindung

[0040] In einigen Ausführungsformen werden Verfahren zum Inhibieren von Tumor-Hyperkalzämie in einem
Subjekt bereitgestellt, umfassend das Verabreichen einer therapeutisch wirksamen Menge einer Cyclohexen-
onverbindung an das Subjekt, das dieser bedarf, wobei die Verbindung die Struktur aufweist:

wobei jedes von X und Y unabhängig voneinander Sauerstoff, NR5 oder Schwefel ist;
R ein Wasserstoff oder C(=O)C1-C8-Alkyl ist;
jeder von R1, R2 und R3 unabhängig voneinander ein Wasserstoff, Methyl oder (CH2)m-CH3 ist;
R4 NR5R6, OR5, OC(=O)R7, C(=O)OR5, C(=O)R5, C(=O)NR5R6, Halogen, 5 oder 6-gliedriges Lacton, C1-C8-
Alkyl, C2-C8-Alkenyl, C2-C8-Alkinyl, Aryl, Glucosyl ist, wobei das 5 oder 6-gliedrige Lacton, C1-C8-Alkyl, C2-C8-
Alkenyl, C2-C8-Alkinyl, Aryl, und Glucosyl gegebenenfalls mit einem oder mehreren Substituenten, ausgewählt
aus NR5R6, OR5, OC(=O)R7, C(=O)OR5, C(=O)R5, C(=O)NR5R6, C1-C8-Alkyl, C2-C8-Alkenyl, C2-C8-Alkinyl, C3-
C8-Cycloalkyl, und C1-C8-Haloalkyl, substituiert sind;
jeder von R5 und R6 unabhängig voneinander ein Wasserstoff oder C1-C8-Alkyl ist;
R7 ein C1-C8-Alkyl, OR5 oder NR5R6 ist;
m = 1–12; und
n = 1–12; oder ein pharmazeutisch verträgliches Salz, Metabolit, Solvat oder Prodrug davon. In einigen Aus-
führungsformen hat das Subjekt Brustkrebs oder Prostatakrebs. In einigen Ausführungsformen ist das Subjekt
menschlich. Siehe Beispiele 1–4.

[0041] In einigen Ausführungsformen werden hierin Verfahren zum Inhibieren von Knochenresorption in ei-
nem Subjekt bereitgestellt, umfassend das Verabreichen einer therapeutisch wirksamen Menge einer Cyclo-
hexenonverbindung an das Subjekt, das dieser bedarf, wobei die Verbindung die Struktur aufweist:

wobei jedes von X und Y unabhängig voneinander Sauerstoff, NR5 oder Schwefel ist;
R ein Wasserstoff oder C(=O)C1-C8-Alkyl ist;
jeder von R1, R2 und R3 unabhängig voneinander ein Wasserstoff, Methyl oder (CH2)m-CH3 ist;
R4 NR5R6, OR5, OC(=O)R7, C(=O)OR5, C(=O)R5, C(=O)NR5R6, Halogen, 5 oder 6-gliedriges Lacton, C1-C8-
Alkyl, C2-C8-Alkenyl, C2-C8-Alkinyl, Aryl, Glucosyl ist, wobei das 5 oder 6-gliedrige Lacton, C1-C8-Alkyl, C2-C8-
Alkenyl, C2-C8-Alkinyl, Aryl, und Glucosyl gegebenenfalls mit einem oder mehreren Substituenten, ausgewählt



DE 10 2013 202 928 A1    2013.08.29

12/85

aus NR5R6, OR5, OC(=O)R7, C(=O)OR5, C(=O)R5, C(=O)NR5R6, C1-C8-Alkyl, C2-C8-Alkenyl, C2-C8-Alkinyl, C3-
C8-Cycloalkyl, und C1-C8-Haloalkyl, substituiert sind;
jeder von R5 und R6 unabhängig voneinander ein Wasserstoff oder C1-C8-Alkyl ist;
R7 ein C1-C8-Alkyl, OR5 oder NR5R6 ist;
m = 1–12; und
n = 1–12; oder ein pharmazeutisch verträgliches Salz, Metabolit, Solvat oder Prodrug davon. In einigen Aus-
führungsformen hat das Subjekt Brustkrebs oder Prostatakrebs. In einigen Ausführungsformen ist das Subjekt
menschlich. Siehe Beispiele 1–4.

[0042] In einigen Ausführungsformen werden hierin Verfahren zum Behandeln von osteolytischen Läsionen
in einem Subjekt bereitgestellt, umfassend das Verabreichen einer therapeutisch wirksamen Menge einer Cy-
clohexenonverbindung an das Subjekt, das dieser bedarf, wobei die Verbindung die Struktur aufweist:

wobei jedes von X und Y unabhängig voneinander Sauerstoff, NR5 oder Schwefel ist;
R ein Wasserstoff oder C(=O)C1-C8-Alkyl ist;
jeder von R1, R2 und R3 unabhängig voneinander ein Wasserstoff, Methyl oder (CH2)m-CH3 ist;
R4 NR5R6, OR5, OC(=O)R7, C(=O)OR5, C(=O)R5, C(=O)NR5R6, Halogen, 5 oder 6-gliedriges Lacton, C1-C8-
Alkyl, C2-C8-Alkenyl, C2-C8-Alkinyl, Aryl, Glucosyl ist, wobei das 5 oder 6-gliedrige Lacton, C1-C8-Alkyl, C2-C8-
Alkenyl, C2-C8-Alkinyl, Aryl, und Glucosyl gegebenenfalls mit einem oder mehreren Substituenten, ausgewählt
aus NR5R6, OR5, OC(=O)R7, C(=O)OR5, C(=O)R5, C(=O)NR5R6, C1-C8-Alkyl, C2-C8-Alkenyl, C2-C8-Alkinyl, C3-
C8-Cycloalkyl, und C1-C8-Haloalkyl, substituiert sind;
jeder von R5 und R6 unabhängig voneinander ein Wasserstoff oder C1-C8-Alkyl ist;
R7 ein C1-C8-Alkyl, OR5 oder NR5R6 ist;
m = 1–12; und
n = 1–12; oder ein pharmazeutisch verträgliches Salz, Metabolit, Solvat oder Prodrug davon. In einigen Aus-
führungsformen hat das Subjekt Brustkrebs oder Prostatakrebs. In einigen Ausführungsformen ist das Subjekt
menschlich. Siehe Beispiele 1–4.

[0043] Osteolytische Läsionen, auch osteoklastische Läsionen oder kurz lytische Läsionen genannt, sind cha-
rakteristische durch Myelom verursachte Flächen von Schäden. Wenn Myelom in Knochengewebe eindringt
verursacht es die Bildung von schwachen Bereichen. Zusätzlich setzen die Myelomzellen Chemikalien frei,
die ebenfalls zu Knochenabbau führen. Das Ergebnis sind Läsionen mit einer spezifischen „ausgestanzten”
Erscheinung, die in einem beliebigen Knochen im Körper auftreten können, aber am häufigsten im Rückgrat,
Schädel, Becken und Rippen bemerkt werden.

Bestimmte pharmazeutische und medizinische Terminologie

[0044] Wenn nicht anders angegeben, haben die folgenden in dieser Anmeldung, einschließlich der Beschrei-
bung und den Ansprüchen, verwendeten Begriffe die nachstehend angegebenen Definitionen. Es muss ange-
merkt werden, dass die singulären Formen „ein”, „eine”, „der”, „die” und ”das”, wie in der Beschreibung und den
angehängten Ansprüchen verwendet, Pluralreferenten einschließen, wenn der Zusammenhang dies nicht klar
anderweitig diktiert. Wenn nicht anders angegeben, werden herkömmliche Verfahren der Massenspektrosko-
pie, NMR, HPLC, Proteinchemie, Biochemie, rekombinanten DNA-Techniken und Pharmakologie angewen-
det. In dieser Anmeldung bedeutet die Verwendung von ”oder” oder ”und” ”und/oder”, wenn nicht anders ange-
geben. Außerdem ist die Verwendung des Begriffs ”einschließlich” sowie andere Formen wie ”schließen ein”,
”schließt ein” and ”eingeschlossen” nicht limitierend. Die hierin verwendeten Überschriften der Abschnitte die-
nen nur organisatorischen Zwecken und sind nicht auszulegen, den beschriebenen Gegenstand zu begrenzen.

[0045] Eine ”Alkyl”-Gruppe bezieht sich auf eine aliphatische Kohlenwasserstoffgruppe. Die Alkylgruppe kann
eine gesättigte Alkylgruppe sein (was bedeutet, dass sie keine Kohlenstoff-Kohlenstoff-Doppelbindungen oder
Kohlenstoff-Kohlenstoff-Dreifachbindungen enthält) oder die Alkylgruppe kann eine ungesättigte Alkylgruppe
sein (was bedeutet, dass sie mindestens eine Kohlenstoff-Kohlenstoff-Doppelbindung oder Kohlenstoff-Koh-
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lenstoff-Dreifachbindung enthält). Der Alkylrest, ob gesättigt oder ungesättigt, kann verzweigt oder geradkettig
sein.

[0046] Die Alkylgruppe kann 1 bis 12 Kohlenstoffatome aufweisen (wenn immer es hierin auftaucht, bezieht
sich ein numerischer Bereich wie ”1 bis 12” auf jede ganze Zahl in dem gegebenen Bereich; z. B. bedeutet
”1 bis 12 Kohlenstoffatome”, dass die Alkylgruppe aus 1 Kohlenstoffatom, 2 Kohlenstoffatomen, 3 Kohlenstoff-
atomen, etc., bis zu und einschließlich 12 Kohlenstoffatomen bestehen kann, obwohl die vorliegende Defini-
tion auch das Vorkommen des Begriffs „Alkyl” abdeckt, wo kein numerischer Bereich angegeben ist). Die Al-
kylgruppe der hierin beschriebenen Verbindungen kann bezeichnet werden als ”C1-C8-Alkyl” oder ähnlichen
Bezeichnungen. Nur als Beispiel bezeichnet ”C1-C8-Alkyl”, dass es ein, zwei, drei, vier, fünf sechs, sieben oder
acht Kohlenstoffatome in der Alkylkette gibt. In einem Aspekt ist das Alkyl ausgewählt aus der Gruppe, beste-
hend aus Methyl, Ethyl, Propyl, iso-Propyl, n-Butyl, iso-Butyl, sec-Butyl, und t-Butyl. Typische Alkylgruppen
schließen ein, sind aber in keinster Weise beschränkt auf Methyl, Ethyl, Propyl, iso-Propyl, Butyl, iso-Butyl,
sec-Butyl, tertiären Butyl, Pentyl, neo-Pentyl, Hexyl, Allyl, But-2-enyl, But-3-enyl, Cyclopropylmethyl, Cyclobu-
tylmethyl, Cyclopentylmethyl, Cyclohexylmethyl, und dergleichen. In einem Aspekt ist ein Alkyl ein C1-C8-Alkyl.

[0047] Der Begriff ”Alkylen” bezieht sich auf einen divalenten Alkylrest. Jede der vorstehend erwähnten mo-
novalenten Alkylgruppen kann durch Abstraktion eines zweiten Wasserstoffatoms von dem Alkyl ein Alkylen
sein. In einem Aspekt ist ein Alkylen ein C1-C12-Alkylen. In einem anderen Aspekt ist ein Alkylen ein C1-C8-
Alkylen. Typische Alkylengruppen schließen ein, sind aber nicht beschränkt auf -CH2-, -CH(CH3)-, -C(CH3)2-,
-CH2CH2-, -CH2CH(CH3)-, -CH2C(CH3)2-, -CH2CH2CH2-, -CH2CH2CH2CH2-, und dergleichen.

[0048] Wie hierin verwendet bezieht sich der Begriff ”Aryl” auf einen aromatischen Ring, wobei jedes der
Atome, die den Ring bilden, ein Kohlenstoffatom ist. Arylringe werden durch fünf, sechs, sieben, acht, neun
oder mehr als neun Kohlenstoffatome gebildet. Arylgruppen sind gegebenenfalls substituiert. In einem Aspekt
ist ein Aryl ein Phenyl oder ein Naphthalenyl. In einem Aspekt ist ein Aryl ein Phenyl. In einem Aspekt ist ein
Aryl ein C6-C10-Aryl. Abhängig von der Struktur kann eine Arylgruppe ein Monoradikal oder ein Diradikal sein
(d. h. eine Arylengruppe). In einem Aspekt ist ein Arylen ein C6-C10-Arylen. Beispielhafte Arylene schließen
ein, sind aber nicht beschränkt auf Phenyl-1,2-en, Phenyl-1,3-en, und Phenyl-1,4-en.

[0049] Der Begriff ”Aromat” bezieht sich auf einen planaren Ring mit einem delokalisierten π-Elektronensys-
tem, enthaltend 4n + 2π Elektronen, wobei n eine ganze Zahl ist. Aromatische Ringe können durch fünf, sechs,
sieben, acht, neun, zehn oder mehr als zehn Atome gebildet sein. Aromaten sind gegebenenfalls substituiert.
Der Begriff ”Aromat” schließt sowohl carbozyklische Aryl-(”Aryl”, z. B. Phenyl) als auch heterozyklische Aryl-
(oder ”Heteroaryl-” oder ”heteroaromatische”)Gruppen (z. B. Pyridin) ein. Der Begriff schließt monozyklische
oder Ring-fusionierte polyzyklische (d. h. Ringe, die sich angrenzende Paare von Kohlenstoffatomen teilen)
Gruppen ein.

[0050] Der Begriff ”Halo” oder alternativ ”Halogen” oder ”Halid” bedeutet Fluor, Chlor, Brom oder Iod.

[0051] Der Begriff ”Lacton” bezieht sich auf einen zyklischen Ester, der als das Kondensationsprodukt einer
Alkoholgruppe -OH und einer Carbonsäuregruppe -COOH in demselben Molekül gesehen werden kann. Es
ist gekennzeichnet durch einen geschlossenen Ring, der aus zwei oder mehr Kohlenstoffatomen und einem
einzelnen Sauerstoffatom besteht, mit einer Ketongruppe =O in einem der Kohlenstoffatome, die an den an-
deren Sauerstoff angrenzen.

[0052] Der Begriff ”Heterozyklus” oder ”heterozyklisch” bezieht sich auf heteroaromatische Ringe (auch be-
kannt als Heteroaryle) und Heterocycloalkylringe (auch bekannt als heteroalizyklische Gruppen), die ein bis
vier Heteroatome in dem/den Ring(en) enthalten, wobei jedes Heteroatom in dem/den Ring(en) ausgewählt ist
aus O, S und N, wobei jede heterozyklische Gruppe von 4 bis 10 Atome in seinem Ringsystem aufweist, und
mit der Maßgabe, dass der jeweilige Ring nicht zwei angrenzende O- oder S-Atome enthält. Nicht-aromatische
heterozyklische Gruppen (auch bekannt als Heterocycloalkyle) schließen Gruppen mit nur 3 Atomen in ihrem
Ringsystem ein, aber aromatische heterozyklische Gruppen müssen mindestens 5 Atome in ihrem Ringsystem
aufweisen. Die heterozyklischen Gruppen schließen Benzo-fusionierte Ringsysteme ein. Ein Beispiel einer 3-
gliedrigen heterozyklischen Gruppe ist Aziridinyl. Ein Beispiel einer 4-gliedrigen heterozyklischen Gruppe ist
Azetidinyl. Ein Beispiel einer 5-gliedrigen heterozyklischen Gruppe ist Thiazolyl. Ein Beispiel einer 6-gliedrigen
heterozyklischen Gruppe ist Pyridyl, und ein Beispiel einer 10-gliedrigen heterozyklischen Gruppe ist Chinoli-
nyl. Beispiele von nicht-aromatischen heterozyklischen Gruppen sind Pyrrolidinyl, Tetrahydrofuranyl, Dihydro-
furanyl, Tetrahydrothienyl, Oxazolidinonyl, Tetrahydropyranyl, Dihydropyranyl, Tetrahydrothiopyranyl, Piperi-
dinyl, Morpholinyl, Thiomorpholinyl, Thioxanyl, Piperazinyl, Aziridinyl, Azetidinyl, Oxetanyl, Thietanyl, Homopi-
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peridinyl, Oxepanyl, Thiepanyl, Oxazepinyl, Diazepinyl, Thiazepinyl, 1,2,3,6-Tetrahydropyridinyl, Pyrrolin-2-yl,
Pyrrolin-3-yl, Indolinyl, 2H-Pyranyl, 4H-Pyranyl, Dioxanyl, 1,3-Dioxolanyl, Pyrazolinyl, Dithianyl, Dithiolanyl, Di-
hydropyranyl, Dihydrothienyl, Dihydrofuranyl, Pyrazolidinyl, Imidazolinyl, Imidazolidinyl, 3-Azabicyclo[3.1.0]he-
xanyl, 3-Azabicyclo[4.1.0]heptanyl, 3H-Indolyl und Chinolizinyl. Beispiele von aromatischen heterozyklischen
Gruppen sind Pyridinyl, Imidazolyl, Pyrimidinyl, Pyrazolyl, Triazolyl, Pyrazinyl, Tetrazolyl, Furyl, Thienyl, Isoxa-
zolyl, Thiazolyl, Oxazolyl, Isothiazolyl, Pyrrolyl, Chinolinyl, Isochinolinyl, Indolyl, Benzimidazolyl, Benzofuranyl,
Cinnolinyl, Indazolyl, Indolizinyl, Phthalazinyl, Pyridazinyl, Triazinyl, Isoindolyl, Pteridinyl, Purinyl, Oxadiazolyl,
Thiadiazolyl, Furazanyl, Benzofurazanyl, Benzothiophenyl, Benzothiazolyl, Benzoxazolyl, Chinazolinyl, Chin-
oxalinyl, Naphthyridinyl, und Furopyridinyl. Die vorgenannten Gruppen können wo es möglich ist C-gebunden
oder N-gebunden sein. Zum Beispiel kann eine vom Pyrrol abgeleitete Gruppe Pyrrol-1-yl (N-gebunden) oder
Pyrrol-3-yl (C-gebunden) sein. Des Weiteren kann eine vom Imidazol abgeleitete Gruppe Imidazol-1-yl oder
Imidazol-3-yl (beide N-gebunden) oder Imidazol-2-yl, Imidazol-4-yl oder Imidazol-5-yl (alle C-gebunden) sein.
Die heterozyklischen Gruppen schließen Benzo-fusionierte Ringsysteme ein. Nicht-aromatische Heterozyklen
können mit einem oder zwei Oxo-(=O)Resten substituiert sein, wie Pyrrolidin-2-on.

[0053] Der Begriff ”Alkenyl”, wie hierin verwendet, meint einen geradkettigen, verzweigtkettigen oder einen
zyklischen (in welchem Fall es auch bekannt wäre als ein ”Cycloalkenyl”) Kohlenwasserstoff, enthaltend von 2–
10 Kohlenstoffe und enthaltend mindestens eine Kohlenstoff-Kohlenstoff-Doppelbindung, die durch Entfernung
von zwei Wasserstoffen gebildet ist. In einigen Ausführungsformen, ist eine Alkenylgruppe, abhängig von der
Struktur, ein Monoradikal oder ein Diradikal (d. h. eine Alkenylengruppe). In einigen Ausführungsformen sind
Alkenylgruppen gegebenenfalls substituiert. Illustrative Beispiele von Alkenyl schließen ein, sind aber nicht
beschränkt auf Ethenyl, 2-Propenyl, 2-Methyl-2-propenyl, 3-Butenyl, 4-Pentenyl, 5-Hexenyl, 2-Heptenyl, 2-
Methyl-1-heptenyl, und 3-Cecenyl.

[0054] Der Begriff ”Alkinyl”, wie hierin verwendet, meint einen geradkettigen, verzweigtkettigen oder einen zy-
klischen (in welchem Fall es auch bekannt ware als ein ”Cycloalkinyl”) Kohlenwasserstoff, enthaltend von 2–10
Kohlenstoffe und enthaltend mindestens eine Kohlenstoff-Kohlenstoff-Dreifachbindung, die durch Entfernung
von vier Wasserstoffen gebildet ist. In einigen Ausführungsformen, ist eine Alkinylgruppe, abhängig von der
Struktur, ein Monoradikal oder ein Diradikal (d. h. eine Alkinylengruppe). In einigen Ausführungsformen sind
Alkinylgruppen gegebenenfalls substituiert. Illustrative Beispiele von Alkinyl schließen ein, sind aber nicht be-
schränkt auf Ethinyl, Propinyl, Butinyl, Pentinyl, Hexinyl, Heptinyl und dergleichen.

[0055] Der Begriff ”Alkoxy”, wie hierin verwendet, meint eine wie hierin definierte Alkylgruppe, die mit dem
Stammmolekülrest über ein Sauerstoffatom angehängt ist. Illustrative Beispiele von Alkoxy schließen ein, sind
aber nicht beschränkt auf Methoxy, Ethoxy, Propoxy, 2-Propoxy, Butoxy, tert-Butoxy, Pentyloxy und Hexyloxy.

[0056] Der Begriff ”Cycloalkyl”, wie hierin verwendet, meint einen monozyklischen oder polyzyklischen Rest,
der nur Kohlenstoff und Wasserstoff enthält, und schließt solche ein, die gesättigt, teilweise ungesättigt oder
vollständig ungesättigt sind. Cycloalkylgruppen schließen Gruppen mit von 3 bis 10 Ringatomen ein. Reprä-
sentative Beispiele von Cycloalkyl schließen ein, sind aber nicht beschränkt auf die folgenden Reste:
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In einigen Ausführungsformen ist abhängig von der Struktur eine Cycloalkylgruppe ein Monoradikal oder ein
Diradikal (z. B. eine Cycloalkylengruppe).

[0057] Die Begriffe ”Haloalkyl”, ”Haloalkenyl”, ”Haloalkinyl” und ”Haloalkoxy”, wie hierin verwendet, schließen
Alkyl-, Alkenyl-, Alkinyl- und Alkoxystrukturen ein, in denen mindestens ein Wasserstoff durch ein Halogenatom
ausgetauscht ist. In bestimmten Ausführungsformen, in denen zwei oder mehr Wasserstoffatome mit Haloge-
natomen ausgetauscht sind, sind die Halogenatome alle miteinander gleich. In anderen Ausführungsformen,
in denen zwei oder mehr Wasserstoffatome durch Halogenatome ausgetauscht sind, sind die Halogenatome
nicht alle miteinander gleich. Die Begriffe ”Fluoralkyl” und ”Fluoralkoxy” schließen Haloalkyl- bzw. Haloalkoxy-
gruppen ein, in denen das Halo Fluor ist. In bestimmten Ausführungsformen sind Haloalkyle gegebenenfalls
substituiert.

[0058] Der Begriff ”Glucosyl”, wie hierin verwendet, schließt die D- oder L-Form von Glucosylgruppen ein, in
denen die Glucosylgruppe über eine beliebige Hydroxylgruppe auf dem Glucosering angehängt ist.

[0059] Der Begriff ”verträglich” in Bezug auf eine Formulierung, Zusammensetzung oder einen Bestandteil, wie
hierin verwendet, meint, keine persistierende nachteilige Wirkung auf die allgemeine Gesundheit des Subjekts,
das behandelt wird, zu haben.

[0060] Antrodia ist eine Pilzgattung in der Familie Meripilaceae. Antrodia-Spezies weisen Fruchtkörper auf,
die typischer Weise flach oder ausgebreitet auf der Wachstumsoberfläche liegen, mit dem zur Außenseite ex-
ponierten Hymenium; die Ränder können so geformt werden, dass sie enge Klammern bilden. Die meisten
Spezies werden in gemäßigten und borealen Wäldern gefunden und verursachen Braunfäule. Einige der Spe-
zies in dieser Gattung weisen medizinische Eigenschaften auf, und wurden in Taiwan als traditionelle Medizin
verwendet.

[0061] Der Begriff ”Träger”, wie hierin verwendet, bezieht sich auf relativ ungiftige chemische Verbindungen
oder Mittel, die die Aufnahme einer Verbindung in Zellen oder Geweben erleichtern.

[0062] Die Begriffe ”Co-Verabreichung” oder dergleichen, wie hierin verwendet, sind beabsichtig, Verabrei-
chung der ausgewählten Wirkstoffe an einen einzelnen Patienten zu umfassen, und sind beabsichtigt Be-
handlungspläne einzuschließen, in denen die Mittel über den gleichen oder einen unterschiedlichen Verabrei-
chungsweg oder gleichzeitig oder zu einer unterschiedlichen Zeit verabreicht werden.

[0063] Der Begriff ”Verdünnungsmittel” bezieht sich auf chemische Verbindungen, die verwendet werden, um
die Verbindung von Interesse vor der Verabreichung zu verdünnen. Verdünnungsmittel können auch verwendet
werden, um Verbindungen zu stabilisieren, da sie eine stabilere Umgebung bereitstellen können. In gepufferten
Lösungen gelöste Salze (die auch pH-Kontrolle oder Beibehaltung bereitstellen können) werden im Fachgebiet
als Verdünnungsmittel genutzt, einschließlich, aber nicht beschränkt auf eine Phosphat-gepufferte Salzlösung.

[0064] Die Begriffe ”wirksame Menge” oder ”therapeutisch wirksame Menge”, wie hierin verwendet, bezieht
sich auf eine ausreichende Menge eines Mittels oder einer Verbindung, die verabreicht wird, die zu einem
gewissen Maß eines oder mehrere Symptome der Erkrankung oder des Zustandes der behandelt wird, lindern
wird. Das Ergebnis kann eine Reduktion oder Verminderung der Zeichen, Symptome oder Ursachen einer
Erkrankung sein, oder eine beliebige andere gewünschte Veränderung eines biologischen Systems. Zum Bei-
spiel ist eine „wirksame Menge” für therapeutische Zwecke die Menge der eine wie hierin offenbarte Verbin-
dung umfassenden Zusammensetzung, die erforderlich ist, eine klinisch signifikante Verringerung an Krank-
heitssymptomen bereitzustellen. Eine passende „wirksame” Menge kann in jedem individuellen Fall unter Ver-
wendung von Techniken bestimmt werden, wie einer Dosis-Steigerungs-Studie.

[0065] Die Begriffe ”verstärken” oder ”verstärkend”, wie hierin verwendet, meint eine gewünschte Wirkung in
der Potenz oder der Dauer zu erhöhen oder zu verlängern. Somit bezieht sich der Begriff „verstärkend”, in
Bezug zum Verstärken der Wirkung von Wirkstoffen, auf die Fähigkeit die Wirkung von anderen Wirkstoffen
auf ein System entweder in der Potenz oder der Dauer zu erhöhen oder zu verlängern. Eine ”verstärkend-
wirksame Menge”, wie hierin verwendet, bezieht sich auf eine Menge, die adäquat ist, die Wirkung eines an-
deren therapeutischen Wirkstoffes in einem gewünschten System zu verstärken.

[0066] Ein ”Metabolit” einer hierin offenbarten Verbindung ist ein Derivat dieser Verbindung, das gebildet wird,
wenn die Verbindung verstoffwechselt wird. Der Begriff ”aktiver Metabolit” bezieht sich auf ein biologisch akti-
ves Derivat einer Verbindung, die gebildet wird, wenn die Verbindung verstoffwechselt wird. Der Begriff ”ver-
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stoffwechselt”, wie hierin verwendet bezieht sich auf die Summe der Vorgänge (einschließlich, aber nicht be-
schränkt auf Hydrolysereaktionen und durch Enzyme katalysierte Reaktionen) durch die eine bestimmte Sub-
stanz durch einen Organismus verändert wird. Somit können Enzyme spezifische strukturelle Änderungen
in einer Verbindung erzeugen. Cytochrom P450 katalysiert zum Beispiel eine Vielzahl von Oxidations- und
Reduktionsreaktionen, während Uridindiphosphatglucuronyltransferasen den Transfer eines aktivierten Glu-
curonsäuremoleküls auf aromatische Alkohole, aliphatische Alkohole, Carbonsäuren, Amine und freie Sulfhy-
drylgruppen katalysieren. Metabolite der hierin offenbarten Verbindungen werden gegebenenfalls entweder
durch Verabreichung von Verbindungen an einen Wirt und Analyse von Gewebeproben des Wirtes oder durch
Inkubation von Verbindungen mit hepatischen Zellen in vitro und Analyse der resultierenden Verbindungen
identifiziert.

[0067] Der Begriff ”pharmazeutische Kombination”, wie hierin verwendet, meint ein Produkt, das aus dem
Mischen oder Kombinieren von mehr als einem Wirkstoff resultiert und schließt sowohl fixierte als auch nicht-
fixierte Kombinationen der aktiven Wirkstoffe ein. Der Begriff ”fixierte Kombination” bedeutet, dass die akti-
ven Wirkstoffe, z. B. eine Verbindung (d. h. eine hierin beschriebene Cyclohexenonverbindung) und ein Co-
Agens beide an einen Patienten gleichzeitig in der Form einer einzelnen Einheit oder Dosierung verabreicht
werden. Der Begriff ”nicht-fixierte Kombination” bedeutet, dass die aktiven Wirkstoffe, z. B. eine Verbindung
(d. h. eine hierin beschriebene Cyclohexenonverbindung) und ein Co-Agens an einen Patienten als getrennte
Einheiten entweder nebeneinander, gleichzeitig oder nacheinander ohne spezifische Zwischenzeiträume ver-
abreicht werden, wobei eine solche Verabreichung wirksame Spiegel der zwei Verbindungen in dem Körper
des Patienten bereitstellt. Letzteres trifft auch auf eine Cocktailtherapie zu, z. B. der Verabreichung von drei
oder mehr aktiven Wirkstoffen.

[0068] Der Begriff ”pharmazeutische Zusammensetzung” bezieht sich auf eine Mischung von einer Verbin-
dung (d. h. einer hierin beschriebenen Cyclohexenonverbindung) mit anderen chemischen Bestandteilen, wie
Trägern, Stabilisatoren, Verdünnungsmitteln, Dispersionsmitteln, Suspensionsmitteln, Verdickungsmitteln und/
oder Hilfsstoffen. Die pharmazeutische Zusammensetzung erleichtert die Verabreichung der Verbindung an
einen Organismus. Mehrere Techniken zum Verabreichen einer Verbindung existieren im Fachgebiet, ein-
schließlich, aber nicht beschränkt auf: intravenöser, oraler, Aerosol, parenteraler, ophthalmischer, pulmonaler
und topischer Verabreichung.

[0069] Der Begriff ”Subjekt” oder ”Patient” umfasst Säuger. Beispiele von Säugern schließen ein, sind aber
nicht beschränkt auf ein beliebiges Mitglied der Säugerklasse: Menschen, nicht-menschliche Primaten wie
Schimpansen und andere Menschenaffen- und Affenspezies; Farmtiere wie Rinder, Pferde, Schafe, Ziegen,
Schweine; Haustiere wie Kaninchen, Hunde und Katzen; Labortiere, einschließlich Nager wie Ratten, Mäuse
und Meerschweinchen, und dergleichen. In einer Ausführungsform ist der Säuger ein Mensch.

[0070] Die Begriffe ”behandeln”, ”behandelnd” oder ”Behandlung”, wie hierin verwendet, schließt das Vermin-
dern, Abklingen lassen oder Lindern von mindestens einem Symptom einer Erkrankung oder eines Zustandes,
Vorbeugen zusätzlicher Symptome, Inhibieren der Erkrankung oder des Zustandes, z. B. Anhalten der Ent-
wicklung der Erkrankung oder des Zustandes, Lindern der Erkrankung oder des Zustandes, Verursachen einer
Regression der Erkrankung oder des Zustandes, Lindern eines Zustandes, der durch die Erkrankung oder den
Zustand verursacht ist, oder entweder prophylaktisches und/oder therapeutisches Stoppen der Symptome der
Erkrankung oder des Zustandes.

Verabreichungswege

[0071] Geeignete Verabreichungswege schließen ein, sind aber nicht beschränkt auf orale, intravenöse, rek-
tale, Aerosol, parenterale, ophthalmische, pulmonale, transmucosale, transdermale, vaginale, aurikuläre, na-
sale und topische Verabreichung. Zusätzlich, lediglich als Beispiel, schließt parenterale Verabreichung intra-
muskuläre, subkutane, intravenöse, intramedulläre Injektionen, sowie intrathecale, direkt intraventrikuläre, in-
traperitoneale, intralymphatische und intranasale Injektionen ein.

[0072] In bestimmten Ausführungsformen wird eine hierin beschriebene Verbindung eher in einer lokalen als
systemischen Weise verabreicht, zum Beispiel mittels Injektion der Verbindung direkt in ein Organ, oft in ei-
ner Depotpräparation oder einer Formulierung mit Freisetzung in konstanter Geschwindigkeit. In spezifischen
Ausführungsformen werden lang wirkende Formulierungen durch Implantation (z. B. subkutan oder intramus-
kulär) oder durch intramuskuläre Injektion verabreicht. Außerdem wird der Wirkstoff in anderen Ausführungs-
formen in einem zielgerichteten Wirkstofflieferungssystem geliefert, zum Beispiel in einem mit einem organ-
spezifischen Antikörper beschichteten Liposom. In solchen Ausführungsformen werden die Liposomen zu dem
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Organ zielgeführt und selektiv durch das Organ aufgenommen. In noch anderen Ausführungsformen wird die
wie hierin beschriebene Verbindung in der Form einer Formulierung mit rascher Freisetzung, in der Form einer
Formulierung mit verlängerter Freisetzung oder in der Form einer Formulierung mit einer zwischenzeitlichen
Freisetzung („intermediate release formulation”) bereitgestellt. In noch anderen Ausführungsformen wird die
hierin beschriebene Verbindung topisch verabreicht.

[0073] In einigen Ausführungsformen wird die Cyclohexenoneverbindung, oder ein pharmazeutisch verträg-
liches Salz, Metabolit, Solvat oder Prodrug davon parenteral oder intravenös verabreicht. In anderen Ausfüh-
rungsformen wird die Cyclohexenonverbindung oder ein pharmazeutisch verträgliches Salz, Metabolit, Solvat
oder Prodrug davon durch Injektion verabreicht. In einigen Ausführungsformen wird die Cyclohexenoneverbin-
dung, oder ein pharmazeutisch verträgliches Salz, Metabolit, Solvat oder Prodrug davon oral verabreicht.

Pharmazeutische Zusammensetzung/Formulierung

[0074] In einigen Ausführungsformen werden Verbindungen bereitgestellt mit der Struktur:

wobei jedes von X und Y unabhängig voneinander Sauerstoff, NR5 oder Schwefel ist;
R ein Wasserstoff oder C(=O)C1-C8-Alkyl ist;
jeder von R1, R2 und R3 unabhängig voneinander ein Wasserstoff, Methyl oder (CH2)m-CH3 ist;
R4 NR5R6, OR5, OC(=O)R7, C(=O)OR5, C(=O)R5, C(=O)NR5R6, Halogen, 5 oder 6-gliedriges Lacton, C1-C8-
Alkyl, C2-C8-Alkenyl, C2-C8-Alkinyl, Aryl, Glucosyl ist, wobei das 5 oder 6-gliedrige Lacton, C1-C8-Alkyl, C2-C8-
Alkenyl, C2-C8-Alkinyl, Aryl, und Glucosyl gegebenenfalls mit einem oder mehreren Substituenten, ausgewählt
aus NR5R6, OR5, OC(=O)R7, C(=O)OR5, C(=O)R5, C(=O)NR5R6, C1-C8-Alkyl, C2-C8-Alkenyl, C2-C8-Alkinyl, C3-
C8-Cycloalkyl, und C1-C8-Haloalkyl, substituiert sind;
jeder von R5 und R6 unabhängig voneinander ein Wasserstoff oder C1-C8-Alkyl ist;
R7 ein C1-C8-Alkyl, OR5 oder NR5R6 ist;
m = 1–12; und
n = 1–12; oder ein pharmazeutisch verträgliches Salz, Metabolit, Solvat oder Prodrug davon.

[0075] In einigen Ausführungsformen ist R ein Wasserstoff, C(=O)C3H8, C(=O)C2H5, oder C(=O)CH3. In eini-
gen Ausführungsformen ist jeder von R1, R2 und R3 uabhängig voneinander Wasserstoff, Methyl, Ethyl, Propyl,
Butyl, Pentyl, Hexyl, Heptyl oder Octyl. In bestimmten Ausführungsformen ist R1 ein Wasserttoff oder Methyl.
In bestimmten Ausführungsformen ist R2 ein Wasserstoff, Methyl, Ethyl, Propyl, Butyl, Pentyl oder Hexyl. In
bestimmten Ausführungsformen ist R3 ein Wasserstoff, Methyl, Ethyl, Propyl, Butyl, Pentyl oder Hexyl. In ei-
nigen Ausführungsformen ist R4 Halogen, NH2, NHCH3, N(CH3)2, OCH3, OC2H5, C(=O)CH3, C(=O)C2H5, C(=
O)OCH3, C(=O)OC2H5, C(=O)NHCH3, C(=O)NHC2H5, C(=O)NH2, OC(=O)CH3, OC(=O)C2H5, OC(=O)OCH3,
OC(=O)OC2H5, OC(=O)NHCH3, OC(=O)NHC2H5, oder OC(=O)NH2. In bestimmten Ausführungsformen ist R4
C2H5C(CH3)2OH, C2H5C(CH3)2OCH3, CH2COOH, C2H5COOH, CH2OH, C2H5OH, CH2Ph, C2H5Ph, CH2CH=C
(CH3)(CHO), CH2CH=C(CH3)(C(=O)CH3), 5 oder 6-gliedriges Lacton, Aryl, C1-C8-Alkyl, oder Glucosyl, wobei 5
oder 6-gliedriges Lacton, Aryl, C1-C8-Alkyl, und Glucosyl gegebenenfalls mit einem oder mehreren Substituen-
ten substituiert sind, ausgewählt aus NR5R6, OR5, OC(=O)R7, C(=O)OR5, C(=O)R5, C(=O)NR5R6, C1-C8-Alkyl,
C2-C8-Alkenyl, C2-C8-Alkinyl, C3-C8-Cycloalkyl, und C1-C8-Haloalkyl. In bestimmten Ausführungsformen ist R4
CH2OOOH, C2H5COOH, CH2OH, C2H5OH, CH2Ph, C2H5Ph, CH2CH=C(CH3)(CHO), CH2CH=C(CH3)(C(=O)
CH3), 5 oder 6-gliedriges Lacton, Aryl, oder Glucosyl, wobei das 5 oder 6-gliedrige Lacton, Aryl, und Glucosyl
gegebenenfalls mit einem oder mehreren Substituenten substituiert sind, ausgewählt aus NR5R6, OR5, OC(=
O)R7, C(=O)OR5, C(=O)R5, C(=O)NR5R6, C1-C8-Alkyl, C2-C8-Alkenyl, C2-C8-Alkinyl, C3-C8-Cycloalkyl, und C1-
C8-Haloalkyl.

[0076] In bestimmten Ausführungsformen ist die Verbindung ausgewählt aus der Gruppe, bestehend aus
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[0077] In bestimmten Ausführungsformen ist die Verbindung ausgewählt aus der Gruppe, bestehend aus
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[0078] In einigen Ausführungsformen werden pharmazeutische Zusammensetzungen bereitgestellt, umfas-
send eine therapeutisch wirksame Menge einer Cyclohexenonverbindung mit der Struktur:

wobei jedes von X und Y unabhängig voneinander Sauerstoff, NR5 oder Schwefel ist;
R ein Wasserstoff oder C(=O)C1-C8-Alkyl ist;
jeder von R1, R2 und R3 unabhängig voneinander ein Wasserstoff, Methyl oder (CH2)m-CH3 ist;
R4 NR5R6, OR5, OC(=O)R7, C(=O)OR5, C(=O)R5, C(=O)NR5R6, Halogen, 5 oder 6-gliedriges Lacton, C1-C8-
Alkyl, C2-C8-Alkenyl, C2-C8-Alkinyl, Aryl, Glucosyl ist, wobei das 5 oder 6-gliedrige Lacton, C1-C8-Alkyl, C2-C8-
Alkenyl, C2-C8-Alkinyl, Aryl, und Glucosyl gegebenenfalls mit einem oder mehreren Substituenten, ausgewählt
aus NR5R6, OR5, OC(=O)R7, C(=O)OR5, C(=O)R5, C(=O)NR5R6, C1-C8-Alkyl, C2-C8-Alkenyl, C2-C8-Alkinyl, C3-
C8-Cycloalkyl, und C1-C8-Haloalkyl, substituiert sind;
jeder von R5 und R6 unabhängig voneinander ein Wasserstoff oder C1-C8-Alkyl ist;
R7 ein C1-C8-Alkyl, OR5 oder NR5R6 ist;
m = 1–12; und n = 1–12; oder ein pharmazeutisch verträgliches Salz, Metabolit, Solvat oder Prodrug davon;
und einen pharmazeutisch verträglichen Hilfsstoff.

[0079] In einigen Ausführungsformen sind die hierin beschriebenen Verbindungen in pharmazeutischen Zu-
sammensetzungen formuliert. In spezifischen Ausführungsformen werden pharmazeutische Zusammenset-
zungen in einer herkömmlichen Weise formuliert unter Verwendung von einem oder mehreren pharmazeutisch
verträglichen Trägern, umfassend Hilfsstoffe und Hilfsmittel, die das Verarbeiten der Wirkstoffe in Präparate,
die pharmazeutisch verwendet werden können, erleichtern. Die richtige Formulierung hängt von dem ausge-
wählten Verabreichungsweg ab. Alle pharmazeutisch verträglichen Techniken, Träger und Hilfsstoffe werden
verwendet, wie geeignet, um die hierin beschriebenen pharmazeutischen Zusammensetzungen zu formulie-
ren: Remington: The Science and Practice of Pharmacy, Neunzehnte Ausg. Hrsg. (Easton, Pa.: Mack Publis-
hing Company, 1995); Hoover, John E., Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co., Easton,
Pennsylvania 1975; Liberman, H. A. und Lachman, L., Hrsg., Pharmaceutical Dosage Forms, Marcel Decker,
New York, N. Y., 1980; und Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery Systems, Siebte Ausg. (Lippin-
cott Williams & Wilkins 1999).
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[0080] Hierin bereitgestellt werden pharmazeutische Zusammensetzungen, umfassend eine Verbindung (d.
h. eine hierin beschriebene Cyclohexenonverbindung) und (ein/einen) pharmazeutisch verträgliche(s/n) Ver-
dünnungsmittel, Hilfsstoff(e) oder Träger. In bestimmten Ausführungsformen werden die beschriebenen Ver-
bindungen als pharmazeutische Zusammensetzungen verabreicht, in denen eine Verbindung (d. h. eine hierin
beschriebene Cyclohexenonverbindung) wie in der Kombinationstherapie mit anderen Wirkstoffen gemischt
wird. Hierin umfasst sind alle Kombinationen von Wirkstoffen, die in dem nachstehenden Kombinationsthera-
pien-Abschnitt und in dieser Offenbarung dargelegt sind. In spezifischen Ausführungsformen schließen die
pharmazeutischen Zusammensetzungen eine oder mehrere Verbindungen (d. h. eine hierin beschriebene Cy-
clohexenonverbindung) ein.

[0081] Eine pharmazeutische Zusammensetzung, wie hierin verwendet, bezieht sich auf eine Mischung von
einer Verbindung (d. h. einer hierin beschriebenen Cyclohexenonverbindung) mit anderen chemischen Be-
standteilen, wie Trägern, Stabilisatoren, Verdünnungsmitteln, Dispersionsmitteln, Suspensionsmitteln, Verdi-
ckungsmitteln und/oder Hilfsstoffen. In bestimmten Ausführungsformen erleichtert die pharmazeutische Zu-
sammensetzung die Verabreichung der Verbindung an den Organismus. In einigen Ausführungsformen wer-
den, beim Ausführen der hierin bereitgestellten Behandlungsverfahren oder der Verwendung, therapeutisch
wirksame Mengen der Verbindungen (d. h. einer hierin beschriebenen Cyclohexenonverbindung) in einer phar-
mazeutischen Zusammensetzung an einen Säuger verabreicht, der eine(n) zu behandelnde(n) Erkrankung
oder Zustand aufweist. In spezifischen Ausführungsformen ist der Säuger ein Mensch. In bestimmten Ausfüh-
rungsformen variieren therapeutisch wirksame Mengen abhängig von der Schwere der Erkrankung, dem Alter
und der relativen Gesundheit des Subjekts, der Potenz der verwendeten Verbindung und anderen Faktoren.
Die hierin beschriebenen Verbindungen werden hierin einzeln oder in Kombination mit einer oder mehreren
therapeutischen Wirkstoffen als Bestandteile von Mischungen verwendet.

[0082] In einer Ausführungsform ist eine Verbindung (d. h. eine hierin beschriebene Cyclohexenonverbindung)
in einer wässrigen Lösung formuliert. In spezifischen Ausführungsformen ist die wässrige Lösung ausgewählt
aus, lediglich in besipielhafter Weise, einem physiologisch kompatiblen Puffer, wie Hank'sche Lösung, Ringer-
lösung, oder physiologischem Salinepuffer. In anderen Ausführungsformen wird eine Verbindung (d. h. eine
hierin beschriebene Cyclohexenonverbindung) zur transmucosalen Verabreichung formuliert. In spezifischen
Ausführungsformen schließen transmucosale Formulierungen Eindringmittel ein, die für die zu permeierende
Barriere geeignet sind. In noch anderen Ausführungsformen, in denen die hierin beschriebenen Verbindungen
für andere parenterale Injektionen formuliert sind, schließen geeignete Formulierungen wässrige oder nicht-
wässrige Lösungen ein. In spezifischen Ausführungsformen schließen solche Lösungen physiologisch kom-
patible Puffer und/oder Hilfsstoffe ein.

[0083] In anderen Ausführungsformen werden hierin beschriebene Verbindungen zur oralen Verabreichung
formuliert. Hierin beschriebene Verbindungen, einschließlich einer Verbindung (d. h. eine hierin beschriebe-
ne Cyclohexenonverbindung), werden durch Kombinieren der aktiven Verbindungen mit z. B. pharmazeutisch
verträglichen Trägern oder Hilfsstoffen formuliert. In zahlreichen Ausführungsformen sind die hierin beschrie-
benen Verbindungen in oralen Dosierungsformen formuliert, die nur in beispielhafter Weise Tabletten, Pulver,
Pillen, Dragees, Kapseln, Flüssigkeiten, Gele, Sirupe, Elixiere, Aufschlämmungen, Suspensionen und der glei-
chen einschließen.

[0084] In bestimmten Ausführungsformen werden pharamzeutische Präparate zur oralen Verwendung durch
Mischen von einem oder mehreren festen Hilfsstoffen mit einer oder mehreren hierin beschriebenen Verbin-
dungen, gegebenenfalls Mahlen der resultierenden Mischung, und Verarbeiten der Mischung von Granula,
nach dem Hinzufügen von geeigneten Hilfsmitteln, falls gewünscht, um Tabletten oder Drageekerne zu erhal-
ten, erhalten. Geeignete Hilfsstoffe sind insbesondere Füllmittel, wie Zucker, einschließlich Laktose, Saccha-
rose, Mannitol oder Sorbitol; Cellulosepräparationen, wie: zum Beispiel Maisstärke, Weizenstärke, Reisstärke,
Kartoffelstärke, Gelatine, Gummitragant, Methylcellulose, mikrokristalline Cellulose, Hydroxypropylmethylcel-
lulose, Natriumcarboxymethylcellulose; oder Anderen, wie: Polyvinylpyrrolidon (PVP oder Povidon) oder Kal-
ziumphosphat. In spezifischen Ausführungsformen werden gegebenenfalls Desintegrationsmittel hinzugefügt.
Desintegrationsmittel schließen nur beispielhafter Weise quervernetztes Croscarmellose-Natrium, Polyvinyl-
pyrrolidon, Agar, oder Alginsäure oder ein Salz davon wie Natriumalginat ein.

[0085] In einer Ausführungsform werden Dosierungsformen wie Drageekerne und Tabletten mit einer oder
mehreren geeigneten Beschichtungen bereitgestellt. In spezifischen Ausführungsformen werden zum Be-
schichten der Dosierungsform konzentrierte Zuckerlösungen verwendet. Die Zuckerlösungen enthalten ge-
gebenenfalls zusätzliche Bestandteile, wie nur beispielhafter Weise Gummi Arabicum, Talk, Polyvinylpyrroli-
don, Carbopolgel, Polyethylenglycol, und/oder Titandioxid, Lacklösungen, und geeignete organische Lösemit-
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tel oder Lösemittelmischungen. Farbstoffe und/oder Pigmente werden auch gegebenenfalls zu den Beschich-
tungen zu Identifikationszwecken hinzugefügt. Zusätzlich können die Farbstoffe und/oder die Pigmente gege-
benenfalls genutzt werden, um unterschiedliche Kombinationen von Wirkstoffdosierungen zu kennzeichnen.

[0086] In bestimmten Ausführungsformen werden therapeutisch wirksame Mengen von mindestens einer der
hierin beschriebenen Verbindungen in andere orale Dosierungsformen formuliert. Orale Dosierungsformen
schließen aus Gelatine hergestellte „Push-fit”-Kapseln, sowie weiche, abgeschlossene Kapseln, die aus Ge-
latine und einem Weichmacher wie Glycerin oder Sorbitol hergestellt sind, ein. In spezifischen Ausführungs-
formen enthalten „Push-fit”-Kapseln die Wirkstoffe in Mischung mit einem oder mehreren Füllstoffen. Füllstoffe
schließen nur in beispielhafter Weise Laktose, Bindemittel wie Stärken, und/oder Schmiermittel wie Talk oder
Magnesiumstearat und gegebenenfalls Stabilisatoren, ein. In anderen Ausführungsformen enthalten Weich-
kapseln eine oder mehrere aktive Verbindungen die in einer geeigneten Flüssigkeit gelöst oder suspendiert ist/
sind. Geeignete Flüssigkeiten schließen nur in beispielhafter Weise ein oder mehrere Fettöle, flüssiges Paraffin
oder flüssiges Polyethylenglycol ein. Zusätzlich werden gegebenenfalls Stabilisatoren hinzugefügt.

[0087] In anderen Ausführungsformen werden therapeutisch wirksame Mengen von mindestens einer der
hierin beschriebenen Verbindungen zur bukkalen oder sublingualen Verabreichung formuliert. Zur bukkalen
oder sublingualen Verabreichung geeignete Formulierungen schließen nur in beispielhafter Weise Tabletten,
Pastillen oder Gele ein. In noch anderen Ausführungsformen werden die hierin beschriebenen Verbindungen
zur parenteralen Verabreichung formuliert, einschließlich zu Formulierungen, die zur Bolusinjektion oder kon-
tinuierlichen Injektion geeignet sind. In spezifischen Ausführungsformen werden Injektionsformulierungen in
Einheitsdosierungsform (z. B. in Ampullen) oder in Mehrfachdosenbehältern präsentiert. Konservierungsstoffe
werden gegebenenfalls zu den Injektionsformulierungen hinzugegügt. In noch anderen Ausführungsformen
werden die pharmazeutischen Zusammensetzungen einer Verbindung (d. h. einer hierin beschriebenen Cy-
clohexenonverbindung) in einer Form formuliert, die zur parenteralen Injektion als eine sterile Suspension,
Lösung oder Emulsion in öligen oder wässrigen Vehikeln geeignet ist. Parenterale Injektionsformulierungen
enthalten gegebenenfalls Formulierungsmittel wie Suspensionsmittel, Stabilisatoren und/oder Dispersionsmit-
tel. In spezifischen Ausführungsformen schließen pharmazeutische Formulierungen zur parenteralen Verab-
reichung wässrige Lösungen der aktiven Verbindungen in wasserlöslicher Form ein. In zusätzlichen Ausfüh-
rungsformen werden Suspensionen der aktiven Verbindung als geeignete ölige Injektionssuspensionen her-
gestellt. Geeignete lipophile Lösemittel oder Vehikel zur Verwendung in den hierin beschriebenen pharmazeu-
tischen Zusammensetzungen schließen nur auf beispielhafter Weise Fettöle wie Sesamöl oder synthetische
Fettsäureester wie Ethyloleat oder Triglyceride, oder Liposome ein. In bestimmten Ausführungsformen enthal-
ten wässrige Injektionssuspensionen Substanzen, die die Viskosität der Suspension erhöhen, wie Natriumcar-
boxymethylcellulose, Sorbitol oder Dextran. Gegebenenfalls enthält die Suspension geeignete Stabilisatoren
oder Mittel, die die Löslichkeit der Verbindung erhöhen, um die Herstellung von hochkonzentrierten Lösungen
zu erlauben. Alternativ dazu ist der aktive Bestandteil in anderen Ausführungsformen in Pulverform vor der
Verwendung zur Konstitution mit einem geeigneten Vehikel, z. B. sterilem Pyrogen-freiem Wasser.

[0088] In einem Aspekt werden Verbindungen (d. h. hierin beschriebene Cyclohexenonverbindungen) als Lö-
sungen für die parenterale Verabreichung hergestellt, wie hierin beschrieben oder im Fachgebiet bekannt, und
mit einem automatischen Injektor verabreicht. Automatische Injektoren, wie solche, die in U.S. Patent Nr. 4,
031,893, 5,358,489; 5,540,664; 5,665,071, 5,695,472 und WO/2005/087297 offenbart sind (von denen jedes
durch Bezugnahme für solche Offenbarung hierin aufgenommen wird), sind bekannt. Im Allgemeinen enthalten
alle automatischen Injektoren ein Flüssigkeitsvolumen, das eine zu injizierende Verbindung (d. h. eine hierin
beschriebene Cyclohexenonverbindung) einschließt. Im Allgemeinen schließen automatische Injektoren ein
Reservoir zum Halten der Flüssigkeit, die in flüssiger Verbindung mit einer Nadel zum Liefern des Wirkstoffes
steht, sowie einen Mechanismus zum automatischen Ausfahren der Nadel, Einführen der Nadel in den Pati-
enten und Liefern der Dosis in den Patienten, ein. Beispielhafte Injektoren stellen etwa 0,3 mL, 0,6 mL, 1,0
mL oder andere geeignete Volumen der Lösung bei einer Konzentration von etwa von 0,5 mg bis 50 mg einer
Verbindung (d. h. einer hierin beschriebenen Cyclohexenonverbindung) pro 1 mL Lösung bereit. Jeder Injektor
ist fähig nur eine Dosis der Verbindung zu liefern.

[0089] In noch anderen Ausführungsformen werden die Verbindungen (d. h. hierin beschriebene Cyclohexe-
nonverbindungen) topisch verabreicht. Die hierin beschriebenen Verbindungen werden in eine Vielzahl von to-
pisch verabreichbaren Zusammensetzungen formuliert, wie Lösungen, Suspensionen, Lotionen, Gelen, Pas-
ten, Arzneistoff enthaltende Stäbchen, Balsame Cremen oder Salben. Solche pharmazeutischen Zusammen-
setzungen enthalten gegebenenfalls Lösungsvermittler, Stabilisatoren, Tonizität verstärkende Mittel, Puffer
und Konservierungsstoffe.
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[0090] In noch anderen Ausführungsformen werden die Verbindungen (d. h. hierin beschriebene Cyclohe-
xenonverbindungen) zur transdermalen Verabreichung formuliert. In spezifischen Ausführungsformen wen-
den transdermale Formulierungen transdermale Lieferungsgeräte und transdermale Lieferungspflaster an, und
können lipophile Emulsionen oder gepufferte, wässrige Lösungen sein, gelöst und/oder dispergiert in einem
Polymer oder einem Adhäsiv. In zahlreichen Ausführungsformen sind solche Pflaster zur kontinuierlichen, pul-
sierenden Lieferung oder Lieferung auf Abruf von pharmazeutischen Mitteln konstruiert. In zusätzlichen Aus-
führungsformen wird die transdermale Lieferung einer Verbindung (d. h. einer hierin beschriebenen Cyclohe-
xenonverbindung) mittels iontophoretischer Pflaster und dergleichen erreicht. In bestimmten Ausführungsfor-
men stellen transdermale Pflaster eine kontrollierte Lieferung einer Verbindung (d. h. einer hierin beschrie-
benn Cyclohexenonverbindung) bereit. In spezifischen Ausführungsformen wird die Absorptionsgeschwindig-
keit durch Verwenden von geschwindigkeitskontrollierenden Membranen oder durch Einschließen der Verbin-
dung innerhalb einer Polymermatrix oder eines Gels verlangsamt. In alternativen Ausführungsformen werden
Absorptionsverstärker verwendet, um die Absorption zu erhöhen. Absorptionsverstärker oder -träger schließen
absorbierbare pharmazeutisch verträgliche Lösemittel ein, die bei der Passage durch die Haut assistieren. In
einer Ausführungsform sind transdermale Vorrichtungen zum Beispiel in der Form einer Bandage, umfassend
ein Rückteil (”backing member”), ein die Verbindung gegebenenfalls mit Trägern enthaltendes Reservoir, ge-
gebenenfalls eine geschwindigkeitskontrollierende Barriere, um die Verbindung zu der Haut des Wirtes über
einen verlangerten Zeitraum in einer kontrollierten und vorbestimmten Geschwindigkeit zu liefern, und Mittel,
um die Vorrichtung auf der Haut zu befestigen.

[0091] Hierin beschriebene transdermale Formulierungen können unter Verwendung einer Vielzahl von Vor-
richtungen, die im Fachgebiet beschrieben sind, verabreicht werden. Zum Beispiel schließen solche Vorrich-
tungen ein, sind aber nicht beschränkt auf U.S. Pat. Nr. 3,598,122, 3,598,123, 3,710,795, 3,731,683, 3,742,951,
3,814,097, 3,921,636, 3,972,995, 3,993,072, 3,993,073, 3,996,934, 4,031,894, 4,060,084, 4,069,307,
4,077,407, 4,201,211, 4,230,105, 4,292,299, 4,292,303, 5,336,168, 5,665,378, 5,837,280, 5,869,090,
6,923,983, 6,929,801 und 6,946,144.

[0092] Die hierin beschriebenen transdermalen Dosierungsformen können bestimmte pharmazeutische Hilfs-
stoffe inkorporieren, die im Fachgebiet herkömmlich sind. In einer Ausführungsform schließen die hierin be-
schriebenen transdermalen Formulierungen mindestens drei Komponenten ein: (1) eine Formulierung einer
Verbindung (d. h. einer hierin beschriebenen Cyclohexenonverbindung); (2) einen Penetrationsverstärker; und
(3) ein wässriges Adjuvans. Zusätzlich können transdermale Formulierungen zusätzliche Komponenten ein-
schließen, wie, aber nicht beschränkt auf Gelierungsmittel, Cremes, Basen für Salben und dergleichen. In
einigen Ausführungsformen schließen die transdermalen Formulierungen des Weiteren ein gewobenes oder
nicht-gewobenes Rückmaterial ein, um die Absorption zu verstärken und der Entfernung der transdermalen
Formulierung von der Haut vorzubeugen. In anderen Ausführungsformen behalten die hierin beschriebenen
transdermalen Formulierungen einen gesättigten oder übersättigten Zustand bei, um die Diffusion in die Haut
zu fördern.

[0093] In anderen Ausführungsformen sind die Verbindungen (d. h. hierin beschriebene Cyclohexenonver-
bindungen) zur Verabreichung durch Inhalation formuliert. Zahlreiche zur Verabreichung durch Inhalation ge-
eignete Formen schließen ein, sind aber nicht beschränkt auf Aerosole, Nebel oder Pulver. Pharmazeutische
Zusammensetzungen einer Verbindung (d. h. einer hierin beschriebenen Cyclohexenonverbindung) werden
zweckmäßiger Weise in der Form einer Aerosolspraydarreichung aus unter Druck stehenden Packungen oder
eines Zerstäubers mit der Verwendung eines geeigneten Treibmittels (z. B. Dichlordifluormethan, Trichlorfluor-
methan, Dichlortetrafluorethan, Kohlenstoffdioxid oder anderes geeignetes Gas) geliefert. In spezifischen Aus-
führungsformen wird die Dosierungseinheit eines unter Druck stehenden Aerosols durch Bereitstellen eines
Ventils bestimmt, um eine abgemessene Menge zu liefern. In bestimmten Ausführungsformen werden Kapseln
und Kartuschen von, lediglich beispielsweise, Gelatinen zur Verwendung in einem Inhalator oder Insufflator
formuliert, enthaltend ein Pulvergemisch der Verbindung und eine geeignete Pulverbasis wie Laktose oder
Starke.

[0094] Intranasale Formulierungen sind im Fachgebiet bekannt und sind zum Beispiel beschrieben in U.S.
Pat. Nr. 4,476,116, 5,116,817 und 6,391,452, von denen jede hierin spezifisch durch Inbezugnahme aufge-
nommen ist. Formulierungen, die eine Verbindung (d. h. eine hierin beschriebene Cyclohexenonverbindung)
einschließen, die gemäß diesen und anderen im Fachgebiet gut bekannten Techniken zubereitet werden, wer-
den als Lösungen in Saline, unter Einsatz von Benzylalkohol oder anderen geeigneten Konservierungsstoffen,
fluorierten Kohlenstoffen und/oder anderen lösenden oder dispergierenden Mitteln, die im Fachgebiet bekannt
sind, zubereitet. Siehe zum Beispiel Ansel, H. C. et al., Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery
Systems, Sechste Ausg. (1995). Vorzugsweise werden diese Zusammensetzungen und Formulierungen mit



DE 10 2013 202 928 A1    2013.08.29

25/85

geeigneten nicht-toxischen, pharmazeutisch verträglichen Bestandteilen zubereitet. Diese Bestandteile wer-
den in Quellen gefunden wie REMINGTON: THE SCIENCE AND PRACTICE OF PHARMACY, 21. Ausgabe,
2005, eine Standardreferenz in dem Gebiet. Die Wahl von geeigneten Trägern hängt stark von der exakten
Natur der gewünschten nasalen Dosierungsform ab, z. B. Lösungen, Suspensionen, Salben oder Gelen. Na-
sale Dosierungsformen enthalten zusätzlich zu dem Wirkstoff im Allgemeinen große Mengen von Wasser.
Geringere Mengen von anderen Bestandteilen wie pH-Einstellern, Emulgatoren, Dispersionsmitteln, Konser-
vierungsstoffen, oberflächenaktiven Stoffen, Gelierungsmitteln oder Puffermitteln und anderen Stabilisatoren
und Lösungsvermittlern können ebenfalls vorhanden sein. Vorzugsweise sollte die nasale Dosierungsform zu
nasalen Sekretionen isotonisch sein.

[0095] Zur Verabreichung durch Inhalation können die hierin beschriebenen Verbindungen in einer Form als
ein Aerosol, einem Nebel oder einem Pulver sein. Hierin beschriebene pharmazeutische Zusammensetzungen
werden zweckmäßiger Weise in der Form einer Aerosolspraydarreichung aus unter Druck stehenden Packun-
gen oder eines Zerstäubers, mit der Verwendung von einem geeigneten Treibmittel, z. B. Dichlordifluormethan,
Trichlorfluormethan, Dichlortetrafluorethan, Kohlenstoffdioxid oder anderem geeignetem Gas, geliefert. In dem
Fall eines unter Druck stehenden Aerosol kann durch Bereitstellen eines Ventils die Dosiereinheit bestimmt
werden, um eine abgemessene Menge zu liefern. Kapseln und Kartuschen von, lediglich beispielsweise, Ge-
latine zur Verwendung in einem Inhalator oder Insufflator können formuliert werden, enthaltend ein Pulverge-
misch der hierin beschriebenen Verbindung und eine geeignete Pulverbasis wie Laktose oder Stärke.

[0096] In noch anderen Ausführungsformen sind die Verbindungen (d. h. hierin beschriebene Cyclohexenon-
verbindungen) in rektalen Zusammensetzungen formuliert, wie Einlaufmitteln, rektalen Gelen, rektalen Schäu-
men, rektalen Aerosolen, Zäpfchen, Gelzäpfchen, oder Retentionseinläufe, enthaltend herkömmliche Zäpf-
chenbasen wie Kakaobutter oder anderen Glyceriden sowie synthetische Polymere wie Polyvinylpyrrolidon,
PEG, und dergleichen. In Zäpfchenformen der Zusammensetzungen wird zunächst ein niedrigschmelzendes
Wachs wie, aber nicht beschränkt auf, ein Gemisch von Fettsäureglyceriden, gegebenenfalls in Kombination
mit Kakaobutter geschmolzen.

[0097] In bestimmten Ausführungsformen werden pharmazeutische Zusammensetzungen in jeder zweckmä-
ßigen Weise unter Verwendung von einem oder mehreren physiologisch verträglichen Trägern, umfassend
Hilfsstoffe und Hilfsmittel, die Prozessierung der aktiven Verbindungen in Präparate, die pharmazeutisch ver-
wendet werden können, formuliert. Richtige Formulierung hängt von dem gewählten Verabreichungsweg ab.
Jede pharmazeutisch verträgliche Techniken, Träger und Hilfsstoffe werden gegebenenfalls wie geeignet und
im Fachgebiet verstanden verwendet. Eine pharmazeutische Zusammensetzung, die eine Verbindung (d. h.
eine hierin beschriebene Cyclohexenonverbindung) umfasst, kann in einer herkömmlichen Weise hergestellt
werden, wie, nur beispielsweise, mittels herkömmlicher Prozesse des Mischens, Lösens, Granulierens, Dra-
gee-Herstellens, Verreibens, Emulgierens, Einkapseln, Einschließen oder Komprimierens.

[0098] Pharmazeutische Zusammensetzungen schließen mindestens einen pharmazeutisch verträglichen
Träger, Verdünnungsmittel oder Hilfsstoff und mindestens eine Verbindung (d. h. hierin beschriebene Cyclo-
hexenonverbindungen) als Wirkstoff ein. Der Wirkstoff ist in der freien Säure- oder freien Base-Form oder in
einer Form eines pharmazeutisch verträglichen Salzes. Zusätzlich schließen die hierin beschriebenen Verfah-
ren und pharmazeutischen Zusammensetzungen die Verwendung von kristallinen Formen (auch bekannt als
Polymorphe) sowie aktive Metabolite dieser Verbindungen mit der gleichen Art von Aktivität ein. Alle Tauto-
mere der hierin beschriebenen Verbindungen sind in dem Umfang der hierin vorgestellten Verbindungen ein-
geschlossen. Zusätzlich umfassen die hierin beschriebenen Verbindungen unsolvatierte als auch solvatierte
Formen mit pharmazeutisch verträglichen Lösemitteln, wie Wasser, Ethanol und dergleichen. Die solvatierten
Formen der hierin vorgestellten Verbindungen werden ebenfalls in Betracht gezogen, hierin offenbart zu sein.
Zusätzlich schließen die pharmazeutischen Zusammensetzungen gegebenenfalls andere medizinische oder
pharmazeutische Mittel, Träger, Adjuvantien, wie Konservierungs-, Stabilisierungs-, Benetzungs- oder Emul-
gationsmittel, Lösungspromotoren, Salze zum Regulieren des osmotischen Drucks, Puffer und/oder andere
therapeutisch wertvolle Substanzen ein.

[0099] Verfahren für die Herstellung von den hierin beschriebenen Verbindungen umfassenden Zusammen-
setzungen schließen das Formulieren der Verbindungen mit einem oder mehreren inerten, pharmazeutisch
verträglichen Hilfsstoffen oder Trägern ein, um einen Feststoff, Semi-Feststoff oder eine Flüssigkeit zu bilden.
Feststoffzusammensetzungen schließen ein, sind aber nicht beschränkt auf Pulver, Tabletten, dispergierbare
Granula, Kapseln, „Cachets” und Zäpfchen. Flüssige Zusammensetzungen schließen Lösungen, in denen eine
Verbindung gelöst ist, eine Verbindung umfassende Emulsionen, oder eine Liposomen, Mizellen oder Nano-
partikel, die eine wie hierin offenbarte Verbindung umfassen, enthaltende Lösung ein. Semi-feste Zusammen-
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setzungen schließen ein, sind aber nicht beschränkt auf Gele, Suspensionen und Cremes. Die Form der hierin
beschriebenen pharmazeutischen Zusammensetzungen schließen flüssige Lösungen oder Suspensionen, für
Lösung oder Suspension in einer Flüssigkeit geeignete feste Formen vor der Verwendung oder als Emulsio-
nen ein. Diese Zusammensetzungen enthalten auch gegebenenfalls geringere Mengen nicht-toxischer Hilfs-
substanzen, wie Benetzungs- oder Emulgationsmittel, pH-puffernde Mittel, und so weiter.

[0100] In einigen Ausführungsformen nimmt eine pharmazeutische Zusammensetzung, die mindestens ei-
ne Verbindung (d. h. hierin beschriebene Cyclohexenonverbindungen) umfasst, veranschaulichter Weise die
Form einer Flüssigkeit, wo die Wirkstoffe in Lösung, in Suspension oder beides vorliegen. Wenn die Zusam-
mensetzung als eine Lösung oder Suspension verabreicht wird, ist ein erster Teil des Wirkstoffes in Lösung
vorhanden und ein zweiter Teil des Wirkstoffes ist in partikulärer Form, in Suspension in einer flüssigen Matrix,
vorhanden. In einigen Ausführungsformen schließt eine flüssige Zusammensetzung eine Gelformulierung ein.
In anderen Ausführungsformen ist die flüssige Zusammensetzung wässrig.

[0101] In bestimmten Ausführungsformen schließen pharmazeutische wässrige Suspensionen ein oder meh-
rere Polymere als Suspensionsmittel ein. Polymere schließen wasserlösliche Polymere wie Cellulose-haltige
Polymere, z. B. Hydroxypropylmethylcellulose, und wasserunslösliche Polymere wie vernetztes Carboxyl-ent-
haltende Polymere ein. Bestimmte hierin beschriebene pharmazeutische Zusammensetzungen schließen ein
mucoadhäsives Polymer ein, ausgewählt aus zum Beispiel Carboxymethylcellulose, Carbomer (Acrylicsäur-
epolymer), Poly(methylmethacrylat), Polyacrylamid, Polycarbophil, Acrylsäure/Butylacrylat-Copolymer, Natri-
umalginat und Dextran.

[0102] Pharmazeutische Zusammensetzungen schließen gegebenenfalls auch Lösungsvermittler ein, um in
der Löslichkeit einer Verbindung (d. h. hierin beschriebener Cyclohexenonverbindungen) zu helfen. Der Begriff
„Lösungsvermittler” schließt im Allgemeinen Mittel ein, die in der Bildung von einer micellaren Lösung oder
einer echten Lösung des Mittels resultieren. Bestimmte verträgliche nichtionische oberflächenaktive Mittel,
zum Beispiel Polysorbat 80, sind als Lösungsvermittler nützlich, wie auch ophthalmisch verträgliche Glycole,
Polyglycole, z. B. Polyethylenglycol 400 und Glycolether.

[0103] Außerdem schließen pharmazeutische Zusammensetzungen gegebenenfalls ein oder mehrere pH-
einstellende Mittel oder Puffermittel ein, einschließlich Säuren wie Essig-, Bor-, Zitronen, Milch-, Phosphor-,
und Chlorwassertsoffsäuren; Basen wie Natriumhydroxid, Natriumphosphat, Natriumborat, Natriumzitrat, Na-
triumacetat, Natriumlactat und Trishydroxymethylaminomethan; und Puffer wie Citrat/Dextrose, Natriumbicar-
bonat und Ammoniumchlorid. Solche Säuren, Basen und Puffer sind in einer Menge eingeschlosssen, die er-
forderlich ist, den pH der Zusammensetzung in einem akzeptablen Bereich beizubehalten.

[0104] Zusätzlich schließen pharmazeutische Zusammensetzungen gegebenenfalls ein oder mehrere Salze
in einer Menge ein, die erforderlich ist, um die Osmolalität der Zusammensetzung in einen akzeptablen Be-
reich zu bringen. Solche Salze schließen solche mit Natrium-, Kalium- oder Ammoniumkationen und Chlorid-,
Citrat-, Ascorbat-, Borat-, Phopshat-, Bicarbonat-, Sulfat-, Thiosulfat- oder Bisulfitanionen ein; geeignete Salze
schließen Natriumchlorid, Kaliumchlorid, Natriumthiosulfat, Natriumbisulfit und Ammoniumsulfat ein.

[0105] Andere pharmazeutische Zusammensetzungen schließen gegebenenfalls ein oder mehrere Konser-
vierungsmittel ein, um mikrobielle Aktivität zu inhibieren. Geeignete Konservierungsmittel schließen Quecksil-
ber-enthaltende Substanzen wie Merfen und Thiomersal; stabilisiertes Chlordioxid; und quaternäre Ammoni-
umverbindungen wie Benzalkoniumchlorid, Cetyltrimethylammoniumbromid und Cetylpyridiniumchlorid, ein.

[0106] Noch andere pharmazeutische Zusammensetzungen schließen ein oder mehrere oberflächenaktive
Mittel ein, um die physikalische Stabilität zu erhöhen, oder für andere Zwecke. Geeignete nichtionische ober-
flächenaktive Mittel schließen Polyoxyethylenfettsäureglyceride und Pflanzenöle, z. B. Polyoxyethylen (60) hy-
driertes Castoröl; und Polyoxyethylenalkylether und Alkylphenylether, z. B. Octoxynol 10, Octoxynol 40, ein.

[0107] Noch andere pharmazeutische Zusammensetzungen können ein oder mehrere Antioxidantien, um wo
erforderlich die chemische Stabilität zu verstärken, einschließen. Geeignete Antioxidantien schließen nur bei-
spielhafter Weise Ascorbinsäure und Natriummetabisulfit ein.

[0108] In bestimmten Ausführungsformen werden pharmazeutische wässrige Suspensionen in nicht wieder-
verschließbaren Einzeldosierungsbehältern verpackt. Alternativ dazu werden wiederverschließbare Mehrfach-
dosenbehälter verwendet, in welchem Fall es typisch ist, ein Konservierungsmittel in der Zusammensetzung
einzuschließen.
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[0109] In alternativen Ausführungsformen werden andere Lieferungssysteme für hydrophobe pharmazeuti-
sche Verbindungen eingesetzt. Liposomen und Emulsionen sind Beispiele für Lieferungsvehikel oder Träger
hierin. In bestimmten Ausführungsformen werden organische Lösemittel wie N-Methylpyrrolidon ebenfalls ein-
gesetzt. In zusätzlichen Ausführungsformen werden die hierin beschriebenen Verbindungen unter Verwen-
dung eines Systems mit anhaltender Freisetzung, wie semi-permeablen Matrizen von festem hydrophoben
Polymeren, die den therapeutischen Wirkstoff enthalten, geliefert. Zahlreiche Materialien mit anhaltender Frei-
setzung sind hierin nützlich. In einigen Ausführungsformen setzen Kapseln mit anhaltender Freisetzung die
Verbindung für wenige Stunden bis zu über 24 Stunden frei. Abhängig von der chemischen Natur und der
biologischen Stabilität des therapeutischen Wirkstoffs können zusätzliche Strategien zur Proteinstabilisierung
angewendet werden.

[0110] In bestimmten Ausführungsformen schließen die hierin beschriebenen Formulierungen ein oder meh-
rere Antioxidantien, Metall chelatisierende Mittel, Thiol enthaltende Verbindungen und/oder andere allgemeine
Stabilisierungsmittel ein. Beispiele von solchen Stabilisierungsmitteln schließen ein, sind aber nicht beschränkt
auf: (a) etwa 0,5% bis etwa 2% Gew./Vol. Glycerin, (b) etwa 0,1% bis etwa 1% Gew./Vol. Methionin, (c) etwa
0,1% bis etwa 2% Gew./Vol. Monothioglycerin, (d) etwa 1 mM bis etwa 10 mM EDTA, (e) etwa 0,01% bis etwa
2% Gew./Vol. Ascorbinsäure, (f) 0,003% bis etwa 0,02% Gew./Vol. Polysorbat 80, (g) 0,001% bis etwa 0,05%
Gew./Vol. Polysorbat 20, (h) Arginin, (i) Heparin, (j) Dextransulfat, (k) Cyclodextrine, (1) Pentosanpolysulfat
und andere Heparinoide, (m) divalente Kationen wie Magnesium und Zink; oder (n) Kombinationen davon.

Kombinationsbehandlungen

[0111] Im Allgemeinen müssen die hierin beschriebenen Zusammensetzungen, und in Ausführungsformen,
in denen Kombinationstherapie angewendet wird, andere Mittel, nicht in derselben pharmazeutischen Zusam-
mensetzung verabreicht werden, und in einigen Ausführungsformen, aufgrund von unterschiedlichen physi-
kalischen und chemischen Eigenschaften, auf unterschiedliche Wege verabreicht werden. In einigen Ausfüh-
rungsformen wird die anfägliche Verabreichung gemäß etablierter Protokolle durchgeführt, und dann, basie-
rend auf den beobachteten Wirkungen, wird/werden die Dosierung, die Verabreichungswege und Verabrei-
chungszeiten durch den Facharzt modifiziert.

[0112] In einigen Ausführungsformen variieren therapeutisch wirksame Dosierungen, wenn die Wirkstoffe in
Behandlungskombinationen verwendet werden. Kombinationsbehandlung schließt des Weiteren periodische
Behandlungen ein, die zu verschiedenen Zeiten anfangen und enden, um beim klinischen Management des
Patienten zu assistieren. Für hierin beschriebene Kombinationstherapien variieren die Dosierungen der zu-
sammen verabreichten Verbindungen abhängig von der Art der eingesetzten Co-Verbindung, dem eingesetz-
ten spezifischen Wirkstoff, der Erkrankung, Störung oder dem behandelten Zustand, und so weiter.

[0113] Es wird verstanden, dass in einigen Ausführungsformen das Dosierungsschema, um den/die Zustän-
de, für die Linderung gesucht wird, zu behandeln, vorzubeugen oder zu mindern, gemäß einer Vielzahl von
Faktoren modifiziert ist. Diese Faktoren schließen die Störung, an der das Subjekt leidet, sowie das Alter, Ge-
wicht, Geschlecht, Ernährung und der medizinische Zustand des Subjekts ein. In anderen Ausführungsformen
variieren somit die angewandten Dosierungsschemata stark und weichen deshalb von den hierin dargelegten
Dosierungsschemata ab.

[0114] Kombinationen von Verbindungen (d. h. der hierin beschriebenen Cyclohexenonverbindung) mit an-
deren anti-Krebsmitteln sind beabsichtigt abgedeckt zu sein. In einigen Ausführungsformen schließen Bei-
spiele von anti-Krebsmitteln ein, sind aber nicht beschränkt auf die folgenden: Cisplatin (CDDP), Carboplatin,
Procarbazin, Mechlorethamin, Cyclophosphamid, Camptothecin, Ifosfamid, Melphalan, Chlorambucil, Busul-
fan, Nitroharnstoff, Dactinomycin, Daunorubicin, Doxorubicin, Bleomycin, Plicomycin, Mitomycin, Etoposid (VP
16), Tamoxifen, Raloxifen, Östrogenrezeptor bindende Mittel, Taxol, Gemcitabin, Navelbine, Farnesyl-Prote-
intransferaseinhibitoren, Transplatin, 5-Fluoruracil, Vincristin, Vinblastin und Methotrexat, andere Topoisome-
raseinhibitoren (z. B. Irinotecan, Topotecan, Camptothecin, etc.) oder ein beliebiger derivatisierter verwandter
Wirkstoff der vorgehenden.

[0115] Die Kombinationen der Cyclohexenonverbindungen und anderen hierin beschriebenen anti-Krebsmit-
teln umschließen in einigen Ausführungsformen zusätzliche Therapie- und Behandlungsschemata mit anderen
Mitteln. Solche zusätzlichen Therapien und Behandlungsschemata können in einigen Ausführungsformen an-
dere anti-Krebs-Therapien einschließen. Alternativ dazu schließen in anderen Ausführungsformen zusätzliche
Therapien und Behandlungsschemata andere Wirkstoffe ein, die verwendet werden, um mit dem Krebs eng
verbundene Zustande oder eine Nebenwirkung von solch einem Wirkstoff in der Kombinationstherapie zu be-
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handeln. In weiteren Ausführungsformen werden Adjuvantien oder Verstärker mit einer hierin beschriebenen
Kombinationstherapie verabreicht.

[0116] Zusätzliche anti-Krebs-Therapien schließen Chemotherapie, Bestrahlungstherapie, Immuntherapie,
Gentherapie, Operation oder andere Therapien, die fähig sind, Krebs in einem Patienten negativ zu beein-
trächtigen, ein, wie zum Beispiel durch Töten von Krebszellen, Induzieren der Apoptose in Krebszellen, Redu-
zieren der Wachstumsrate von Krebszellen, Reduzieren der Häufigkeit oder der Zahl an Metastasen, Reduzie-
ren der Tumorgröße, Inhibieren des Tumorwachstums, Reduzieren der Blutversorgung zu einem Tumor oder
Krebszellen, Fördern einer Immunantwort gegen Krebszellen oder einen Tumor, Vorbeugen oder Inhibieren
des Fortschreitens von Krebs oder Steigern der Lebenszeit eines Subjekts mit Krebs.

[0117] In einigen Ausführungsformen stellen Zusammensetzungen zum Behandeln einer Erkrankung oder ei-
nes Zustandes, das mit Knochenmetastasierung assoziiert ist, bereit, umfassend eine therapeutisch wirksame
Menge einer Cyclohexenonverbindung mit der Struktur:

wobei jedes von X und Y unabhängig voneinander Sauerstoff, NR5 oder Schwefel ist;
R ein Wasserstoff oder C(=O)C1-C8-Alkyl ist;
jeder von R1, R2 und R3 unabhängig voneinander ein Wasserstoff, Methyl oder (CH2)m-CH3 ist;
R4 NR5R6, OR5, OC(=O)R7, C(=O)OR5, C(=O)R5, C(=O)NR5R6, Halogen, 5 oder 6-gliedriges Lacton, C1-C8-
Alkyl, C2-C8-Alkenyl, C2-C8-Alkinyl, Aryl, Glucosyl ist, wobei das 5 oder 6-gliedrige Lacton, C1-C8-Alkyl, C2-C8-
Alkenyl, C2-C8-Alkinyl, Aryl, und Glucosyl gegebenenfalls mit einem oder mehreren Substituenten, ausgewählt
aus NR5R6, OR5, OC(=O)R7, C(=O)OR5, C(=O)R5, C(=O)NR5R6, C1-C8-Alkyl, C2-C8-Alkenyl, C2-C8-Alkinyl, C3-
C8-Cycloalkyl, und C1-C8-Haloalkyl substituiert sind;
jeder von R5 und R6 unabhängig voneinander ein Wasserstoff oder C1-C8-Alkyl ist;
R7 ein C1-C8-Alkyl, OR5 oder NR5R6 ist;
m = 1–12; und n = 1–12; oder ein pharmazeutisch verträgliches Salz, Metabolit, Solvat oder Prodrug davon;
und ein oder mehr anti-Krebs-Mittel.

Beispiele

Beispiel 1. Herstellung der beispielhaften Cyclohexenonverbindungen

[0118] Einhundert Gramm Mycel, Fruchtkörper oder einer Mischung von beidem von Antrodia camphorata
wurden in einem Kolben platziert. Eine geeignete Menge von Wasser und Alkohol (70–100% Alkohollösung)
wurden zu dem Kolben hinzugefügt und wurden bei 20–25°C für mindestens 1 Stunde gerührt. Die Lösung
wurde durch einen Filter und eine 0,45 μm Membran filtriert und das Filtrat wurde als Extrakt gesammelt.

[0119] Das Filtrat von Antrodia camphorata wurde High Performance Liquid Chromatographie(HPLC)-Analyse
unterzogen. Die Trennung wurde auf einer RP18-Säule durchgeführt, die mobile Phase bestand aus Methanol
(A) und 0,3% Essigsäure (B), mit den Gradientenbedingungen 0–10 min in 95%-20% B, 10–20 min in 20%-10%
B, 20–35 min in 10%-10% B, 35–40 min in 10%-95% B, bei der Flussrate von 1 ml/min. Der Säulenausfluss
wurde mit einem UV-sichtbaren Detektor verfolgt.

[0120] Die bei 21,2 und 21,4 gesammelten Fraktionen wurden gesammelt und konzentriert, um Verbindung 5
zum Ergebnis zu haben, ein Produkt von blass gelblicher Flüssigkeit. Verbindung 5 wurde analysiert 4-Hydroxy-
5-(11-hydroxy-3,7,11-trimethyldodeca-2,6-dienyl)-2,3-dimethoxy-6-methylcyclohex-2-enon zu sein, mit einem
Molekulargewicht von 408 (molekulare Formel: C24H40O5). 1H-NMR (CDCl3) δ (ppm) = 1,21, 1,36, 1,67, 1,71,
1,75, 1,94, 2,03, 2,07, 2,22, 2,25, 3,68, 4,05, 5,71 und 5,56. 13C-NMR (CDCl3) δ (ppm): 12,31, 16,1, 16,12, 17,
67, 25,67, 26,44, 26,74, 27,00, 30,10, 40,27, 43,34, 59,22, 60,59, 71,8, 120,97, 123,84, 124,30, 131,32, 134,
61, 135,92, 138,05, 160,45 und 197,11.
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Verbindung 5: 4-Hydroxy-5-(11-hydroxy-3,7,11-trimethyldodeca-
2,6-dienyl)-2,3-dimethoxy-6-methylcyclohex-2-enon

[0121] Die bei 23,7 bis 24,0 min gesammelten Fraktionen wurden gesammelt und konzentriert, um Verbindung
7 zum Ergebnis zu haben, ein Produkt von blass gelblicher Flüssigkeit. Verbindung 7 wurde analysiert 4-Hy-
droxy-2,3-dimethoxy-5-(11-methoxy-3,7,11-trimethyldodeca-2,6-dienyl)-6-methylcyclohex-2-enon zu sein mit
einem Molekulargewicht von 422 (C25H42O5). 1H-NMR (CDCl3) δ (ppm) = 1,21, 1,36, 1,71, 1,75, 1,94, 2,03,
2,07, 2,22, 2,25, 3,24, 3,68, 4,05, 5,12, 5,50, und 5,61. 13C-NMR (CDCl3) δ (ppm): 12,31, 16,1, 16,12, 17,67,
24,44, 26,44, 26,74, 27,00, 37,81, 39,81, 40,27, 43,34, 49,00, 59,22, 60,59, 120,97, 123,84, 124,30, 135,92,
138,05, 160,45 und 197,12.

Verbindung 7: 4-Hydroxy-2,3-dimethoxy-5-(11-methoxy-3,
7,11-trimethyldodeca-2,6-dienyl)-6-methylcyclohex-2-enon

[0122] Die bei 25 bis 30 min gesammelten Fraktionen wurden gesammelt und konzentriert, um 4-Hydroxy-2,
3-dimethoxy-6-methyl-5-(3,7,11-trimethyldodeca-2,6,10-trienyl)cyclohex-2-enon (Verbindung 1) zum Ergebnis
zu haben, ein Produkt von blass gelblich brauner Flüssigkeit. Die Analyse von Verbindung 1 zeigte die mole-
kulare Formel von C24H38O4, Molekulargewicht von 390 mit Schmelzpunkt von 48 bis 52°C. NMR-Spektren
zeigten, dass 1H-NMR (CDCl3) δ (ppm) = 1,51, 1,67, 1,71, 1,75, 1,94, 2,03, 2,07, 2,22, 2,25, 3,68, 4,05, 5,07,
und 5,14; 13C-NMR (CDCl3) δ (ppm) = 12,31, 16,1, 16,12, 17,67, 25,67, 26,44, 26,74, 27,00, 39,71, 39,81, 40,
27, 43,34, 59,22, 60,59, 120,97, 123,84, 124,30, 131,32, 135,35, 135,92, 138,05, 160,45 und 197,12.

Verbindung 1: 4-Hydroxy-2,3-dimethoxy-6-methyl-5-(3,7,11-trimethyldodeca-2,6,10-trienyl)cyclohex-2-enon

[0123] Verbindung 6, ein Metabolit von Verbindung 1, wurde aus Urinproben von Ratten, die in der Tierstu-
die mit Verbindung 1 gefüttert wurden, erhalten. Verbindung 6 wurde bestimmt 4-Hydroxy-2,3-dimethoxy-6-
methyl-5-(3-methyl-2-hexensäure)cyclohex-2-enon mit einem Molekulargewicht von 312 (C16H24O6) zu sein.
Verbindung 4, die als 3,4-Dihydroxy-2-methoxy-6-methyl-5-(3,7,11-trimethyldodeca-2,6,10-trienyl)cyclohex-2-
enon bestimmt wurde (Molekulargewicht von 376, C23H36O4), wurde erhalten, wenn Verbindung 1 unter der
Bedingung von oberhalb 40°C für 6 Stunden war.
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[0124] Alternativ dazu können die beispielhaften Verbindungen aus 4-Hydroxy-2,3-dimethoxy-6-methylcyclo-
hexa-2,5-dienon oder dergleichen hergestellt werden. Ähnlich werden andere Cyclohexenonverbindungen mit
der Struktur

aus Antrodia camphorata isoliert oder synthetisch oder semi-synthetisch aus den geeigneten Ausgangsma-
terialien hergestellt. Ein Durchschnittsfachmann würde leicht geeignete Bedingungen für solche Synthesen
benutzen.

Beispiel 2. Die Wirkungen von Verbindung 1 in einem Brustkrebs-Knochenmetastasierungsmodell

[0125] Patienten mit Brustkrebs entwickeln typischer Weise Metastasen im Knochen. Fast alle Brustkrebspa-
tienten mit Erkrankung im Endstadium haben Knochenmetastasen. Durch Brustkrebs verursachte Knochen-
metastasen sind osteolytisch, wobei sie schweren Knochenschwund verursachen, der zu erhöhtem Risiko von
Frakturen führt. Obwohl der Primärtumor erfolgreich entfernt werden konnte, kann sich die Erkrankung bereits
auf den Knochen ausgebreitet haben. In diesem Fall kann die Erkrankung weitere viszerale und Knochenme-
tastasen entwickeln. Gegenwärtig gibt es kein wirksames Heilmittel zur Vorbeugung oder Behandlung von
Knochenmetastasen.

[0126] Das Ziel dieser Studie war, die Wirksamkeit von drei unterschiedlichen Dosen der beispielhaften Ver-
bindung 1 aus Beispiel 1 in einer 25-Tage Studie auf Brustkrebs-Knochenmetastasen in weiblichen Nacktmäu-
sen ohne Thymus in einem präventiven Ansatz zu testen. Die folgenden 5 experimentellen Gruppen wurden
in der Studie eingeschlossen:

1. Vehikel (po zweimal am Tag) erhaltende Kontrollgruppe
2. Zoledronsäure (sc an Tagen 1 und 14) + Vehikel (po zweimal am Tag) erhaltende Referenzgruppe
3. 15 mg/kg der Testverbindung (po zweimal am Tag) erhaltende Testgruppe
4. 30 mg/kg der Testverbindung (po zweimal am Tag) erhaltende Testgruppe
5. 45 mg/kg der Testverbindung (po zweimal am Tag) erhaltende Testgruppe

[0127] Das Vehikel war Maisöl. Alle Gruppen schlossen 15 Mäuse ein, die bei Beginn der Studie 5 Wochen
alt sind. Basierend auf den Körpergewichten wurden die Tiere auf fünf Gruppen zufällig aufgeteilt. An Tag 0
wurde den Tieren eine intracardiale Inokulation von menschlichen Brustkrebszellen gegeben. Körpergewichte
wurden zweimal pro Woche bestimmt. Bei Tötung wurden die osteolytischen Läsionen und die Gesamtkörper-
Tumorbelastung durch Röntgen bzw. Fluoreszenzbildgebung bestimmt. Die Testverbindung und das Vhikel
wurden zweimal am Tag durch Sondenfütterung oral verabreicht. Blutproben zum Analysieren von TRACP
5b wurden an Tagen 0, 17 und 24 gesammelt. Die Tiere wurden an Tag 25 oder früher, falls sie moribund
wurden, getötet. Gewebeproben wurden zur Histologie gesammelt und von linker und rechter Tibia und Femur
für mögliche zukünftige histomorphometrische Analysen in Paraffin eingebettet. Gesamtnekropsie wurde an
allen Tieren am Ende der Studie durchgeführt, und alle makroskopischen Zeichen wurden aufgezeichnet.

MATERIALIEN UND AUSRÜSTUNG

Testverbindung

[0128] Testverbindung 1 (99%, 1005 mg/ml) wurde in flüssiger Form erhalten. Drei 50× Stammlösungen wur-
den in Maisöl hergestellt (75 mg/ml, 150 mg/ml und 225 mg/ml) und lagerten sie im Dunkeln bei +4°C. Die
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Dosierungslösungen von 1,5, 3,0 und 4,5 mg/ml wurden durch 1:50 Verdünnen der Stammlösungen in Maisöl
hergestellt. Die Dosierungslösungen wurden einmal pro Woche hergestellt und im Dunkeln bei +4°C gelagert.
Das Dosierungsvolumen betrug 10 ml/kg. Die Testverbindung wurde durch Sondenfütterung zweimal am Tag
mit Dosierungsintervallen von 10+14 Stunden oral verabreicht. Die Dosierungen wurden jeden Tag zur glei-
chen Zeit durchgeführt.

Referenzverbindung

[0129] Zoledronsäure wurde als Referenzverbindung verwendet. 100 μl Zometa® (Novartis Pharma GmbH,
Nürnberg, Deutschland) 4 mg/5 ml Infusionskonzentrat wurde in 3,9 ml steriler Saline (0.9% NaCl) verdünnt,
um die Verabreichungskonzentration von 0,02 mg/ml zu erhalten. Diese Lösung wurde einmal während der
Studie hergestellt und bei +4°C gelagert. Das Dosierungsvolumen betrug 5 ml/kg, resultierend in der Dosis
von 0,1 mg/kg. Die Referenzverbindung wurde in der Studie zweimal SC verabreicht: an Tagen 1 und 14.

Vehikel

[0130] Das Vehikel war Maisöl (Sigma-Aldrich).

Hauptmaterialen, Tiere und Primärausrüstung

[0131] Weibliche Nacktmäuse ohne Thymus (Hsd: Athymic nude-nu) wurden von Harlan Laboratories B. V.
(Horst, Niederlande) erhalten. MDA-MB-231SA-GFP6 menschliche Brustkrebszellen wurden ursprünglich von
Prof. Theresa Guise (Indiana University, Indianapolis, IN, USA) erhalten und mit pTurboGFP-N-Vektor (Evro-
gen JSC, Moskau, Russland) transfiziert.

Beschreibung des verwendeten Testsystems

[0132] Dieses Experiment nutzte ein Tiermodell, dass die Eigenschaften von Brustkrebs metastatischer Er-
krankung oder metastatischem Zustand in Menschen stark ähnelt. Dieses Modell kann wirksam zum Testen
der Effekte von Krebswirkstoffkandidaten für die Metastasierung von Brustkrebszellen in Knochen verwendet
werden. In diesem Modell werden menschliche Brustkrebszellen in das linke Herzventrikel von 5 Wochen alten
weiblichen Nacktmäusen ohne Thymus geimpft. Dieser Mäusestamm ist immundefizient, was rasches Streuen
der menschlichen Krebszellen erlaubt. Innerhalb von zwei Wochen nach der Impfung entwickeln die Tiere os-
teolytische Knochenmetastasen, die durch Röntgenradiographie sichtbar gemacht werden können. Zusätzlich
werden in ungefähr 40% der Tiere Metastasen im Weichgewebe, insbesondere in Nebennieren, beobachtet.
Nach 3 Wochen sind die Knochenmetastasen in der Röntgenradiographie klar sichtbar, und die Tiere haben
Kachexie entwickelt und wesentlich Gewicht verloren. Die Tiere werden typischer Weise 3–4 Wochen nach
der Impfung getötet, und ihre Hinterläufe werden zur weiteren histomorphometrischen Analyse gesammelt.

[0133] Das hierin verwendete Knochenmetastasierungstiermodell kann zweckmäßiger Weise verwendet wer-
den, um Wirkstoffkandidaten zu testen, für die in vorläufigen Studien gezeigt wurde, dass sie eines oder meh-
rere des Folgenden beeinträchtigen: 1) Wachstum von Krebszellen; 2) Invasion von Krebszellen; 3) Migration
von Krebszellen; 4) Angiogenese; 5) Funktion oder Differenzierung von Osteoklasten. Das Modell kann auch
zum Auffinden neuer Indikationen für bestehende Wirkstoffe verwendet werden, was den pharmazeutischen
Unternehmen einen Weg zum Auffinden neuer Indikationen für patentierte Wirkstoffe erlaubt, die sich bereits
in einigen andere Indikationen als wirksam erwiesen haben.

VORGEHENSWEISEN

Tierhaltung und Zellkultur

[0134] Weibliche Nacktmäuse ohne Thymus (Hsd: Athymic nude-nu, erhalten von Harlan, Niederlanden) wur-
den für diese Studie verwendet. Das Alter der Tiere betrug 5 Wochen, und ihr Körpergewicht betrug bei Beginn
der Studie ungefähr 16–22 g. Die Mäuse waren spezifisch Pathogen-frei (SPF) und Isolator-aufgezogene Tiere.
Korrektes Alter und gute klinische Gesundheit waren Qualifikationen für die Studie. Der Karantäne- und Akkli-
matisierungszeitraum für die Mäuse betrug eine Woche. Die Verteilung auf Gruppen wurde durch eine zufällige
Vorgehensweise basierend auf dem Körpergewicht durchgeführt. Die Tiere wurden mit Ohrmarken markiert.
Die Mäuse wurden in Scantainer® gehalten, 5 Mäuse pro Käfig. Für intrakardiale Animpfungen und zur Bildge-
bung wurden die Mäuse mit ip Injektionen von Xylazin (4–5 mg/ml) und Ketamin (75–92 mg/ml) anästhesiert.
Analgesie (Buprenorphin 3 mg/kg po in Trinkwasser) wurde für die letzten 5 Tage der Studie verwendet.
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[0135] MDA-MB-231SA-GFP6 menschliche Brustkrebszellen (105 Zellen in 0,1 ml PBS) wurden in das linke
Herzventrikel der Mäuse an Tag 0 geimpft, was zur Entwicklung von Knochenmetastasen führt, die typisch
für die Erkrankung sind.

Tieruntersuchung

[0136] Die Tiere wurden zweimal pro Woche gewogen und die Dosierungen entsprechend angepasst. Für
die letzten 5 Tage der Studie wurden die Tiere gewogen und täglich untersucht, um das Fortschreiten der
Erkrankung zu verfolgen. Das Auftauchen von jeglichen klinischen Zeichen wurde in Nachfolgeformularen
festgehalten. Analgetikum wurde allen Tieren für die letzten 5 Tage des Experiments gegeben.

[0137] 10 Tiere wurden tot aufegfunden oder mussten aufgrund von Atmungsproblemen euthanasiert werden
(siehe Tabelle 1). Bei der Nekropsie wurde ein punktierter Ösophagus und Öl in der Brusthöhle gefunden. Ein
Tier wurde aufgrund von Paraplegie vor Tag 22 euthanasiert (sieh Tabelle 1) 15 Tiere mussten zwischen Tagen
22 und 24 des Experiments euthanasiert werden (siehe Tabelle 1). Sie wurden gewogen und radiographiert,
und Knochenproben wurden hergestellt.

[0138] Zwei Tiere wurden aus der Endanalyse aufgrund von exzessivem Wachstum von Krebszellen in den
Lungen und der Brusthöhle entfernt, was eine nicht erfolgreiche Impfung der Krebszellen anzeigt (siehe Tabelle
1).

[0139] Ein Tier der Kontrollgruppe wurde entfernt, weil es keine observierbaren Knochenläsionen aufwies
(Ausschlussgrenze 0,5 mm2). Proportional wurden ein Tier von Gruppe 2 und 4 ohne observierbare Knochen-
läsionen aus der Analyse entfernt (siehe Tabelle 1). Es gab keine Tiere unter der Ausschlussgrenze in Grup-
pen 3 und 5.

Tabelle 1: Die Ergebnisse der Tieruntersuchung – Final N mit Brustkrebszellen.

Gruppe Anzahl
Tiere

Behand-
lung

Final N Tote Tiere
(id)

Zeitpunkt
des Todes
(Studien-
tag)

Bemerkungen

1 1–15 Kontrolle 15 9 25 Keine observierbaren
Knochenläsionen.

1 25 Keine observierbaren
Knochenläsionen.

5 15 Ösophageale Punktur.
8 25 Lungenmetastasierung.
9 25 Lungenmetastasierung.
11 15 Ösophageale Punktur.

2 1–15 Zoledron-
säure

9

12 19 Ösophageale Punktur.
3 1–15 Verbin-

dung 1 30
mg/kg/d

14 6 19 Ösophageale Punktur.

3 25 Keine observierbaren
Knochenläsionen.

9 21 Paraplegisch, vor d22
euthanasiert.

4 1–15 Verbin-
dung 1 60
mg/kg/d

12

11 9 Ösophageale Punktur.
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2 13 Ösophageale Punktur.
3 14 Ösophageale Punktur.
5 13 Ösophageale Punktur.
8 13 Ösophageale Punktur.

5 1–15 Verbin-
dung 1 90
mg/kg/d

10

13 15 Ösophageale Punktur.

Blut-Probennahme und Knochenmarkeranalysen

[0140] Blutproben zum Analysieren von Tartrat-resistenter saurer Phosphatase Isoform 5b (TRACP 5b) wur-
den aus der Stammvene vor der Impfung der Krebszellen an Tagen 14 und 24 gesammelt. Die Serumpro-
ben wurden auf 100 μl Serum-Gelröhrchen gesammelt, innerhalb einer Stunde der Probennahme präpariert,
auf zwei Aliquots aufgeteilt und bei –70°C gelagert. Serum-TRACP 5b wurde unter Verwendung von Mouse-
TRAPTM Kit (IDS Ltd, Boldon, Vereinigtes Königreich) analysiert.

Fluoreszenzbildgebung und Röntgenradiographie

[0141] Metastasen wurden durch Bildgebung der durch die MDA-MB-231SA-GFP6-Zellen emittierten Fluo-
reszenz unter Verwendung des LT 9 GFP-Bildgebungssystems LT-MACIMSYSPLUSC (Lightools Research,
Encinitas, USA) verfolgt. Die verwendete Anregungswellenlänge betrug 470/40 nm und die Emissionswellen-
länge 515 nm. Die Tiere wurden in Bauch- und Rückenlage aufgenommen und die GFP-Fluoreszenzfläche
(ein Mittelwert der zwei Bilder) wurde aus den Bildgebungen mit MetaMorph Bildgebungsanalysesoftware be-
stimmt.

Tötung, Autopsie und Probennahme

[0142] An dem Ende der Studie (an Tagen 22–25), wurden die Tiere gewogen und durch Genickdislokation
unter Anästhesie getötet. Nekropsie wurde in allen Tieren durchgeführt. Makroskopische Befunde wurden auf
den Nachfolgeformularen aufgenommen. Ex vivo Gewebeproben der Hintergliedmaßen (linke und rechte Ti-
biae und Femur) wurden für mögliche histomorphometrische Analyse in der Zukunft gesammelt. Die Knochen-
proben wurden in 10% neutral-gepuffertem Formalin für 2–3 Tage fixiert, dann in 10% EDTA für zwei Wochen
dekalzifiziert, und schließlich mit herkömmlicher Paraffintechnik für histologische Analysen prozessiert.

Statistische Analyse

[0143] Statistische Analyse wurde mit SPSS (Version 15.0) durchgeführt. Der Mittelwert und die Standardab-
weichung wurde von jedem Parameter bestimmt. Ein Tier der Kontrollgruppe ohne observierbare Knochen-
läsionen (Ausschlussgrenze 0,5 mm2) wurde aus der Analyse entfernt. Proportional wurde ein Tier ohne ob-
servierbare Knochenläsionen aus Gruppen 2 und 4 aus der Analyse entfernt. Es gab keine Tiere unter der
Ausschlussgrenze in Gruppen 3 und 5. Alle statistischen Analysen wurden als zweiseitiger Test durchgeführt.
Normalverteilung der Residuen und Homogenität der Varianz wurden vor weiteren Analysen überprüft. Im
Falle des Verletzens dieser Voraussetzungen wurde entweder log-Transformation oder eine andere geeigne-
te Transformation (z. B. Quadratwurzel, reziproke) angewendet. Falls die Voraussetzungen als solche nach
Transformation erfüllt waren, wurde one-way ANOVA verwendet, um zu studieren, ob die Werte, die zwischen
zwei Gruppen erhalten wurden, sich statistisch unterscheiden (mit p < 0,05). Falls Unterschiede gefunden wur-
den, wurde Dunnett's T-test zum Vergleich gegen die Kontrollgruppe verwendet. Falls die Voraussetzungen
selbst nach den vorstehend beschriebenen Transformationen nicht erfüllt waren, wurde Rank-Transformation
angewendet und der nicht parametrische Kruskal-Wallis gefolgt von Mann-Whitney U-Test wurde verwendet.
Fisher's Exact-Test wurde für Frequenzdaten verwendet.

ABWEICHUNGEN VON DEM URSPRÜNGLICHEN STUDIENPROTOKOLL

[0144] Die folgenden Abweichungen von dem ursprünglichen Studienprotokoll wurden während dieser Studie
durchgeführt:
Abweichung 1: Bei der intrakardialen Impfung wurden die Tiere mit Xylazin (4–5 mg/ml) und Ketamin (75–
92 mg/ml) ip anästhesiert anstatt mit Isoflouran, aufgrund einer Fehlfunktion des Isoflouranzerstäubers. Diese
Änderung beeinträchtigt die Ergebnisse dieser Studie nicht.
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Abweichung 2: Tiere 11–15 in Gruppe 2 erhielten aufgrund eines menschlichen Fehlers eine Dosis der Ver-
bindung 1 (15 mg/kg) an Studientag 8. Die Ergebnisse von diesen Tieren wurden mit dem Rest der Gruppe 2
verglichen, und da sie sich nicht unterschieden, wurden diese Tiere nicht aus der Gruppe ausgeschlossen.

ERGEBNISSE

Körpergewicht

[0145] Fig. 1a zeigt die relative Änderung (%) im Körpergewicht während der Studie (Mittelwert ± Stdabw.)
der Gruppen 1–5. Zusätzlich wurden das Körpergewicht bei Tötung, das maximale Körpergewicht und der
Gewichtsverlust vom maximalen Körpergewicht statistisch analysiert, und die Ergebnisse sind in Fig. 1b, Fig. 2
bzw. Fig. 2b (nicht gezeigt) gezeigt. Der Anstieg im mittleren Körpergewicht der Kontrollgruppe an Tag 25
ist aufgrund der Euthanasie moribunder Tiere an Tag 24. Gruppe 1 erhielt Vehikel (Maisöl) 20 ml/kg/d po;
Gruppe 2 erhielt Vehikel 20 ml/kg/d po und Zoledronsäure 0,1 mg/kg sc an Tagen 1 und 14; Gruppen 3, 4 und
5 erhielten Verbindung 1 Dosierungen 30, 60, bzw. 90 mg/kg/d po. In Fig. 2, erhielt Gruppe 1 Vehikel (Maisöl)
20 ml/kg/d po; Gruppe 2 erhielt Vehikel 20 ml/kg/d po und Zoledronsäure 0,1 mg/kg sc an Tagen 1 und 14;
Gruppen 3, 4 und 5 erhielten Verbindung 1 Dosierungen 30, 60, bzw. 90 mg/kg/d po.

Paraplegie und Kachexie

[0146] Tiere mit Funktionsverlust in einer beliebigen Gliedmaße wurden als paraplegisch erachtet. Tiere wur-
den als kachektisch erachtet, wenn 2 von 3 Zuständen vorlagen: gekrümmtes Rückgrat, Dehydration und/
oder eine Reduktion des Körpergewichts um 20% oder mehr des Maximalgewichts. Statistische Analyse wur-
de durchgeführt unter Verwendung des Fischer Exact-Test. Statistisch signifikante Unterschiede wurden nicht
beobachtet.

[0147] Gruppen: Gruppe 1 erhielt Vehikel (Maisöl) 20 ml/kg/d po; Gruppe 2 erhielt Vehikel 20 ml/kg/d po und
Zoledronsäure 0,1 mg/kg sc an Tagen 1 und 14; Gruppen 3, 4 und 5 erhielten Verbindung 1 Dosierungen 30,
60, bzw. 90 mg/kg/d po.

Tabelle 2: Anteil von paraplegischen und kachektischen Tieren.

  Kontrolle Zoledronsäure Verbindung 1
30 mg/kg/d

Verbindung 1
60 mg/kg/d

Verbindung 1
90 mg/kg/d

Kachektisch % 21,4 11,1 21,4 16,7 20
p-Wert   1,000 1,000 1,000 1,000
Signifikanz   NS NS NS NS
Paraplegisch % 28,6 22,2 57,1 8,3 20,0
p-Wert   1,000 0,252 0,330 1,000
Signifikanz   NS NS NS NS

Radiographische Analyse

[0148] Fig. 3a zeigt die Gesamtfläche der osteolytischen Läsion (mm2) bei Tötung (Mittelwert + Stdabw) der
Gruppen 1–5. Osteolyse war in Gruppen 2, 4 und 5 inhibiert. Fig. 3b zeigt die mittlere Fläche der osteolytischen
Läsion (mm2) bei Tötung (Mittelwert + Stdabw). Osteolytische Läsionen waren auch in Gruppen 2, 4 und 5
kleiner. Fig. 3c zeigt die Anzahl von osteolytischen Läsionen bei Tötung (Mittelwert + Stdabw). Es gab weniger
osteolytische Läsionen in Gruppen 2 und 5, aber mehr in Gruppe 3. Gruppe 1 erhielt Vehikel (Maisöl) 20 ml/
kg/d po; Gruppe 2 erhielt Vehikel 20 ml/kg/d po und Zoledronsäure 0,1 mg/kg sc an Tagen 1 und 14; Gruppen
3, 4 und 5 erhielten Verbindung 1 Dosierungen 30, 60, bzw. 90 mg/kg/d po.

Fluoreszenzanalyse

[0149] Fig. 4 zeigt die Gesamttumorbelastung (mm2) bei Tötung (Mittelwert + Stdabw) der Gruppen 1–5. Die
Ergebnisse sind als der Duchschnitt der Fluoreszenzfläche in zwei Bildern (Bauch- und Rückenlage) von jedem
Tier gezeigt. Gruppe 1 erhielt Vehikel (Maisöl) 20 ml/kg/d po; Gruppe 2 erhielt Vehikel 20 ml/kg/d po und
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Zoledronsäure 0,1 mg/kg sc an Tagen 1 und 14; Gruppen 3, 4 und 5 erhielten Verbindung 1 Dosierungen 30,
60, bzw. 90 mg/kg/d po.

Serum TRACP 5b

[0150] Tartrat-resistente saure Phosphatase (TRACP) ist ein Enzym, das in großen Mengen von Knochen
resorbierenden Osteoklasten, inflammatorischen Makrophagen und Dendritischen Zellen exprimiert wird. Zwei
Formen von TRACP zirkulieren im humanen Blut, von Makrophagen und Dendritischen Zellen abgeleitetes
TRACP 5a, und von Osteoklasten abgeleitetes TRACP 5b. Neuere Daten haben die Nützlichkeit von TRACP
5b als Marker der Anzahl an Osteoklasten und Knochenresorption, und TRACP 5a als Marker von inflamma-
torischen Zuständen gezeigt.

[0151] Fig. 5 zeigt die relative Änderung (%) in Serum Tatrat-resistenter saurer Phosphatase 5b(TRACP 5b)
-Aktivität während der Studie (Mittelwert ± Stdabw) der Gruppen 1–5. Ergebnisse der statistischen Analysen
sind als Fig. 6a und Fig. 6b gezeigt. Gruppe 1 erhielt Vehikel (Maisöl) 20 ml/kg/d po; Gruppe 2 erhielt Vehikel
20 ml/kg/d po und Zoledronsäure 0,1 mg/kg sc an Tagen 1 und 14; Gruppen 3, 4 und 5 erhielten Verbindung
1 Dosierungen 30, 60, bzw. 90 mg/kg/d po.

[0152] Fig. 6a zeigt die relative Änderung von Tag –4 bis Tag 17 in der Serum TRACP 5b-Aktivität (Mittelwert
+ Stdabw). TRACP 5b-Aktivität war in Gruppe 2 verringert. Fig. 6b zeigt die relative Änderung von Tag –4 bis
Tag 24 in der Serum TRACP 5b-Aktivität (Mittelwert + Stdabw). TRACP 5b-Aktivität war in Gruppe 2 verringert.
Im Vergleich zu Gruppe 1 (Kontrolle) zeigten Gruppen 4 und 5 an Tag 24 verringerte TRACP 5b-Aktivität, wenn
auch nicht signifikant wie in Gruppe 2. Gruppe 1 erhielt Vehikel (Maisöl) 20 ml/kg/d po; Gruppe 2 erhielt Vehikel
20 ml/kg/d po und Zoledronsäure 0,1 mg/kg sc an Tagen 1 und 14; Gruppen 3, 4 und 5 erhielten Verbindung
1 Dosierungen 30, 60, bzw. 90 mg/kg/d po.

Serum PINP

[0153] Serum Procollagen I N-terminales Propeptid (PINP) ist ein sensibler Knochenbildungsmarker in Men-
schen. Serum-PINP hat sich als ein verlässlicher Marker des Knochenumsatzes in Menschen herausgestellt
und wird routinemäßig verwendet, um Knochenbildung zu verfolgen.

[0154] Fig. 7 zeigt die relative Änderung (%) in Serum-PINP-Werten während der Studie (Mittelwert ± Stdabw)
der Gruppen 1–5. Ergebnisse statistischer Analysen sind in Fig. 8a und Fig. 8b dargestellt. Fig. 8a illustriert
die relative Änderung von Tag –4 bis Tag 17 in Serum-PINP-Werten (Mittelwert + Stdabw). PINP-Aktivität war
in Gruppe 2 verringert (aufgenommen an Tag 17). Fig. 8b illustriert die relative Änderung von Tag –4 bis Tag
24 in Serum-PINP-Werten (Mittelwert + Stdabw). Im Vergleich zu Gruppe 1 (Kontrolle), zeigten Gruppen 2
und 5 eine niedrigere PINP-Aktivität an Tag 24. Gruppe 1 erhielten Vehikel (Maisöl) 20 ml/kg/d po; Gruppe 2
erhielt Vehikel 20 ml/kg/d po und Zoledronsäure 0,1 mg/kg sc an Tagen 1 und 14; Gruppen 3, 4 und 5 erhielten
Verbindung 1 Dosierungen 30, 60, bzw. 90 mg/kg/d po.

Histomorphometrie

[0155] Fig. 9 zeigt kortikale Knochenfläche (mm2, Mittelwert + Stdabw) der Gruppen 1–5. Fig. 10 zeigt illustra-
tive Ergebnisse der intraossären Fläche (Knochenmarksraum mit eingeschlossenem trabekulärem Knochen).
Intraossäre Fläche war in Gruppen 2 und 3 erhöht. Zusätzlich illustriert Fig. 11 die trabekuläre Knochenfläche
(relativ zur intraossären Fläche) und Fig. 12 illustriert die Tumorfläche (relativ zu der intraossären Fläche). Die
trabekuläre Knochenfläche war in Gruppe 2 erhöht, und die Tumorfläche war in Gruppe 3 erhöht. Fig. 13 zeigt
die Anzahl an Osteoklasten an der Tumor-Knochen-Nahtstelle (relativ zu der Tumor-Knochen-Nahtstellenlän-
ge, #/mm). Statistisch signifikante Unterschiede wurden nicht beobachtet. Gruppe 1 erhielt Vehikel (Maisöl)
20 ml/kg/d po; Gruppe 2 erhielt Vehikel 20 ml/kg/d po und Zoledronsäure 0,1 mg/kg sc an Tagen 1 und 14;
Gruppen 3, 4 und 5 erhielten Verbindung 1 Dosierungen 30, 60, bzw. 90 mg/kg/d po.

Zusammenfassung der Ergebnisse

[0156] Tabelle 3 stellt eine Zusammenfassung der vorstehend gezeigten Ergebnisse dar. Ein Aufwärtspfeil
(↑) zeigt Zunahme und ein Abwärtspfeil (↓) eine Abnahme an. Ein Stern (*) zeigt einen statistisch signifikanten
Unterschied mit einem p-Wert < 0,05, zwei Sterne (**) mit einem p-Wert < 0,01 und drei Sterne (***) mit einem
p-Wert < 0,001 an. NS = Nicht signifikant.
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Tabelle 3.

VERFAHREN/PA-
RAMETER

Zoledronsäure Verbindung 1 30
mg/kg/d

Verbindung 1 60
mg/kg/d

Verbindung 1 90
mg/kg/d

KÖRPERGE-
WICHT

 

Relative Ände-
rung des Körper-
gewichts bei Tö-
tung

NS NS NS ↑*

Relatives maxima-
les Gewicht

NS NS NS ↑*

Studientag des
maximalen Ge-
wichts

NS NS NS NS

Relativer Verlust
des Körperge-
wichts vom maxi-
malen Gewicht

NS NS NS NS

PARAPLEGIE
UND KACHEXIE

 

Paraplegie NS NS NS NS
Kachexie NS NS NS NS
RADIOGRA-
PHISCHE ANA-
LYSE

 

Gesamtfläche der
osteolytischen Lä-
sion

↓*** NS ↓* ↓**

Mittlere Fläche der
osteolytischen Lä-
sion

↓*** NS ↓** ↓*

Gesamtzahl osteo-
lytischer Läsion

↓*** ↑* NS ↓*

FLUORESZENZ-
ANALYSE

 

Gesamtkörper-Tu-
morbelastung

NS NS NS NS

KNOCHENMAR-
KER

 

TRACP 5b Ände-
rung an Tag 17

↓*** NS NS NS

TRACP 5b Ände-
rung an Tag 24

↓* NS NS NS

PINP Änderung an
Tag 17

↓* NS NS NS

PINP Änderung an
Tag 24

NS NS NS NS

HISTOMORPHO-
METRIE

 

Intraossäre Fläche ↑* ↑** NS NS
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Kortikale Knochen-
fläche

NS NS NS NS

Trabekuläre Kno-
chenfläche

↑* NS NS NS

Tumorfläche NS ↑* NS NS
Zahl der Osteok-
lasten an der Tu-
mor-Knochen-
Nahtstelle

NS NS NS NS

[0157] Als Schlußfolgerung verhinderte Zoledronsäure die Bildung von osteolytischen Läsionen und verrin-
gerte TRACP 5b. PINP war an Tag 17 verringert. Die trabekuläre Knochenfläche war erhöht. Zoledronsäure
wies keine Wirkung auf das Körpergewicht, auf die gesamte Körper-Tumorbelastung oder auf die intraossäre
Tumorfläche auf, wie erwartet. Verbindung 1 Dosierung 90 mg/kg/d erhöhte das erhaltene Maximalgewicht
während der Studie und das Körpergewicht bei Tötung. Verbindung 1 verringerte die osteolytische Fläche und
die mittlere Größe der osteolytischen Läsion bei Dosierungen 60 und 90 mg/kg/d. Die Anzahl an osteolytischen
Läsionen war bei Verbindung 1 Dosierung 90 mg/kg/d verringert. Statistisch signifikante Wirkungen auf die
gesamte Körper-Tumorbelastung wurden nicht gefunden. Verbindung 1 Dosierung 30 mg/kg/d erhöhte und
höhere Dosierungen hatten keine Wirkung auf die intraossäre Tumorfläche. Verbindung 1 hatte keine Wirkung
auf die kortikale oder trabekuläre Knochenfläche, wie durch Histomorphometrie analysiert.

Beispiel 3: Die Wirkungen von Verbindung 1 in einem Prostatakrebs-Knochenmetastasierungs-Modell

[0158] Patienten mit Prostatakrebs entwickeln typischer Weise Metastasen im Knochen. Fast alle Prostata-
krebspatienten mit Erkrankung im Endstadium weisen Knochenmetastasen auf. Durch Prostatakrebs verur-
sachte Knochenmetastasen sind hauptsächlich osteoblastisch, was schwere Knochenschmerzen verursacht
und auch das Risiko von Frakturen erhöht. Obwohl der Primärtumor erfolgreich entfernt werden konnte, kann
sich die Erkrankung auf den Knochen ausgebreitet haben. In diesem Fall kann die Erkrankung weitere viszer-
ale und Knochenmetastasen entwickeln. Gegenwärtig gibt es kein effizientes Heilmittel zur Vorbeugung oder
Behandlung von Knochenmetastasen.

[0159] Die Aufgabe dieser Studie war, die Wirksamkeit von drei unterschiedlichen Dosierungen von Verbin-
dung 1 gegenüber Prostatakrebs-Knochenmetastasen in männlichen Nacktmäusen ohne Thymus in einer 5-
Wochen-Studie in einem präventiven Ansatz zu testen. Die folgenden 5 experimentellen Gruppen wurden in
der Studie eingeschlossen:

1. Vehikel erhaltende Kontrollgruppe (po zweimal am Tag)
2. Zoledronsäure (sc an Tagen 1 und 14) + Vehikel (po zweimal am Tag) erhaltende Referenzgruppe
3. 15 mg/kg der Testverbindung erhaltende (po zweimal am Tag) Testgruppe
4. 30 mg/kg der Testverbindung erhaltende (po zweimal am Tag) Testgruppe
5. 45 mg/kg der Testverbindung erhaltende (po zweimal am Tag) Testgruppe

[0160] Das Vehikel war Maisöl. Alle Gruppen schlossen 15 Mäuse ein, die bei Beginn der Studie 7 Wochen
alt waren. Basierend auf dem Körpergewicht wurden die Tiere zufällig auf 5 Gruppen verteilt. An Tag 0 wurde
den Tieren eine intratibiale Impfung von menschlichen Prostatakrebszellen gegeben. Körpergewichte wurden
zweimal pro Woche bestimmt. Die Entwicklung von osteoblastischen und osteolytischen Läsionen wurde mit-
tels Röntgen verfolgt. Die Testverbindung und das Vehikel wurden durch orale Sondenernährung zweimal am
Tag verabreicht. Die Tiere wurden an Tag 35 getötet. Gewebeproben wurden zur Histologie gesammelt und
von der linken und rechten Tibia und Femur für mögliche zukünftige histomorphometrische Analysen in Par-
affin eingebettet. Gesamtnekroskopie wurde mit allen Tieren an dem Ende der Studie durchgeführt, und alle
makroskopischen Anzeichen wurden aufgenommen.

MATERIALIEN UND AUSRÜSTUNG

Testverbindung

[0161] Testverbindung 1 (99,85%, spezifische Dichte: 1,005) wurde in flüssiger Form erhalten. Drei 50×-
Stammlösungen wurden in Maisöl hergestellt (75 mg/ml, 150 mg/ml und 225 mg/ml) und lagerten sie im Dun-
keln bei +4°C. Die Dosierungslösungen von 1,5, 3,0 und 4,5 mg/ml wurden aus den Stammlösungen durch 1:
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50 Verdünnen der Stammlösungen in Maisöl hergestellt. Die Dosierungslösungen wurden einmal pro Woche
hergestellt und im Dunkeln bei +4°C gelagert. Das Dosierungsvolumen betrug 10 ml/kg. Die Testverbindung
wurde durch orale Sondenernährung zweimal am Tag mit Dosierungsintervallen von 10+14 Stunden verab-
reicht. Die Dosierungen wurden an Tag 1 gestartet und zur gleichen Zeit jeden Tag durchgeführt.

Referenzverbindung

[0162] Zoledronsäure wurde als Referenzverbindung verwendet. 100 μl Zometa® (Novartis Pharma GmbH,
Nürnberg, Deutschland) 4 mg/5 ml Infusionskonzentrat wurden in 3,9 ml steriler Saline (0,9% NaCl) verdünnt,
um die Verabreichungskonzentration von 0,02 mg/ml zu erhalten. Diese Lösung wurde einmal während der
Studie hergestellt und bei +4°C gelagert. Das Dosierungsvolumen betrug 5 ml/kg, resultierend in der Dosierung
von 0,1 mg/kg. Die Referenzverbindung wurde SC zweimal in der Studie verabreicht: an Tagen 1 und 14.

Vehikel

[0163] Das Vehikel war Maisöl (Sigma-Aldrich).

Primärmaterialien, Tiere und Primärausrüstung

[0164] Männliche Nacktmäuse ohne Thymus (Hsd: Athymic nude-nu, erhalten von Harlan, Niederlanden) und
PC-3 humane Prostatakrebszellen (ATCC) wurden für diese Studie verwendet.

[0165] In diesem Modell werden humane Prostatakrebszellen in die linke proximale Tibia von 5–7 Wochen
alten männlichen Nacktmäusen ohne Thymus geimpft. Dieser Mausstamm ist immundefizient, was rasches
Streuen der humanen Krebszellen erlaubt. Die Knochenläsionen sind gemischt, wobei sie hauptsächlich os-
teolytisch sind, aber auch eine osteoblastische Komponente beinhalten. Innerhalb von vier Wochen nach der
Impfung hatten ein Teil der Tiere bereits einige Knochenläsionen entwickelt, die durch Röntgenradiographie
sichtbar gemacht werden können. Nach 7 Wochen sind die Knochenmetastasen klar sichtbar. Die Tiere wer-
den 7–8 Wochen nach Impfung getötet, und ihre Knochen werden zur weiteren histomorphometrischen Ana-
lyse gesammelt.

[0166] Das hierin bereitgestellte Knochenmetastasemodell kann zweckmäßiger Weise verwendet werden,
Wirkstoffkandidaten zu testen, für die in vorläufigen Studien gezeigt wurde, dass sie eines oder mehrere des
Folgenden beeinträchtigen: 1) Wachstum von Krebszellen; 2) Angiogenese; 3) Funktion oder Differenzierung
von Osteoklasten. Das Modell kann auch zum Auffinden neuer Indikationen für bestehende Wirkstoffe ver-
wendet werden, was den pharmazeutischen Unternehmen einen Weg zum Auffinden neuer Indikationen für
patentierte Wirkstoffe erlaubt, die sich bereits in einigen andere Indikationen als wirksam erwiesen haben.

VORGEHENSWEISEN

Tierhaltung und Zellkultur

[0167] Männliche Nacktmäuse ohne Thymus (Hsd: Athymic nude-nu, erhalten von Harlan, Niederlanden) wur-
den für diese Studie verwendet. Das Alter der Tiere betrug 7 Wochen, und ihr Körpergewicht betrug bei Be-
ginn der Studie ungefähr 18–25 g. Die Mäuse waren spezifisch Pathogen-frei (SPF) und Isolator-aufgezoge-
ne Tiere. Korrektes Alter und gute klinische Gesundheit waren Qualifikationen für die Studie. Der minimale
Karantäne- und Akklimatisierungszeitraum für die Mäuse betrug 7 Tage. Die Verteilung auf Gruppen wurde
durch eine zufällige Vorgehensweise basierend auf dem Körpergewicht durchgeführt. Die Tiere wurden mit
Schwanz- und Ohrmarken markiert. Die Mäuse wurden in Scantainer® gehalten, 5 Mäuse pro Käfig. Im Falle
von Kämpfen mussten einige Tiere isoliert werden. Für intratibiale Animpfungen wurden die Mäuse mit ip In-
jektionen von Xylazin (5–6 mg/kg) und Ketamin (92–109 mg/kg) anästhesiert. Zur Röntgenaufnahme wurden
die Mäuse durch Inhalation von Isoflouran anästhesiert. Analgesie (Buprenorphin: entweder 0,1 mg/kg, s. c.
zweimal am Tag oder 3 mg/kg po in Trinkwasser) wurde für 2 Tage nach der intratibialen Impfung (erste Dosis
s. c., dann in Trinkwasser) und für die letzten 5 Tage der Studie verwendet (in Trinkwasser).

[0168] PC-3 humane Prostatakrebszellen (106 Zellen in 20 μl PBS) wurden in die linke proximale Tibia der
Mäuse an Tag 0 geimpft, was zur Entwicklung von Knochenmetastasen führt. Die richtige Platzierung der
Nadel wird durch Röntgen überprüft, bevor die Zellen geimpft werden. Im Falle einer Misplatzierung wurden
die Zellen stattdessen in die rechte proximale Tibia geimpft.
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Tierüberwachung

[0169] Die Tiere wurden zweimal pro Woche gewogen und die Dosierungen wurden entsprechend angepasst.
Für die letzten fünf Tage wurden die Tiere täglich gewogen und beobachtet, um den Fortgang der Erkrankung
zu verfolgen. Das Auftreten von jeglichen klinischen Zeichen wurde in Folgeformularen aufgenommen. Ein
Analgetikum wurde für die letzten 5 Tage des Experiments an alle Tiere gegeben.

[0170] 6 Tiere wurden tot gefunden oder mussten aufgrund von Atmungsproblemen euthanasiert werden (sie-
he Tabelle 4). Bei der Nekropsie wurde ein punktierter Ösophagus und Öl in der Bauchhöhle gefunden. Ein
Tier wurde aufgrund einer Blutung in dem Tumor an Tag 30 euthanasiert (siehe Tabelle 4). Es wurde gewogen
und Knochenproben wurden präpariert.

Tabelle 4: Die Ergebnisse der Tierüberwachung – Final N mit Prostatakrebszellen.

Gruppe Anzahl
Tiere

Behand-
lung

Final N Tote Tiere
(id)

Zeitpunkt
des Todes
(Studien-
tag)

Bemerkungen

1 1–15 Kontrolle 15 -    
2 1–15 Zoledron-

säure
15 -    

3 1–15 Verbin-
dung 1 30
mg/kg/d

14 15 23 Ösophageale Punktur.

10 30 Blutung im Tumor4 1–15 Verbin-
dung 1 60
mg/kg/d

14
15 23 Ösophageale Punktur.

7 25 Ösophageale Punktur.
9 12 Tot aufgefunden.
12 23 Ösophageale Punktur.
15 23 Ösophageale Punktur.

5 1–15 Verbin-
dung 1 90
mg/kg/d

11

    Ösophageale Punktur.

Röntgenradiographie

[0171] Die Entwicklung von osteoblastischen und osteolytischen Läsionen wurde durch Röntgenradiographie
nach 4 Wochen und vor der Tötung der Tiere verfolgt. Die Tiere wurden anästhesiert und in einer anteropos-
terioren Position mit dem Faxitron Specimen Radiographic System MX-20 D12 (Faxitron Corp. Illinois, USA)
unter Verwendung der Faxitron Dicom 3.0 – Software geröntgt. Es wurde bei jeder Röntgengelegenheit min-
destens eine Radiographie von beiden Hintergliedmaßen pro Tier genommen (31 kV, 10 Sekunden, Vergrö-
ßerung 2×). Die Zahl der Läsionen und die Fläche der Läsion wurde in den Bildern mit der MetaMorph Bild-
analysesoftware bestimmt.

Tötung, Autopsie und Probensammlung

[0172] An dem Ende der Studie (an Tag 35) wurden die Tiere gewogen und mittels Genick-Dislokation unter
Anästhesie getötet. Abschließende Blutproben wurden für mögliche zukünftige Analysen gezogen. Nekropsie
wurde in allen Tieren durchgeführt. Makroskopische Befunde wurden in Nachfolgeformularen aufgenommen.
Ex vivo Gewebeproben von Hintergliedmaßen (linke und rechte Tibiae und Femur) wurden für eine mögliche
zukünftige histomorphometrische Analyse gesammelt. Die Knochenproben wurden in 10% neutral gepuffertem
Formalin für 2–3 Tage fixiert, dann in 10% EDTA für zwei Wochen dekalzifiziert, und schließlich mit herkömm-
licher Paraffintechnik für mögliche histologische Analysen prozessiert.
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Statistische Analyse

[0173] Statistische Analyse wurde mit SPSS (Version 19.0) durchgeführt. Der Mittelwert und die Standardab-
weichung wurden von jedem Parameter bestimmt. Alle statistischen Analysen wurden als zweiseitiger Test
durchgeführt. Normalverteilung der Residuen und Homogenität der Varianz wurden vor weiteren Analysen
überprüft. Im Falle des Verletzens dieser Voraussetzungen wurde entweder log-Transformation oder eine an-
dere geeignete Transformation (z. B. Quadratwurzel, reziproke) angewendet. Falls die Voraussetzungen als
solche nach Transformation erfüllt waren, wurde one-way ANOVA verwendet, um zu studieren, ob die Werte,
die zwischen zwei Gruppen erhalten wurden, sich statistisch unterscheiden (mit p < 0,05). Falls Unterschiede
gefunden wurden, wurde Dunnett's T-test zum Vergleich gegen die Kontrollgruppe verwendet. Falls die Vor-
aussetzungen selbst nach den vorstehend beschriebenen Transformationen nicht erfüllt waren, wurde Rank-
Transformation angewendet und der nicht parametrische Kruskal-Wallis gefolgt von Mann-Whitney U-Test
wurde verwendet. Fisher's Exact-Test wurde für Frequenzdaten verwendet.

ABWEICHUNGEN VON DEM URSPRÜNGLICHEN STUDIENPROTOKOLL

[0174] Die folgenden Abweichungen von dem ursprünglichen Studienprotokoll wurden während dieser Studie
durchgeführt:
Abweichung 1: Die Studie wurde an Tag 35 anstatt an Tag 56 aus ethischen Gründen beendet (große Tumore
und massive Osteolyse mit schweren Frakturen) Diese Änderung beeinträchtigt nicht die Ergebnisse der Stu-
die, da der gewünschte Endpunkt erreicht wurde.

ERGEBNISSE

Körpergewicht

[0175] Fig. 14a zeigt die relative Änderung (%) im Körpergewicht der Gruppen 1–5 während der Studie (Mit-
telwert ± Stdabw). Körpergewicht bei Tötung, maximales Körpergewicht und Gewichtsverlust vom maximalen
Körpergewicht wurden statistisch analysiert, und die Ergebnisse sind in Fig. 14b, Fig. 15a, bzw. Fig. 15b
gezeigt. Gruppe 4 gewann während der Studie mehr Gewicht, und Gruppen 4 und 5 verloren mehr Gewicht.
Gruppe 1 erhielt Vehikel (Maisöl) 20 ml/kg/d po; Gruppe 2 erhielt Vehikel 20 ml/kg/d po und Zoledronsäure
0,1 mg/kg sc an Tagen 1 und 14; Gruppen 3, 4 und 5 erhielten Verbindung 1 Dosierungen 30, 60, bzw. 90
mg/kg/d po.

Radiographische Analyse

[0176] Tabelle 5a stellt Daten der Frakturen und osteoblastischen Läsionen an Tag 28 bereit. Die Röntgen-
bilder wurden qualitativ (Ja oder Nein) auf osteoblastische Läsionen (OB) und Frakturen (FR) evaluiert. Die
meisten der osteoblastischen Reaktionen sind am häufigsten eine Callus-Bildung in Antwort auf Frakturen.
Statistische Analyse wurde unter Verwendung des Fischer-Exact-Test durchgeführt. Ein Stern (*) zeigt eine
statistische Signifikanz mit einem p-Wert von < 0,05 und drei Sterne (***) eine statistische Signifikanz mit p-Wert
von < 0,001 an. NS = Nicht signifikant. Gruppe 1 erhielt Vehikel (Maisöl) 20 ml/kg/d po; Gruppe 2 erhielt Vehikel
20 ml/kg/d po und Zoledronsäure 0,1 mg/kg sc an Tagen 1 und 14; Gruppen 3, 4 und 5 erhielten Verbindung
1 Dosierungen 30, 60, bzw. 90 mg/kg/d po. Sechs Tiere starben vor dem Ende der Studie (leere Zellen).

Tabelle 5a: Frakturen und osteoblastische Läsionen an Tag 28.

Tag 28 Kontrolle Zoledronsäure Verbindung 1
30 mg/kg/d

Verbindung 1
60 mg/kg/d

Verbindung 1
90 mg/kg/d

Osteoblasti-
sche Läsionen

0,0 0,0 0,0 0,0 9,1

p-Wert   1,000 1,000 1,000 0,423
Signifikanz   NS NS NS NS
Frakturen 33,3 0,0 0,0 0,0 36,4
p-Wert   0,042 0,042 0,042 1,000
Signifikanz   * * * NS
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Tabelle 5b: Frakturen und osteoblastische Läsionen bei Tötung.

Tötung Kontrolle Zoledronsäure Verbindung 1
30 mg/kg/d

Verbindung 1
60 mg/kg/d

Verbindung 1
90 mg/kg/d

Osteoblasti-
sche Läsionen

66,7 0,0 35,7 21,4 45,5

p-Wert   0,000 0,143 0,025 0,423
Signifikanz   *** NS * NS
Frakturen 66,7 0,0 21,4 21,4 36,4
p-Wert   0,000 0,025 0,025 0,233
Signifikanz   *** * * NS

[0177] Fig. 16a zeigt illustrative Ergebnisse der Gesamtfläche an osteolytischer Läsion (mm2) an Tag 28
(Mittelwert + Stdabw). Die Ergebnisse sind als die Summe der Flächen der Knochenläsionen in rechter und
linker Tibia und Femur/Tier gezeigt. Die Gesamtfläche der osteolytischen Läsion war in Gruppen 2 und 4 an
Tag 28 verringert. Gruppe 5 zeigte ebenfalls einen ähnlichen Trend. Fig. 16b zeigt illustrative Ergebnisse der
Gesamtfläche der osteolytischen Läsion (mm2) bei Tötung (Mittelwert + Stdabw). Die Ergebnisse sind als die
Summe der Flächen der Knochenläsionen in rechter und linker Tibia und Femur/Tier gezeigt. Die Gesamtfläche
der osteolytischen Läsion war in Gruppen 2 und 4 verringert. Gruppe 1 erhielt Vehikel (Maisöl) 20 ml/kg/d po;
Gruppe 2 erhielt Vehikel 20 ml/kg/d po und Zoledronsäure 0,1 mg/kg sc an Tagen 1 und 14; Gruppen 3, 4 und
5 erhielten Verbindung 1 Dosierungen 30, 60, bzw. 90 mg/kg/d po.

[0178] Fig. 17a stellt illustrative Ergebnisse der mittleren Fläche der osteolytischen Läsion (mm2) an Tag 28
bereit (Mittelwert + Stdabw). Die Ergebnisse sind als die gemittelten Flächen von individuellen Knochenläsio-
nen in rechter und linker Tibia und Femur/Tier gezeigt. Osteolytische Läsionen waren in Gruppen 2 und 5 an
Tag 28 kleiner. Gruppe 4 zeigte ebenfalls einen ähnlichen Trend. Fig. 17b stellt illustrative Ergebnisse der
mittleren Fläche der osteolytischen Läsion (mm2) bei Tötung bereit (Mittelwert + Stdabw). Die Ergebnisse sind
als die gemittelten Flächen von individuellen Knochenläsionen in rechter und linker Tibia und Femur/Tier ge-
zeigt. Osteolytische Läsionen waren in Gruppen 2 und 4 bei Tötung kleiner. Gruppe 1 erhielt Vehikel (Maisöl)
20 ml/kg/d po; Gruppe 2 erhielt Vehikel 20 ml/kg/d po und Zoledronsäure 0,1 mg/kg sc an Tagen 1 und 14;
Gruppen 3, 4 und 5 erhielten Verbindung 1 Dosierungen 30, 60, bzw. 90 mg/kg/d po.

[0179] Fig. 18a zeigt die Anzahl von osteolytischen Läsionen an Tag 28 (Mittelwert + Stdabw). Die Ergebnisse
sind als die Anzahl an individuellen Knochenläsionen in rechter und linker Tibia und Femur/Tier gezeigt. Es
gab mehr osteolytische Läsionen in Gruppe 2, weil individuelle Läsionen daran gehindert wurden miteinander
zu fusionieren. Fig. 18b zeigt die Anzahl von osteolytischen Läsionen bei Tötung (Mittelwert + Stdabw). Die
Ergebnisse sind als die Anzahl an individuellen Knochenläsionen in rechter und linker Tibia und Femur/Tier
gezeigt. Es gab mehr osteolytische Läsionen in Gruppe 2, weil individuelle Läsionen daran gehindert wurden
miteinander zu fusionieren. Gruppe 1 erhielt Vehikel (Maisöl) 20 ml/kg/d po; Gruppe 2 erhielt Vehikel 20 ml/
kg/d po und Zoledronsäure 0,1 mg/kg sc an Tagen 1 und 14; Gruppen 3, 4 und 5 erhielten Verbindung 1
Dosierungen 30, 60, bzw. 90 mg/kg/d po.

Histomorphometrie

[0180] Fig. 19 zeigt illustrative Ergebnisse der kortikalen Knochenfläche (mm2, Mittelwert + Stdabw) der Grup-
pen 1–5. Die kortikale Knochenfläche war in Gruppe 2 erhöht. Gruppe 1 erhielt Vehikel (Maisöl) 20 ml/kg/d po;
Gruppe 2 erhielt Vehikel 20 ml/kg/d po und Zoledronsäure 0,1 mg/kg sc an Tagen 1 und 14; Gruppen 3, 4 und
5 erhielten Verbindung 1 Dosierungen 30, 60, bzw. 90 mg/kg/d po.

[0181] Fig. 20 zeigt Daten der intraossären Fläche (Knochenmarksraum mit eingeschlossenem trabekulärem
Knochen) der Gruppen 1–5. Statististisch signifikante Unterschiede wurden nicht beobachtet. Gruppe 1 erhielt
Vehikel (Maisöl) 20 ml/kg/d po; Gruppe 2 erhielt Vehikel 20 ml/kg/d po und Zoledronsäure 0,1 mg/kg sc an
Tagen 1 und 14; Gruppen 3, 4 und 5 erhielten Verbindung 1 Dosierungen 30, 60, bzw. 90 mg/kg/d po.

[0182] Fig. 21 zeigt illustrative Ergebnisse der Fläche des trabekulären Knochens (relativ zu der intraossären
Fläche) der Gruppen 1–5. Die Fläche des trabekulären Knochens war in allen Behandlungsgruppen erhöht.
Gruppe 1 erhielt Vehikel (Maisöl) 20 ml/kg/d po; Gruppe 2 erhielt Vehikel 20 ml/kg/d po und Zoledronsäure
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0,1 mg/kg sc an Tagen 1 und 14; Gruppen 3, 4 und 5 erhielten Verbindung 1 Dosierungen 30, 60, bzw. 90
mg/kg/d po.

[0183] Fig. 22a zeigt die intraossäre Tumorfläche (relativ zu der intraossären Fläche) und Fig. 22b stellt Da-
ten der Gesamttumorfläche bereit. Die intraossäre Tumorfläche war in Gruppen 2 und 4 verringert, und die
Gesamttumorfläche war in Gruppe 2 verringert. Gruppe 1 erhielt Vehikel (Maisöl) 20 ml/kg/d po; Gruppe 2
erhielt Vehikel 20 ml/kg/d po und Zoledronsäure 0,1 mg/kg sc an Tagen 1 und 14; Gruppen 3, 4 und 5 erhielten
Verbindung 1 Dosierungen 30, 60, bzw. 90 mg/kg/d po.

[0184] Fig. 23 zeigt illustrative Daten der Gruppen 1–5 bezüglich der Anzahl an Osteoklasten an der Tumor-
Knochen-Nahtstelle (relativ zu der Tumor-Knochen-Nahtstellenlänge, #/mm). Die Zahl der Osteoklasten an
der Tumor-Knochen-Nahtstelle war in Gruppe 2 verringert. Gruppe 1 erhielt Vehikel (Maisöl) 20 ml/kg/d po;
Gruppe 2 erhielt Vehikel 20 ml/kg/d po und Zoledronsäure 0,1 mg/kg sc an Tagen 1 und 14; Gruppen 3, 4 und
5 erhielten Verbindung 1 Dosierungen 30, 60, bzw. 90 mg/kg/d po.

Zusammenfassung der Ergebnisse

[0185] Tabelle 6 zeigt eine Zusammenfassung der Ergebnisse. Ein Aufwärtspfeil (↑) zeigt Zunahme und ein
Abwärtspfeil (↓) eine Abnahme an. Ein Stern (*) zeigt einen statistisch signifikanten Unterschied mit einem
p-Wert < 0,05, zwei Sterne (**) mit einem p-Wert < 0,01 und drei Sterne (***) mit einem p-Wert < 0,001 an.
NS = Nicht signifikant.

Tabelle 6: Zusammenfassung der Ergebnisse

VERFAHREN/PARAMETER Zoledronsäure Verbindung 1
30 mg/kg/d

Verbindung 1
60 mg/kg/d

Verbindung 1
90 mg/kg/d

KÖRPERGEWICHT  
Relative Änderung des Körperge-
wichts bei Tötung

NS NS NS NS

Relatives maximales Gewicht NS NS ↑* NS
Studientag des maximalen Ge-
wichts

NS NS NS NS

Relativer Verlust des Körperge-
wichts vom maximalen Gewicht

NS NS ↑** ↑**

RADIOGRAPHISCHE ANALYSE  
Osteoblastische Läsionen, d28 NS NS NS NS
Osteoblastische Läsionen, Töt. ↓*** NS ↓* NS
Frakturen, d28 ↓* ↓* ↓* NS
Frakturen, Töt. ↓*** ↓* ↓* NS
Gesamtfläche osteolytische Läsi-
on, d28

↓*** NS ↓* NS

Gesamtfläche osteolytische Läsi-
on, Töt.

↓*** NS ↓** NS

Mittlere Fläche osteolytische Lä-
sion, d28

↓*** NS NS ↓*

Mittlere Fläche osteolytische Lä-
sion, Töt.

↓*** NS   NS

Gesamtzahl osteolytische Läsion,
d28

↑* NS NS NS

Gesamtzahl osteolytische Läsion,
Töt.

↑** NS NS NS

HISTOMORPHOMETRIE  
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Intraossäre Fläche NS NS NS NS
Kortikale Knochenfläche ↑*** NS NS NS
Trabekuläre Knochenfläche ↑*** ↑* ↑*** ↑*
Intraossäre Tumorfläche ↓** NS ↓* NS
Gesamte Tumorfläche ↓** NS NS NS
Anzahl Osteoklasten an der Tu-
mor-Knochen-Nahtstelle

↓*** NS NS NS

SCHLUSSFOLGERUNGEN

[0186] Zoledronsäure inhibiert die Bildung von osteolytischen und osteblastischen Läsionen und Frakturen.
Die Zunahme der Anzahl an osteolytischen Läsionen ist ein Ergebnis von individuellen Läsionen, die gehin-
dert wurden miteinander zu fusionieren. Zoledronsäure erhöhte sowohl die kortikale als auch die trabekuläre
Knochenfläche, wie durch Histomorphometrie quantifiziert, und verringerte die Zahl an Osteoklasten an der
Tumor-Knochen-Nahtstelle. Zoledronsäure hatte keine Wirkung auf das Körpergewicht. Zoledronsäure verrin-
gerte sowohl die intraossäre als auch die gesamte Tumorfläche. Verbindung 1 steigerte das erreichte maxi-
male Körpergewicht bei der Dosierung von 60 mg/kg/d. Der Körpergewichtsverlust war auch im Vergleich zu
der Kontrollgruppe in Gruppen, die 60 und 90 mg/kg/d der Verbindung 1 erhielten, erhöht. Der Gewichtsver-
lust betrug jedoch nur etwa 6%, was nicht pathologisch ist. Verbindung 1 Dosierung 60 mg/kg/d verringerte
die Fläche der osteolytischen Läsion. Verbindung 1 Dosierungen 30 und 60 mg/kg/d inhibierten Frakturen an
Tag 28 und bei Tötung. Die Dosierung 60 mg/kg/d inhibierte auch osteoblastische Reaktionen bei Tötung. Alle
Verbindung 1 Dosierungen erhöhten die trabekuläre Knochenfläche, und die Dosierung 60 mg/kg/d war die
wirksamste. Verbindung 1 hatte keine Wirkung auf die Anzahl der Osteoklasten an der Tumor-Knochen-Naht-
stelle. Verbindung 1 Dosierung 60 mg/kg/d verringerte die intraossäre Tumorfläche, aber hatte keine Wirkung
auf die Tumorgesamtfläche. Schlussfolglich hatte Verbindung 1 positive, Knochen schützende Wirkungen in
diesem aggressiven Modell für Prostatakrebs-Knochenmetastasierung, und sie verringerte auch die intraossä-
re Tumorfläche bei dem Dosierungsspiegel von 60 mg/kg/d.

Beispiel 4: Sicherheit und Wirksamkeit der Verbindung 1 in
Patienten mit Brustkrebs mit metastatischen Knochenläsionen

[0187] Die Aufgabe dieser Studie ist, den klinischen Nutzen von zwei unterschiedlichen Dosierungschemata
der Verbindung 1 in Patienten mit metastatischen Knochenläsionen von Brustkrebs zu testen.

Primärer Erfolgsmaßstab:

Jährliche Gesamt-Skelett-Morbiditäts-Rate (SMR) [Zeitrahmen:
12 Monate] [Bezeichnet als Sicherheitsproblem: Nein]

[0188] Die SMR wird durch Summieren aller Skelett bezogerner Vorfälle („Skeletal Related Event(s)”, SREs),
die während des Beobachtungszeitraums vorkommen, und Teilen durch das Verhältnis „Tage des Beobach-
tungszeitraums/365,25, für jeden Teilnehmer berechnet. SRE ist definiert als: Pathologische Knochenfraktur,
Rückgratkompression, kurative als auch prophylaktische Operation des Knochens, Strahlungstherapie des
Knochens, oder Tumorhyperkalzämie:

Sekundäre Erfolgsmaßstäbe:

Prozentuale Teilnehmerzahl von Patienten, die Skelett bezogene Vorfälle (SREs)
Erleben [Zeitrahmen: 12 Monate] [Bezeichnet als Sicherheitsproblem: Nein]

[0189] Skelett bezogene Vorfälle (SREs) sind definiert als:
• eine pathologische Knochenfraktur wie nicht-vertebrale und vertebrale Kompressionsfrakturen
• durch positive Diagnose durch Röntgenbeweis identifizierte Rückgratkompression
• kurative als auch prophylaktische Operation des Knochens
• Bestrahlungstherapie des Knochens, einschließlich palliativer, therapeutischer oder prophylaktischer Art
• Tumorhyperkalzämie, definiert als ein korrigiertes Serum-Calcium > 12 mg/dl (3,00 mmol/l) oder einem
niedrigeren Spiegel von Hyperkalzämie, der symptomatisch ist und welcher aktive Behandlung außer Re-
hydration erfordert.
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Jährliche Häufigkeit von Skelett bezogenen Vorfällen (SREs)
[Zeitrahmen: 12 Monate] [Bezeichnet als Sicherheitsproblem: Nein]

[0190] Skelett bezogene Vorfälle (SREs) sind definiert als:
• eine pathologische Knochenfraktur wie nicht-vertebrale und vertebrale Kompressionsfrakturen
• durch Röntgenbeweis identifizierte Rückgratkompression
• kurative als auch prophylaktische Operation des Knochens
• Bestrahlungstherapie des Knochens, einschließlich palliativer, therapeutischer oder prophylaktischer Art
• Tumorhyperkalzämie, definiert als ein korrigiertes Serum-Calcium > 12 mg/dl (3,00 mmol/l) oder einem
niedrigeren Spiegel von Hyperkalzämie, der symptomatisch ist und welcher aktive Behandlung außer Re-
hydration erfordert. Die jährliche Häufigkeit wird für jede SRE auf die gleiche Weise berechnet wie die jähr-
liche Gesamt-SMR.

Durchschnittliche Zeit bis zum ersten Skelett bezogenen Vorfall (SRE)
[Zeitrahmen: 12 Monate] [Bezeichnet als Sicherheitsproblem: Nein]

[0191] Die durchschnittliche Zeit bis zum ersten Skelett bezogenen Vorfall (SRE) ist definiert als die Zeit der
Zufallsverteilung bis zu dem Zeitpunkt des Auftretens eines beliebigen SRE, welchen mindestens einen der
folgenden einschließt: Strahlentherapie des Knochens, pathologische Knochenfraktur, Rückgratkompression,
Knochenoperation, und Tumorhyperkalzämie („hypercalcemia of malignancy”; HCM). Aufgrund der geringen
Zahlen an SRE, erreichen Kaplan-Meier-Abschätzungen nie eine Fehlerwahrscheinlichkeit >= 25%; daher wird
die Durchschnittszeit, 25zigste und 75zigste Perzentile nicht bestimmt. Aus diesem Grund werden nur die
geschätzten prozentualen Anteile an SRE freien Patienten zu jedem Zeitpunkt berichtet.

Prozentualer Anteil an Skelett bezogenen Vorfall(SRE)-freien Teilnehmern
[Zeitrahmen: 12 Monate] [Bezeichnet als Sicherheitsproblem: Nein]

[0192] Prozentualer Anteil an Skelett bezogenen Vorfall(SRE)-freien Teilnehmern ist definiert als die Kaplan-
Meier-Abschätzung der Teilnehmer, die zu jedem Zeitpunkt frei von Skelett bezogenen Vorfällen (SRE) sind.

[0193] Skelett bezogene Vorfälle (SREs) sind:
• eine pathologische Knochenfraktur wie nicht-vertebrale und vertebrale Kompressionsfrakturen
• durch Röntgenstrahlen identifizierte Rückgratkompression
• kurative als auch prophylaktische Operation des Knochens
• Bestrahlungstherapie des Knochens (palliative, therapeutisch oder prophylaktisch)
• Tumorhyperkalzämie, definiert als ein korrigiertes Serum-Calcium > 12 mg/dl (3,00 mmol/l) oder einem
niedrigeren Spiegel von Hyperkalzämie, der symptomatisch ist und welcher aktive Behandlung außer Re-
hydration erfordert.

Zusammengesetzte Knochenschmerzen Punktzahl Gemäß des Brief Pain
Inventory (BPI) Fragebogens [Zeitrahmen: Am Anfang, Monat 3, Monat

6, Monat 9 und Monat 12] [Bezeichnet als Sicherheitsproblem: Nein]

[0194] Der Knochenschmerz wird mittels eines Schmerzpunktesystems unter Verwendung des Brief Pain
Inventory (BPI) Fragebogen erhalten. Der BPI kann drei Schmerzpunktesysteme erzeugen: Schlimmster
Schmerz, ein zusammengesetztes Schmerzpunktesystem, und ein Schmerzbeeinflussungspunktesystem.
Das zusammengesetzte Schmerzpunktesystem, welches den Durchschnitt der Fragen 3, 4, 5 und 6 des Fra-
gebogens darstellt, wird in dieser Studie verwendet. Schmerz wird auf einer Skala von 0 (kein Schmerz) bis
10 (am schlimmsten vorstellbarer Schmerz) bewertet. Das Ergebnis wird als der gemittelte Punktwert für Teil-
nehmer am Anfang und 3, 6, 9 und 12 Monate von Behandlung angegeben.

Evaluierung von Schmerz Gemäß Verbaler Bewertungsskala („Verbal Rating Scale”,
VRS) Basierend auf den Gemittelten Punktewerten [Zeitrahmen: Am Anfang, Monat

3, Monat 6, Monat 9 und Monat 12] [Bezeichnet als Sicherheitsproblem: Nein]

[0195] Schmerzintensität beim Ruhen und bei Bewegung wird durch den Patienten mittels einer validierten 6-
Punkte verbalen Bewertungsskala (VRS) bewertet und bezieht sich auf den während der letzten Woche vor
der Erhebung aufgetretenen Schmerz. Der gemittelte Punktewert ist der gemittelte Wert aller beobachteter
Punkte (kein = 0, sehr leicht = 1, leicht = 2, moderat = 3, schwer = 5 und sehr schwer = 6) an jedem Zeitpunkt.
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Verwendung Von Analgetischen Medikationen Gemäß der Analgetika-Punkte-
Bewertungsskala („Analgesic Score Scale”) [Zeitrahmen: Am Anfang, Monat

3, Monat 6, Monat 9 und Monat 12] [Bezeichnet als Sicherheitsproblem: Nein]

[0196] Das für diese Studie verwendete Analgetika-Punktesystem ist modifiziert von der Analgetika-Punkte-
Skala der Radiation Therapy Oncology Group (RTOG). Die Skala stellt Arten von verabreichter Medikation
von 0 bis 4 dar, wobei:
0 = Kein; 1 = Geringfügige Analgetika (Aspirin, NSAID, Acetaminophen, Propoxyphen, etc.); 2 = Tranquilizer,
Antidepressiva, Muskelrelaxantien, und Steroide; 3 = Schwache Narkotika (Oxycodon, Meperidin, Codein, etc.)
; 4 = Starke Narkotika (Morphin, Hydromorphon, etc.). Das Ergebnis ist als gemittelter Punktewert für die
Teilnehmer am Anfang, und 3, 6, 9 und 12 Monate der Behandlung angegeben.

Erhebung der Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) Leistungsbewertung [Zeitrahmen:
Am Anfang, Monat 3, Monat 6, Monat 9 und Monat 12] [Bezeichnet als Sicherheitsproblem: Nein]

[0197] ECOG Leistungsbewertung hat 4 Stufen. 0 = Vollständig aktiv, fähig alle Vor-Erkrankung-Aktivitäten
auszuführen; 1 = Eingeschränkt in ermüdender Aktivität, aber ambulant und fähig, Arbeit von leichter oder orts-
gebundener Natur durchzuführen; 2 = Ambulant und zu aller Selbstpflege fähig, aber unfähig Arbeitsaktivitäten
auszuführen. Etwa 50% der Wachstunden aktiv; 3 = Zu beschränkter Selbstpflege fähig, mehr als 50% der
Wachstunden auf das Bett/den Stuhl beschränkt; 4 = Vollständig körperlich eingeschränkt; kann keine Selbst-
pflege ausführen. Vollständig beschränkt auf das Bett/den Stuhl. Das Ergebnis wird angegeben als gemittelter
Punktwert für Teilnehmer am Anfang und 3, 6, 9 und 12 Monate der Behandlung.

Arme Zugewiesene Interventionen
Experimentell: Alle 3 Monate
Verbindung 1 als eine (mindestens) 15 minütige
intravenöse (i. v.) Infusion, alle drei Monate. Die
Dosierung des Studienwirkstoffes wird die gleiche
sein, wie vor dem Studieneintritt verabreicht, das
heißt 50 mg oder eine reduzierte Dosis. Zufällig ge-
wählte Patienten werden in dieser Gruppe maximal
4 Infusionen erhalten.

Wirkstoff: Verbindung 1
Verbindung 1 als eine (mindestens) 15 minütige in-
travenöse (i. v.) Infusion. Die Dosierung des Stu-
dienwirkstoffes wird die gleiche sein, wie vor dem
Studieneintritt verabreicht, das heißt 50 mg oder ei-
ne reduzierte Dosis.

Experimentell: Alle 4 Wochen
Verbindung 1 als eine (mindestens) 15 minütige in-
travenöse (i. v.) Infusion. Die Dosierung des Stu-
dienwirkstoffes wird die gleiche sein, wie vor dem
Studieneintritt verabreicht, das heißt 50 mg oder ei-
ne reduzierte Dosis. Zufällig auf diese Gruppe auf-
geteilte Patienten werden bis zu 12 Infusionen er-
halten.

Wirkstoff: Verbindung 1
Verbindung 1 als eine (mindestens) 15 minütige in-
travenöse (i. v.) Infusion. Die Dosierung des Stu-
dienwirkstoffes wird die gleiche sein, wie vor dem
Studieneintritt verabreicht, das heißt 50 mg oder ei-
ne reduzierte Dosis.

Eignung

Geeignetes Alter für die Studie: 18 Jahre und älter
Geeignete Geschlechter für die Studie: Weiblich
Akzeptiert Gesunde Freiwillige: Nein

Kriterien

[0198] Einschlusskriterien: Weibliche Patienten ≥ 18 Jahre alt; gegebene schriftliche informierte Zustimmung;
Histologisch bestätigter Stadium IV Brustkrebs mit mindestens einer radiologisch bestätigten Knochenmeta-
stasierung.
Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) Leistungsstatus ≤ 2.
Lebenserwartung ≥ 1 Jahr.

[0199] Ausschlusskriterien: Behandlung mit anderen Cyclohexenonverbindungen als Verbindung 1 zu einer
beliebigen Zeit vor dem Studieneintritt.
Serum Creatinin > 3 mg/dL (265 μmol/L) oder berechnete (Cockcroft-Gault Formel) Creatinin Clearance (CLCr)
< 30 mL/min CrCl = ({[140-Alter (Jahre)] × Gewicht (kg)}/[72 × Serum Creatinin (mg/dL)]) × 0,85
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Korrigiertes (angepasst auf Serumalbumin) Serum Calcium < 8 mg/dl (2 mmol/L) oder > 12 mg/dL (3,0 mmol/L).

[0200] Gegenwärtiges Zahnproblem, einschließlich Infektion der Zähne oder des Kieferknochens (Maxilla oder
Mandibular); Dental- oder Prothesen(”fixture”)-trauma, oder eine widerkehrende oder vorherige Diagnose von
Osteonekrose des Kiefers („osteonecrosis of the jaw”, ONJ), von exponiertem Knochen im Mund oder langsa-
men Verheilen nach Dentalvorgängen.

[0201] Kürzliche (innerhalb von 6 Wochen) oder geplante Dental- oder Kieferoperation (z. B. Extraktion, Im-
plantate).

[0202] Schwangere Patienten (mit einem positive Schwangerschaftstest vor Eintritt in die Studie) oder stillen-
de Patienten. Geburtsfähige Frauen, die nicht wirksame Methoden zur Empfängnisverhütung nutzen (z. B.
Abstinenz, orale Empfängnisverhütungsmittel oder Implantate, IUD, vaginales Diaphragma oder Schwamm,
oder Kondom mit Spermicid).

[0203] Vorgeschichte der Nicht-Einhaltung von medizinischen Arzneiregimen oder potentiell unzuverlässiges
Verhalten.

[0204] Bekannte Empfindlichkeit gegenüber (dem) Studienwirkstoff(en) oder der Klasse des/der Studienwirk-
stoff(e).

[0205] Patienten mit (einem) schweren medizinischen Zustand/Zuständen, die in Sicht des Studienführers
eine Teilnahme an der Studie verbieten

[0206] Verwendung eines anderen Forschungspräparats in den letzten 30 Tagen.

Beispiel 5: Parenterale Formulierung

[0207] Um eine parenterale pharmazeutische Zusammensetzung, die zur Verabreichung durch Injektion ge-
eignet ist, herzustellen, werden 90 mg einer Verbindung oder dessen hierin beschriebenes Salz in DMSO
gelöst und dann mit 10 mL 0,9% steriler Saline gemischt. Die Mischung wird in eine Einheitsdosierungsform
inkorporiert, die zur Verabreichung durch Injektion geeignet ist.

Beispiel 6: Orale Formulierung

[0208] Um eine pharmazeutische Zusammensetzung zur oralen Lieferung herzustellen, wurden 90 mg einer
exemplarischen Verbindung 1 mit 90 mg Maisöl gemischt. Das Gemisch wurde in einer oralen Dosierungsein-
heit in einer Kapsel inkorporiert, die zur oralen Verabreichung geeignet ist.

[0209] In einigen Fällen werden 90 mg einer hierin beschriebenen Verbindung mit 750 mg Stärke gemischt.
Das Gemisch wird in eine orale Einheitsdosierung, wie eine Hartgelatinekapsel, die zur oralen Verabreichung
geeignet ist, inkorporiert.

Beispiel 7: Sublinguale (Harte Lutschpastille) Formulierung

[0210] Um eine pharmazeutische Zusammensetzung zur bukkalen Lieferung, wie eine harte Lutschpastille,
herzustellen, mische 90 mg einer hierin beschriebenen Verbindung mit 420 mg von pulverförmigem Zucker,
gemischt mit 1,6 mL leichtem Maissirup („light corn syrup”), 2,4 mL destilliertem Wasser und 0,42 mL Minzex-
trakt. Das Gemisch wird vorsichtig vermengt und in eine Form gegossen, um eine zur bukkalen Verabreichung
geeignete Lutschpastille zu bilden.

Beispiel 8: Inhalationszusammensetzung

[0211] Um eine pharmazeutische Zusammensetzung zur Lieferung durch Inhalation herzustellen, werden 20
mg einer hierin beschriebenen Verbindung mit 50 mg wasserfreier Zitronensäure und 100 mL 0,9% Natrium-
chloridlösung gemischt. Das Gemisch wird in eine Inhalationsliefereinheit inkorporiert, wie einem Zerstäuber,
der zur Verabreichung durch Inhalation geeignet ist.
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Beispiel 9: Rektale Gelformulierung

[0212] Um eine pharmazeutische Zusammensetzung zur rektaeln Lieferung herzustellen, werden 90 mg einer
hierin beschriebenen Verbindung mit 2,5 g Methylcellulose (1500 mPa), 100 mg Methylparapen, 5 g Glycerin
und 100 mL gereinigtem Wasser gemischt. Das resultierende Gelgemisch wird dann in rektale Liefereinheiten
inkorporiert, wie Spritzen, die zur rektalen Verabreichung geeignet sind.

Beispiel 10: Topische Gelzusammensetzung

[0213] Um eine pharmazeutische topische Gelzusammensetzung herzustellen, werden 90 mg einer hierin
beschriebenen Verbindung mit 1,75 g Hydroxypropylcellulose, 10 mL Propylenglycol, 10 mL Isopropylmyristat
und 100 mL gereinigtem Alkohol USP gemischt. Das resultierende Gelgemisch wird dann in Behälter inkorpo-
riert, wie Tuben, die zur topischen Verabreichung geeignet sind.

[0214] Während bevorzugte Ausführungsformen der vorliegenden Erfindung hierin gezeigt worden und be-
schrieben worden sind, wird es dem Fachmann offensichtlich sein, dass diese Ausführungsformen nur in bei-
spielhafter Weise bereitgestellt werden. Zahlreiche Variationen, Änderungen und Substitutionen werden nun
dem Fachmann auffallen, ohne von der Erfindung abzuweichen. Es sollte verstanden sein, dass zahlreiche
Alternativen zu den hierin beschriebenen Ausführungsformen der Erfindung beim Ausführen der Erfindung
angewendet werden können. Es ist beabsichtigt, dass die folgenden Patentansprüche den Schutzbereich der
Erfindung definieren und dass Verfahren und Strukturen, die innerhalb des Schutzbereiches dieser Patentan-
sprüche liegen, und ihre Äquivalente, durch sie abgedeckt sind.
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Patentansprüche

1.  Pharmazeutische Zusammensetzung zur Verwendung in der Behandlung einer Erkrankung oder eines
Zustandes, der mit Knochenmetastasierung in einem Subjekt assoziiert ist, umfassend das Verabreichen einer
therapeutisch wirksamen Menge einer Cyclohexenonverbindung an ein Subjekt, das dieser bedarf, wobei die
Verbindung die Struktur aufweist:

wobei jedes von X und Y unabhängig voneinander Sauerstoff, NR5 oder Schwefel ist;
R ein Wasserstoff oder C(=O)C1-C8-Alkyl ist;
jeder von R1, R2 und R3 unabhängig voneinander ein Wasserstoff, Methyl oder (CH2)m-CH3 ist;
R4 NR5R6, OR5, OC(=O)R7, C(=O)OR5, C(=O)R5, C(=O)NR5R6, Halogen, 5 oder 6-gliedriges Lacton, C1-C8-
Alkyl, C2-C8-Alkenyl, C2-C8-Alkinyl, Aryl, Glucosyl ist, wobei das 5 oder 6-gliedrige Lacton, C1-C8-Alkyl, C2-C8-
Alkenyl, C2-C8-Alkinyl, Aryl, und Glucosyl gegebenenfalls mit einem oder mehreren Substituenten, ausgewählt
aus NR5R6, OR5, OC(=O)R7, C(=O)OR5, C(=O)R5, C(=O)NR5R6, C1-C8-Alkyl, C2-C8-Alkenyl, C2-C8-Alkinyl, C3-
C8-Cycloalkyl, und C1-C8-Haloalkyl, substituiert sind;
jeder von R5 und R6 unabhängig voneinander ein Wasserstoff oder C1-C8-Alkyl ist;
R7 ein C1-C8-Alkyl, OR5 oder NR5R6 ist;
m = 1–12; und
n = 1–12; oder ein pharmazeutisch verträgliches Salz, Metabolit, Solvat oder Prodrug davon.

2.  Pharmazeutische Zusammensetzung zur Verwendung in der Inhibition von Tumor-Hyperkalzämie in ei-
nem Subjekt, umfassend das Verabreichen einer therapeutisch wirksamen Menge einer Cyclohexenonverbin-
dung an das Subjekt, das dieser bedarf, wobei die Verbindung die Struktur aufweist:

wobei jedes von X und Y unabhängig voneinander Sauerstoff, NR5 oder Schwefel ist;
R ein Wasserstoff oder C(=O)C1-C8-Alkyl ist;
jeder von R1, R2 und R3 unabhängig voneinander ein Wasserstoff, Methyl oder (CH2)m-CH3 ist;
R4 NR5R6, OR5, OC(=O)R7, C(=O)OR5, C(=O)R5, C(=O)NR5R6, Halogen, 5 oder 6-gliedriges Lacton, C1-C8-
Alkyl, C2-C8-Alkenyl, C2-C8-Alkinyl, Aryl, Glucosyl ist, wobei das 5 oder 6-gliedrige Lacton, C1-C8-Alkyl, C2-C8-
Alkenyl, C2-C8-Alkinyl, Aryl, und Glucosyl gegebenenfalls mit einem oder mehreren Substituenten, ausgewählt
aus NR5R6, OR5, OC(=O)R7, C(=O)OR5, C(=O)R5, C(=O)NR5R6, C1-C8-Alkyl, C2-C8-Alkenyl, C2-C8-Alkinyl, C3-
C8-Cycloalkyl, und C1-C8-Haloalkyl, substituiert sind;
jeder von R5 und R6 unabhängig voneinander ein Wasserstoff oder C1-C8-Alkyl ist;
R7 ein C1-C8-Alkyl, OR5 oder NR5R6 ist;
m = 1–12; und
n = 1–12; oder ein pharmazeutisch verträgliches Salz, Metabolit, Solvat oder Prodrug davon.

3.  Pharmazeutische Zusammensetzung zur Verwendung in der Inhibition von Knochenresorption in einem
Subjekt, umfassend das Verabreichen einer therapeutisch wirksamen Menge einer Cyclohexenonverbindung
an das Subjekt, das dieser bedarf, wobei die Verbindung die Struktur aufweist:
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wobei jedes von X und Y unabhängig voneinander Sauerstoff, NR5 oder Schwefel ist;
R ein Wasserstoff oder C(=O)C1-C8-Alkyl ist;
jeder von R1, R2 und R3 unabhängig voneinander ein Wasserstoff, Methyl oder (CH2)m-CH3 ist;
R4 NR5R6, OR5, OC(=O)R7, C(=O)OR5, C(=O)R5, C(=O)NR5R6, Halogen, 5 oder 6-gliedriges Lacton, C1-C8-
Alkyl, C2-C8-Alkenyl, C2-C8-Alkinyl, Aryl, Glucosyl ist, wobei das 5 oder 6-gliedrige Lacton, C1-C8-Alkyl, C2-C8-
Alkenyl, C2-C8-Alkinyl, Aryl, und Glucosyl gegebenenfalls mit einem oder mehreren Substituenten, ausgewählt
aus NR5R6, OR5, OC(=O)R7, C(=O)OR5, C(=O)R5, C(=O)NR5R6, C1-C8-Alkyl, C2-C8-Alkenyl, C2-C8-Alkinyl, C3-
C8-Cycloalkyl, und C1-C8-Haloalkyl, substituiert sind;
jeder von R5 und R6 unabhängig voneinander ein Wasserstoff oder C1-C8-Alkyl ist;
R7 ein C1-C8-Alkyl, OR5 oder NR5R6 ist;
m = 1–12; und
n = 1–12; oder ein pharmazeutisch verträgliches Salz, Metabolit, Solvat oder Prodrug davon.

4.  Pharmazeutische Zusammensetzung zur Verwendung in der Behandlung von osteolytischen Läsionen in
einem Subjekt, umfassend das Verabreichen einer therapeutisch wirksamen Menge einer Cyclohexenonver-
bindung an das Subjekt, das dieser bedarf, wobei die Verbindung die Struktur aufweist:

wobei jedes von X und Y unabhängig voneinander Sauerstoff, NR5 oder Schwefel ist;
R ein Wasserstoff oder C(=O)C1-C8-Alkyl ist;
jeder von R1, R2 und R3 unabhängig voneinander ein Wasserstoff, Methyl oder (CH2)m-CH3 ist;
R4 NR5R6, OR5, OC(=O)R7, C(=O)OR5, C(=O)R5, C(=O)NR5R6, Halogen, 5 oder 6-gliedriges Lacton, C1-C8-
Alkyl, C2-C8-Alkenyl, C2-C8-Alkinyl, Aryl, Glucosyl ist, wobei das 5 oder 6-gliedrige Lacton, C1-C8-Alkyl, C2-C8-
Alkenyl, C2-C8-Alkinyl, Aryl, und Glucosyl gegebenenfalls mit einem oder mehreren Substituenten, ausgewählt
aus NR5R6, OR5, OC(=O)R7, C(=O)OR5, C(=O)R5, C(=O)NR5R6, C1-C8-Alkyl, C2-C8-Alkenyl, C2-C8-Alkinyl, C3-
C8-Cycloalkyl, und C1-C8-Haloalkyl, substituiert sind;
jeder von R5 und R6 unabhängig voneinander ein Wasserstoff oder C1-C8-Alkyl ist;
R7 ein C1-C8-Alkyl, OR5 oder NR5R6 ist;
m = 1–12; und
n = 1–12; oder ein pharmazeutisch verträgliches Salz, Metabolit, Solvat oder Prodrug davon.

5.  Zusammensetzung nach einem beliebigen der Ansprüche 1–4, wobei das Subjekt Brustkrebs oder Pro-
statakrebs hat.

6.  Zusammensetzung nach einem beliebigen der Ansprüche 1–5, wobei R ein Wasserstoff, C(=O)C3H8, C
(=O)C2H5 oder C(=O)CH3 ist.

7.  Zusammensetzung nach einem beliebigen der Ansprüche 1–6, wobei jeder von R1, R2 und R3 unabhängig
voneinander ein Wasserstoff, Methyl, Ethyl, Propyl, Butyl, Pentyl, Hexyl, Heptyl oder Octyl ist.

8.  Zusammensetzung nach Anspruch 7, wobei R1 ein Wasserstoff oder Methyl ist.

9.  Zusammensetzung nach einem beliebigen der Ansprüche 1–8, wobei R1 ein Wasserstoff oder Methyl ist.

10.   Zusammensetzung nach einem beliebigen der Ansprüche 1–9, wobei R4 Halogen, NH2, NHCH3, N
(CH3)2, OCH3, OC2H5, C(=O)CH3, C(=O)C2H5, C(=O)OCH3, C(=O)OC2H5, C(=O)NHCH3, C(=O)NHC2H5, C(=
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O)NH2, OC(=O)CH3, OC(=O)C2H5, OC(=O)OCH3, OC(=O)OC2H5, OC(=O)NHCH3, OC(=O)NHC2H5 oder OC
(=O)NH2 ist.

11.    Zusammensetzung nach einem beliebigen der Ansprüche 1–9, wobei R4 C2H5C(CH3)2OH, C2H5C
(CH3)2OCH3, CH2COOH, C2H5COOH, CH2OH, C2H5OH, CH2Ph, C2H5Ph, CH2CH=C(CH3)(CHO), CH2CH=C
(CH3)(C(=O)CH3), 5 oder 6-gliedriges Lacton, Aryl, oder Glucosyl ist, wobei 5 oder 6-gliedriges Lacton, Aryl,
und Glucosyl gegebenenfalls mit einem oder mehreren Substituenten, ausgewählt aus NR5R6, OR5, OC(=O)
R7, C(=O)OR5, C(=O)R5, C(=O)NR5R6, C1-C8-Alkyl, C2-C8-Alkenyl, C2-C8-Alkinyl, C3-C8-Cycloalkyl und C1-C8-
Haloalkyl, substituiert sind.

12.  Zusammensetzung nach Anspruch 11, wobei R4 C1-C8-Alkyl ist, gegebenenfalls mit einem oder mehre-
ren Substituenten, ausgewählt aus NR5R6, OR5, OC(=O)R7, C(=O)OR5, C(=O)R5, C(=O)NR5R6, C1-C8-Alkyl,
C2-C8-Alkenyl, C2-C8-Alkinyl, C3-C8-Cycloalkyl und C1-C8-Haloalkyl, substituiert sind.

13.  Zusammensetzung nach Anspruch 12, wobei R4 CH2CH=C(CH3)2 ist.

14.  Zusammensetzung nach einem beliebigen der Ansprüche 1–5, wobei die Verbindung

ist.

Es folgen 34 Blatt Zeichnungen
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Anhängende Zeichnungen
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