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Metabolity agonisti/antagonisti estrogénu

Oblast techniky

Vynédlez sa tyka zluCenin, ktoré su cicavéimi metabolitmi
(~)-cis-6-fenyl-5-[4-(2-pyrrolidin-i-yletoxy) fenyl]-5,6,7,8-
tetrahydronaftalen-2-olu. ZlG¢eniny podla vynédlezu td uZitolné
ako Standardy pri analytickych stanoveniach a ako terapeutické

¢inidla.

Doteraj3i stav techniky

Farmakologicky je (-)~-cis-6-fenyl-5-[4-(2-pyrrolidin-1-
vletoxy) fenyll1-5,6,7,8-tetrahydronaftalen-2-o0l (PPTN)
agonistom/antagonistom estrogénu, ktory Jje popisany v US
patente &. 5 552 412. "Agonista / antagonista estrogénu” e
zli&enina, ktord ovplyviiuje niektoré =z receptorov, ktoré
ovplyviiuju estrogén, av3ak nezbytne nie v3etky, a v niektorych
pripadoch antagonizuje alebo blokuje estrogén. Také latky sa
tieZ zname ako "selektivne moduldtory receptora estrogénu”
(SERM) . Agonisti/antagonisti estrogénu mbdZu byt tieZ
oznadovani ako antiestrogény, hoci u niektorych receptorov
estrogénu vykazuiju rovnaku estrogénnu aktivitu.
Agonisti/antagonisti estrogénu teda nie st latkami, ktoré su
zvyCajne oznaCované ako "Cisté antiestrogény”. Antiestrogény,
ktoré mdéZu pdsobit tieZ ako agonisti, sG oznalované ako
antiestrogény typu I. Antiestrogény typu I aktivuju receﬁtor

estrogénu, aby sa po prediZenti dobu pevne viazal v Jjadre,
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priZom v3ak dochadza k poruSeniu dopliiovania receptorov (Clark
et al., Steroids 1973, 22: 707; Capony et al., Mol. Cell.
Endocrinol. 1975, 3, 233).

Zli&eniny podla vynédlezu si metabolity PPTN a m& sa za to,

e vykazujui vyznamni farmakologickd udéinnost, ktord sa podoba

u¢innosti rodiovskej zluleniny, PPTN, alebo je zhodna.

Podstata vynédlezu

Predmetom vynadlezu su cicavcie metabolity

agonisti/antagonisti estrogénu, PPTN.

Predmetom vynalezu st dalej farmaceutické kompozicie,
ktorych podstata spo&iva v tom, Ze obsahujui metabolit PPTN
alebo jeho opticky alebo geometricky izomér alebo
farmaceuticky vhodnu sol, N-oxid, ester, kvartérnu amdbéniovi
sol ktoréhokolvek z tychto entit a farmaceuticky vhodny nosic,

vehikulum alebo riedidlo.

Predmetom vyndlezu Jje dalej spdsob liecenia choroby,
ktorého podstata spodiva v tom, Ze sa podava uU€inné mnoistvo
metabolitu PPTN, ktory vykazuje farmakologicku u&innost, alebo
jeho farmaceuticky vhodnej soli, N-oxidu, esteru alebo
kvartérnej amdéniovej soli. Metabolity PPTN su uc¢inné, pricom
podstatne zniZuji sprievodné riziko neZiadicich GCinkov

spojenych s podédvanim estrogénu.

Predmetom vynalezu su dalej kity pre pouZitie uZivatelom
pri lie&eni choroby. Kit obsahuje a) cicav&i metabolit PPIN a
popripade b) inStrukcie popisujuce spdsob pouiivgnia
metabolitu PPTN za udelom lieenia choroby. InS3trukcie mdZu

tieZ wuvadzat, Ze kit je urleny pre lieenie choroby za

bt b
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podstatne zniZeného sprievodného rizika neZiadicich u&inkov

spojenych s podavanim estrogénu.

Dalej si predmetom vyndlezu kity pre pouZitie ako
analytické Standardy pri merani metabolitov PPTN alebo jeho
farmaceuticky vhodnych soli, N-oxidov, esterov a kvartérnych
améniovych soli. Tieto kity obsahuju v podstate &ista formu

metabolitu PPTN a kontejner pre tento metabolit.
Predmetom vynélezu je dalej pouZitie cicav&ich metabolitov

PPTN alebo ich farmaceuticky vhodnych soli, N-oxidov, esterov

a kvartérnych améniovych soli pre vyrobu lie&iva.

Prehlad obr. na vykresoch

Na obr. 1 Jje zndzorneny reprezentativny HPLC
réddiochromatogram netabolitov PPTN v modi my3i po perordlnom
podani. Na vertikdlnej osi Jje vynesend radioaktivita (pocdet
impulzov/min, cpm). Na horizontidlnej osi je vynesend retendna

doba (min).

Na obr. 2 Jje zndzorneny reprezentativny HPLC
réddiochromatogram metabolitov PPTN vo vykaloch my3i po
peroradlnom podani. Na vertikélnej osi je vynesena
réadioaktivita (poCet impulzov/min, cpm). Na horizontélnej osi

je vynesenéd retenc¢néd doba (min).

Na obr. 3 je zndzorneny reprezentativny HPLC
radiochromatogram cirkulujicich metabolitov PPTN u my3i po
peroralnom podani. Na vertikalnej osi Jje vynesena
radioaktivita (pocet impulzov/min, cpm). Na horizontdlnej osi

je vynesenad retenc¢na doba (min).
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Na obr. 4A je znazornend fragmentalnad schéma metabolitu
vzorca XI. Na obr. 4B si znazornené hmotnostné spektrdlne data
metabolitu XI; na vertikélnej osi je vyneseny relativny podiel
a na horizontalnej osi je vyneseny podiel hmotnost/naboj

(/z) .

Na obr. 5A je znazornend fragmentalnd schéma metabolitu
vzorca XII. Na obr. 5B su znadzornené hmotnostné spektralne
data metabolitu XII; na vertikalnej osi je vyneseny relativny
podiel a na horizontéalnej osi je vyneseny podiel

hmotnost/néboj (m/z).

Na obr. 6A je znazornenid fragmentalnd schéma metabolitu
vzorca XXI. Na obr. 6B su zndzornené hmotnostné spektralne
data metabolitu XXI; na vertikadlnej osi je vyneseny relati&ny
podiel a na horizontélnej osi je vyneseny podiel

hmotnost/néboj (m/z).

Na obr. 7A je znazornend fragmentaZnad schéma metabolitu
vzorca XIV. Na obr. 7B si znézornené hmotnostné spektralne
data metabolitu XIV; na vertikélnej osi je vyneseny relativny
podiel a na horizontailnej osi je vyneseny podiel
hmotnost/naboj (m/z).

Na obr. B8A je znazornend fragmentadnad schéma metabolitu
vzorca VI. Na obr. 8B su znazornené hmotnostné spektrélne data
metabolitu VI; na vertikdlnej osi je vyneseny relativny podiel
a na horizontalnej osi je vyneseny podiel hmotnost/naboj

(m/z) .

Na obr. 9A je znazornend fragmentadnad schéma metabolitu

vzorca II. Na obr. 9B suU znadzornené hmotnostné spektralne data

e Al 0
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metabolitu II; na vertikdlnej osi je vyneseny relativny podiel
a na horizontdlnej osi Jje vyneseny podiel hmotnost/néboj

(m/z).

Na obr. 10A je zndzornend fragmentadnd schéma metabolitu
vzorca XVI. Na obr. 10B su zndzornené hmotnostné spektralne
ddta metabolitu XVI; na vertikalnej osi je vyneseny relativny
podiel a na horizontélnej osi je vyneseny podiel
hmotnost/néboj (m/z).

Na obr. 1ll1A je znézornend fragmentacdnéd schéma metabolitu
vzorca X. Na obr. 11B su zndzornené hmotnostné spektrdlne data
metabolitu X; na vertiké&lnej ose je vyneseny relativny podiel
a na horizontdlnej osi je vyneseny podiel hmotnost/naboj

(m/z).

Na obr. 12A je znézornenéd fragmentacné& schéma metabolitu
vzorca XVII. Na obr. 12B su znazornené hmotnostné spektralne
data metabolitu XVII; na vertikdlnej osi je vyheseny relativny
podiel a na horizontalnej osi Jje vyneseny podiel

hmotnost/naboj (m/z).

Na obr. 13A je znadzornend fragmentacnd schéma metabolitu
vzorca IV. Na obr. 13B s zndzornené hmotnostné spektrélne
data metabolitu IV; na vertikdlnej osi je vyneseny relativny
podiel a na horizontélnej osi je vyneseny podiel

hmotnost/ndboj (m/z).

Na obr. 14A je znézornenid fragmentalnd schéma metabolitu
vzorca XV. Na obr. 14B sU znadzornenéd hmotnostné spektrélne
data metabolitu XV; na vertik&lnej osi je vyneseny relativny
podiel a na horizontélnej osi Jje vyneseny podiel

hmotnost/nédboj (m/z).
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Na obr. 15A je zndzornend fragmentadnd schéma metabolitu
vzorca V. Na obr. 15B sU znadzornené hmotnostné spektrédlne data
metabolitu V; na vertikdlnej osi je vyneseny relativny podiel
a na horizontédlnej osi Jje vyneseny podiel hmotnost/néboj

(m/z) .

Na obr. 16A je zndzornend fragmentadnd schéma metabolitu
vzorca XIII. Na obr. 16B su zndzornené hmotnostné spektrdlne
data metabolitu XIII; na vertikadlnej osi je vyneseny relativny
podiel a na horizontalnej osi je vyneseny podiel

hmotnost/néboj (m/z).

Na obr. 17A je zndzornenad fragmentadnid schéma metabolitu
vzorca IX. Na obr. 17B su zndzornené hmotnostné spektréalne
déta metabolitu IX; na vertikdlnej osi je vyneseny relativny
podiel a na horizontéalnej osi je vyneseny podiel

hmotnost/naboj (m/z).

Na obr. 18A je zndzornenad fragmentadnid schéma metabolitu
vzorca VIII. Na obr. 18B sU znadzornené hmotnostné spektrédlne
data metabolitu VIII; na vertik&lnej osi je vyneseny relativny
podiel a na horizontalnej osi Jje vyneseny podiel

hmotnost/naboj (m/z).

Nasleduje podrobnej3$i popis vynélezu.

Predmetom vyné&lezu sU metabolity PPTN. Tieto metabolity

odpovedaju zlucenindm obecného vzorca I



01-2657-02-Ma 7

(1)

Ry predstavuje skupinu vzorca

. ,a .
o OO
alebo ~NH(CH;)3CORs;

Rs predstavuje vodik, CHs, glukurénova kyselinu alebo SOz:H;

Rz, Rs, Ry a Ry, ktoré st rovnaké alebo rdzne, su zvolené zo

siboru zostévajliceho z vodika a ORs; a

Rg predstavuje skupinu -OH, -NHCH,COOH, glukurédnovi kyselinu
alebo skupinu —-NHCH,CH,SOsH,

pricom:

a) pokial R; predstavuje skupinu vzorca

O

alebo -NH(CH2)3COOH a
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b) R, predstavuje skupinu OH alebo OCHs a Rs a R
predstavuju vodik, alebo pokial R; ma vyznam uvedeny v odseku

a) a

¢) R, a R; predstavuji vodik a R; predstavuje skupinu OH
alebo OCHj;,

potom R; nepredstavuje vodik.

Ako prednostné zlu&eniny Jje moZno uviest zluceniny

obecného vzorca I, kde

R predstavuje skupinu vzorca

alebo -NH(CH,)3CORg;
Rs predstavuje vodik alebo skupinu CHs;

R,, Ris, Ry a Ry, ktoré su rovnaké alebo rdzne, su zvolené zo

suboru zostdvajliceho z vodika a ORs; a
Re predstavuje skupinu -OH alebo -NHCH,COOH;
pricom:

a) pokial R; predstavuje skupinu vzorca

!

ol
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alebo -NH(CH,)3:COOH a
b) R, predstavuje skupinu OH alebo OCHs a Ry a Ry
predstavujl vodik, alebo pokial R; md vyznam uvedeny v odseku

a) a

c) Rz a Ry predstavuju vodik a Rj3 predstavuje skupinu OH
alebo OCH;,

potom R, nepredstavuje vodik.

2Ako prednostné metabolity PPTN moZno napriklad uviest

z1lG¢eniny uvedené v tabulke I.

Tabulka I

Prednostné metabolity PPTN

an

| ()
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(XX1H)
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(XXV)

Ako eSte

vvhodnej§ie metabolity PPTN moZno

uviest zlu&eniny uvedené v tabulke II.

Tabulka II

Prednostné metabolity PPTN

napriklad

(my

(v)

(Vi)

(v
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XV)

Predmetom vyndlezu si v podstate ¢isté metabolity PPTN

popisané vysSSie.

Nasledujuce pojmy, ktorych sa v texte pouZiva, st
definované dalej uvedenym spdsobom, pokial nie Jje uvedené

inak.

Do rozsahu ojmu "liecenie" atri tieZ reventivne
p

(napriklad profylaktické) a paliativne liecdenie.

Pod pojmom _"subjekt" sa rozumie Zivocich, ako <clovek,
ktorého moZno lielit za ©pouZitia =zlucdenin, kompozicii,
spdsobov a kitov podla tohoto vynédlezu. Pokial! nie je
konkrétne uvedené pohlavie, do rozsahu tochoto pojmu patria
subjekty muZského aj Zenského pohlavia. Prednostnymi

subjektami sO postmenopauzalne Zeny.

Ako '"neZiadtce ulinky spojené s estrogénom” Jje moZno
uviest «citlivost ©prsnika, rakovinu prsnika, meteoriznus,
bolest hlavy, zvySend hemokoagulaciu a men3truadné krvacanie u
Zien. NevyvazZovana estrogénova terapia zvy3uje riziko
karcinému endometria. Zeny dlhodobo lie&ené extrogénmi mdZu
byt ohrozené vo zvy3enej miere, ktorud konkurenéné progestiny

nezniZujada (N. Engl. J. Med. 1995: 332, 1589). Ako neZiaduce
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uc¢inky estrogénu u muZov moZno uviest zvySenu hemokoagulaciu

krvi, gynekomastiu, feminizaciu a zniZené libido.

Pod pojmom "postmenopauzélne Zeny" sa rozumeju nielen
Zeny v pokroCilom veku po menopauze, ale tieZ Zeny, ktorym
bola vykonand hysterektémia alebo u ktorych bola z ur&itého
iného dévodu potla&end tvorba estrogénu, ako Zeny dlhodobo
lieCené kortikosteroidmi, Zeny trpiace Cushingovym syndrémom

alebo dysgenézou pohlavnych Zliaz.

Pod pojmom "rakovina prsnika" sa rozumie maligna
proliferidcia buniek duktidlneho alebo lobuléarneho epitelu

prsnika.

Pod pojmom "glukurdénova kyselina" sa rozumie substituent,
ktory Jje realizovany na metabolit alebo na rodi&ovsku
zlu€eninu za vzniku metabolitu z fazy II konjugadnej reakcie
glukuronidéacie. Glukurénovd kyselina reaguje so zvydkom
kyseliny alebo alkoholu alebo fenolu na metabolitu alebo
rodiovskej zliCenine za vzniku "glukuronidu”. Tento
glukurodinovy substituent je vo vzorcoch uvadzany pod skratkou

"Glu" alebo "Glukuronid”.

"Kyselina sirovad” je substituent, ktory je realizovany na
metabolit alebo realizovany na rodidovsku zlueninu za vzniku
metabolitu z féazy II -konjugadnej reakcie sulfatacie. Kyselina
sirova reaguje zo zvySkom alkoholu alebo fenolu na metabolite

alebo rodicovskej zludenine za vzniku "sulfatu”.

Pod pojmom "spolo&né podavanie" sa v suvislosti s
kombindciou metabolitu PPTN a dalZej zld&eniny alebo daléicﬁ
zluc€enin rozumie, Ze tieto zloZky je moZno podavat spolod&ne
ako kompoziciu alebo ako Cast rovnakej jednotkovej davkovacej

formy. Do rozsahu pojmu "spolo&né podavanie" tieZ patri
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oddelené‘ podadvanie metabolitu PPTN a dal3ej =zlucCeniny alebo
dalsich zlGCenin v réamci rovnakého terapeutického programu
alebo reZimu. Uvedené zloZky kombindcie nemusia byt nutne
podavané v rovnaku dobu, ale v pripade potreby mbdZiu. Do
rozsahu pojmu "spolo&né podavanie” teda napriklad patri
podavanie metabolitu PPTN a dalSej zluCeniny vo forme
oddelenych davok alebo davkovacich foriem, uskutodfiované v
rovnaki dobu. Do rozsahu pojmu "spoloéné podavanie” tieZ patri
oddelené podavanie uskutoéniované v rdznu dobu, a to v
akomkoXvek poradi, Pokial je to vhodné, pacientovi mbZe byt
podand jedna alebo viacej zloZiek terapie réno a jedna alebo

viacej ostévajucich zloZiek vecder.

Odbornikovi v tomto odbore bude =zrejmé, Ze niektoré
zliCeniny podla vyndlezu obsahujui Jjeden alebo viacej atdémov,
ktoré mdZu byt v konkrétnych stereochemickych, tautomérnych
alebo geometrickych konfiguraciach, co dava vznik
stereoizomérom, tautomérom, regioizomérom a konfiguracnym
izomérom. Do rozsahu tohoto vyndlezu patria vSetky také
izoméry a ich zmesi. Do rozsahu vyndlezu taktieZ patria

hydraty a solvaty zltucenin podla vynalezu.

Do rozsahu vynédlezu medzi inymi tieZ patria =zluCeniny
oznaCené izotopmi, ktoré si identické so zlucCeninami obecného
vzorca I aZ XXV aZ na to, Ze v nich je jeden atém alebo viacej
atémov nahradené atdémom s atémovou hmotnostou alebo
hmotnostnym ¢&islom odlisnym od atdémovej hmotnosti alebo
hmotnostného <&isla s akym sa zvycajne nachaddzaju v prirode.
Ako priklady izotopov, ktoré je moZno za¢lenit do zlucenin
podla tohoto vynédlezu je moZno uviest izotopy vodika, uhlika,
dusika, kyslika, fosforu, siry, fluéru a chléru, ako je ?H, °H,
3¢, Yc¢, N, *®o, Yo, *p, 3°s, °r a %Cl. Do rozsahu tohoto
vynadlezu patria =zldCeniny pola vynédlezu a ich farmaceuticky

vhodné soli alebo ich proliediva, ktoré obsahujua vyS$Sie
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uvedené izotopy a/alebo iné izotopy inych atémov. Zlaceniny .
podla vynélezu oznalené urlitymi izotopmi, napriklad zluceniny
ozna&ené radioaktivnymi izotopmi, ako °H alebo 'C, st uZito&né
pri sktSkach distribucie lie¢iva alebo substratu v tkanivéach.
Zvla3tna prednost sa dava tritiovanym izotopom tzn. °H, a !“C
izotopom, kedZe je ich moZno Iahko pripravovat a detekovat.
Nahradenim taZ$imi izotopmi, ako deutériom, tzn. °H, je moZno
dosiahnut ur&itych terapeutickych vyhod vyplyvajucich z vy33ej
netabolické stability, napriklad prediZenie pol&asu in vivo
alebo zniZenie potrebnych davok, &omu sa za urcitych okolnosti
dava prednost. Zluceniny obecného vzorca I aZ XXV podla tohoto
vynédlezu a ich prolieCiva oznaCené izotopmi moZno zvy&ajne
pripravovat spbdsobmi popisanymi v prikladoch uskutoénenia
alebo o0 sebe znadmymi spésobmi. 14C-PPTN moZno pripravovat
spdsobmi, ktoré su popisané a doloZené prikladmi v US patente
5 552 412, pri ktorych sa reagenty neoznalené izotopmi

nahradia Iahko dostupnymi reagentmi oznacCenymi izotopmi.

Metabolitov PPTN v podstate Cistej forme alebo vo
zmesiach o znédmom zloZeni je moZno pouZivat ako analytickych
S$tandardov pre metabolické Stddie in wvitro alebo in vivo alebo
ako medziproduktov pri chemickej syntéze alebo biosyntéze
novych chemickych entit. Tieto metabolity mdéZu byt izolované

ako pevné latky alebo v roztokoch.

M& sa za to, Ze zluleniny podla vynédlezu sU uZitoéné pri
lieCeni choréb. BAko priklady choréb alebo stavov, pri ich
lieC¢eni mdéZiu byt zlGCeniny podla vynalezu uZito&né, je moZno
uviest osteopordzu, rakovinu prsnika, hyperlipidémiu,
aterosklerbézu, Alzheimerovu chorobu, kataraktu, stratu libida,
sexudlne dysfunkcie u samcov, rakovinu hrubého ¢&reva, koZné
vréasky, autoimunitné choroby, alopéciu, akné, kardiovaskuléarne
choroby, kataraktu, diabetes, endometridzu, sexUalne

dysfunkcie u samic, hyperglykémiu, obezitu, obsedantne
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kompulzivnu poruchu, premenstruany syndrdm, karciném
prostaty, benignu hyperplaziu prostaty, pulmonarnu
hypertenziu, reperflizne poSkodenie, reumatoidnt artritidu,
osteoartritidu, seboreu, senilni gynekomastiu, deficienciu
testosterénu a stavy responzivne na zvy3enie testosterdnu,
Turnerov syndrém, fibrézu maternice, atroficku wvaginitidu,
inkontinenciu, rakovinu maternice, hirsutizmus, bulimiu,
anorexiu, hypoaktivnu sexualnu tuzZbu, poruchu sexualnej
exitacie, dyspareuniu a vaginizmus a dalej podporu hojenia
réan. Tieto zluleniny tieZ méZu byt uZitolné pri zvySovani
frekvencie orgazmu, lie&eni prolapsu, zniZovani vaginalneho
pH, liedeni infekcii mocovych ciest, lieCeni alebo prevencii
m¥tvice, infarktu myokardu, akitneho alebo chronického
zlyhania obli&iek, okluzne choroby periférnych artérii a
Raynaudovho fenoménu a lieCeni rakoviny vaje&nikov, pecene,
podZaltudkovej Zlazy a desmoidnej rakoviny, glidému a karcindému
renadlnych buniek. Spdésoby lieenia jedne]j alebo viacej z
vys3ie uvedenych chordb alebo stavov zostavaju v podévani

u&inného mnoZstva metabolitu PPTN.

Pri spésoboch lie&enia podla vynalezu je metabolit
subjektu moZno podavat priamo, alebo metabolit mdiZe Vv
organizme vzniknit prostrednictvom metabolizmu. Napriklad Jje
metabolit podla vynadlezu moZno efektivne podat za ucelom
liedenia choroby alebo stavu tak, Ze sa danému subjektu poda
mnofstvo PPTN, a po tomto podanie prostrednictvom metabolizmu
v organizme subjektu vznikne poZadovany metabolit. Okrem toho
sa spdsoby podadvania a davkovania PPTN mbéZu podla potreby
menit tak, aby sa dosiahlo poZadovanej in vivo koncentréacie a

rychlosti produkcie metabolitu.

Metabolity PPTN Jje pri 1lieCeni Jjedného alebo viacej
vys3ie uvedenych stavov moZno pouZivat Vv kombinacii (pri

spolodnom podavani oddelene alebo Vv rovnakej farmaceuticke]
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kompozicii) s PPTN a statinmi, ako je simvastatin, popisany v
US patente 4 444 784; pravastatin, popisany v US patente

4 346 227; cerivastatin, popisany v US patente 5 502 199;
mevastatin, popisany v US patente 3 983 140; velostatin,
popisany v US patente 4 448 784 a 4 4540 171; fluvastatin,
popisany v US patente 4 739 073; kompaktin, popisany v US
patente 4 804 770; lovastatin, popisany v US patente 4 231
938; dalvastatin, popisany vo zverejnenej eurbdpskej patentovej
prihla3ke 738 510 Al; fluindostatin, popisany vo 2zverejnenej
eurdpskej patentovej prihlaske 363 934 Al: atorvastatin,
popisany v US patente 4 681 893; atorvastatin kalcium,
popisany v US patente 5 273 995; dihydrokompaktin, popisany v
Us 4 450 171:; 2ZD-4522, popisany v ﬁs patente 5 260 440;
bervastatin, popisany v US patente 5 082 859 a NK-104,
popisany v US patente 5 102 888. Metabolity PPTN je tieZ moZno

pouZivat v kombindcii s bisfosfondtovymi =zluleninami, ako

alendrdénovou kyselinou, alendronatom, cimadronatom,
klodrénovou kyselinou, klodroniatom, 1-hydroxy-3-{(1-
pyrrolidinyl)propylidén-1,1-bisfosfdénovou kyselinou,
etidrdénovou kyselinou, ibandronétom, neridrondtom,
olpadronatom, pamidronadtom, piridronéatom, risedronatom,

tiludronidtom a =zolendron&tom. Okrem toho je metabolity PPTN
moZno pouZivat v kombindcii s 1lé&tkami zvy3ujicimi cyklicky
guanozin 37,5 -monofosfdt, ako je sildenafil (citréatova sol 1-
({3-(6, 7-dihydro~1-metyl-7-oxo-3-propyl-1H-pyrazolol[4, 3-
dipyrimidin-5-yl)-4-etoxyfenyllsulfonyl]-4-metylpiperazinu).

Farmaceuticky vhodné adi¢né soli s kyselinami zlducenin
podla vynadlezu je moZno ziskat zo samotnych zlGdenin alebo z
akychkolvek ich esterov. Takymito solami su farmaceuticky
vhodné soli, ktorych sa ¢&asto pouZiva vo farmaceutickej
chémii. Je moZno pripravovat napriklad soli s anorganickymi
alebo organickymi kyselinami, ako s@ kyselina chlorovodikova,

kyselina bromovodikova, kyselina jodovodikova, sulfénové
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kyseliny, ako je napriklad kyselina naftalénsulfénova,
kyselina meténsulfénovd a kyselina toluénsulfénova, dale]
kyselina sirova, kyselina dusicéna, kyselina fosforecné,
kyselina vinna, kyselina disirovd, kyselina metafosforecné&,
kyselina Jjantarova, kyselina mravcia, kyselina ftalova,
kyselina mlieé&na apod., najvyhodnejsie s kyselinou
chlorovodikovou, kyselinou citrdénovou, kyselinou benzoovou,
kyselinou maleinovou, kyselinou octovou a kyselinou

propidnovou.

ZliC€eniny podla vyndlezu popisané vy33ie je moZno podavat
vo forme farmaceuticky vhodnych soli. Tieto soli sa ucelne
pripravuji spbsobmi, ktoré st zvy&ajné v organickej chémii,
napriklad reakciou zlulenin podla vyndlezu s vhodnymi
kyselinami, ako s8 kyseliny popisané vysSie. Soli vznikajul
rychlo a vo vysokych vytaZkoch pri nizkych teplotdch a c&asto
sa pripravuji iba tak, Ze sa zlulenina izoluje z vhodhej
kyslej kvapaliny na premyvanie, ktord sa pouZije v zaverelnom
stupni syntézy. Kyselina tvoriaca sol sa rozpusti vo vhodnom
organickom rozpustadle alebo vodne -organickom rozpistadle,
ako napriklad alkanole, keténe alebo esteri. Ked sa naproti
tomu m& zluéenina podla vyndlezu ziskat vo forme volnej béazy,
izoluje sa téato volnd baza zo z&vere&ného stupfia premyvania
b&zickou kvapalinou, tak ako je to v praxi beZné. Pri
prednostnej priprave hydrochloridov sa postupuje tak, Ze sa
voInd baza rozpusti v6é vhodnom rozpu3tadle a vznikly roztok sa
ddékladne vysu3i, napriklad molekuldrnym sitom, a potom sa nim

preklokoce plynny chlorovodik.

Davka zluCeniny podla vynalezu, ktord sa ma podat
&loveku, sa meni v pomerne 3Sirokom rozsahu a Jjej posudenie je
v pravomoci oSetrujuceho lekdra. Je treba poznamenat, Ze mdbZe
byt nutné prispdsobit davku zlugeniny, pokial sa zlu&enina

podava vo forme soli, ako Jje laurat, tzn. v tom pripade, ked
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ma skupina, ktord tvori sol, znadni molekulovd hmotnost.
ZvyCajné rozmedzia UCinnej davky zlulenin podla vyndlezu je od
asi 0,001 do asi 200 mg/defi. Prednostné rozmedzie u&innej
davky leZi od asi 0,01 do 100 mg/deii. Casto Je samozrejme
praktické rozdelit dennu davku podavanej z1lGCeniny do
niekolkych diel&ich déavok, ktoré sa podavaju v rdéznych
hodinadch pocas difia. V kaZdom danom pripade vSak bude mnoZstvo
podédvanej zluceniny z&vislé od takych faktorov, ako je

rozpustnost Acinnej zloZky, pouZity prostriedok a cesta

podéavania.
Spdsob podavania zl:G€enin podla vynélezu nema
rozhodujuci vyznam. Z1O¢eniny podla vyndlezu mbéZu Dbyt

absorbované v zaZivacom trakte, ale v pripade potreby je moZno
je podévat perkutdnne alebo perrektdlne vo forme capikov. Ako
zvyCajné typy kompozicii je moZno uviest tablety, Zuvacie
tablety, tobolky, roztoky, parenterdlne roztoky, pastilky,
Capiky a suspenzie. Kompozicie sa zvyfajne spracovavaju tak,
aby obsahovali dennu déavku, alebo U&elne zlomky dennej davky,
tzn. na jednotkové déavkovacie formy. Takou jednotkovou formou

mdZe byt tableta, tobolka alebo vhodny objem kvapaliny.

Obecne sa vSetky kompozicie vyrédbaju spésobmi zvyCajnymi
vo farmaceutickej chémii a/alebo sa izoluju pri in vivo alebo
in vitro metabolickych reakcidch, ako sd spdsoby popisané
dalej. Rodicovskd& zlucenina, PPTN, sa pripravuje spdsobmi,
ktoré su popisané a/alebo ilustrované prikladmi v US patente
&. 5 552 412. Metabolity je moZno syntetizovat priamo alebo je
vytvorit in vitro alebo in vivo enzymatickymi alebo
metabolickymi reakciami, ako sG spdsoby popisané v prikladoch

uskutoénenia.

Formula¢né postupy sU o sebe zndme a sU@ napriklad

popisané v Remington: The Science and Practice of Pharmacy,
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Mack Publishing Company, Easton, PA., 19. vydanie, 1995.
Farmaceutické kompozicie, ktorych 3Jje moZno pouZivat podla
tohoto vynalezu, mbéZu mat formu sterilnych roztokov alebo
suspenzii v apyrogénnych kvapalinach, potahovanych toboliek,
Capikov, 1lyofilizovanych prdaskov, transdermdlnych néplasti

alebo inych znédmych foriem.

Tobolky sa pripravuju tak, Ze sa zlGCenina =zmie3a s
vhodnym riedidlom, a vhodnym mnoZstvom vzniklej zmesi sa
naplni tobolka. Ako zvyCajné riedidléd je moZno uviest inertné
préaSkovité 1latky, ako Jje Skrob najrozli¢nejSich druhov,
praskova celuléza, najma krystalickd a mikrokry3talicka
celulbéza, cukry, ako Jje fruktdza, mannitol a sachardza,

obilninova muka a podobné jedlé préasky.

Tablety sa vyrdbaju priamym lisovanim, granulaciou vo
vlhkom prostredi alebo suchou granuldciou. Také prostriedky
zvyCajne okrem u€innej zlUCeniny obsahujld riedidld, spojiva,
mazadld a latky umoZiujice uvolflovanie. Ako typické riedidla
je napriklad moZno uviest rbézne typy Skrobu, laktoézu,
mannitol, kaolin, fosforednan véapenaty, siran vApenaty,
anorganické soli, ako jJje chlqrid sodny a préaskovy cukor. TieZ
sa mdZe pouZit prédkovitych derivatov celuldzy. ARko spojiv sa
v tabletach mbéZe pouZit takych latok, ako je 3krob, Zelatina a
cukry, ako je laktdza, fruktdza, glukdéza apod. Ulelné sﬁ’tiei
prirodné a syntetické Zivice, ako napriklad glejovina,
alginaty, metylceluléza, polyvinylpyrrolidin apod. Ako spojivéa
moéZu tieZ sluZit polyetylénglykol, etylceluldza a vosky.

Hmoty na tabletovanie méZu obsahovat mazadlé zabrafiujlice
prilipnutiu tablety alebo razidla v pristroji na 1lisovanie.
Mazadld sa volia zo suboru klznych pevnych latok, ako e
mastenec, stearan hore¢naty a stearan véapenaty, kyselina

stearovd a hydrogenované rastlinné oleje.
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Uvolfiovacie latky pdsobia ako latky, ktoré po navlh&eni
ulah&uju rozpad tablety, pridGom déjde k uvolneniu ucinnej
zldCeniny. Takéto latky zahrnuju Skroby, ily, celulézy, alginy
a Zivice. MobZe sa napriklad pouZivat najma kukuri&ného a
zemiakového Skrobu, metylcelulézy, agaru, bentonitu, drevnej
celuldzy, préSkovité prirodné huby, katexovych Zivic, kyseliny
alginovej, guarove] gumy, citrusove] - vldkniny a

karboxymetylcelulézy, ako aj natriumlaurylsulfatu.

Tablety sa ¢asto obaluji cukrami, ktoré pdsobia ako latky
na ochutenie a tesniace latky, alebo sa potahuji ochrannymi
€¢inidlami tvoriacimi film za u&elom modifikacie rozpuitacieho
profilu tablety. Zluleniny podla wvynadlezu Jje tieZ moZno
spracovavat na Zuvacie tablety. Pri tom sa, ako je to beZne
zavedené v praxi, pouZiva velkych mnoZstiev latok s prijemhou

chutou, ako je mannitol.

Ked sa ma& zluCenina podla vynadlezu podavat ako &apik,
pouZiva sa pri vyrobe vhodnych farmaceutickych prostriedkov
zvyCajnych zakladov. Tradi&nym zakladom pre &apiky je kakaové
maslo, ktoré je moZno modifikovat pridavkom voskov tak, aby sa
jeho teplota topenia nepatrne zvy3ila. V 3Sirokom rozsahu sa k
tomuto UCelu pouZiva s vodou mieSatelnych zakladov pre &apiky,
ktoré obsahuji najméd ™ polyetylénglykoly o rdznej molekulovej
hmotnosti.

U¢inok zla&enin podla vynalezu je moZno odloZit alebo
predi?it vhodnou formulé&ciou. Tak napriklad Jje moZno vyrobit
pomaly sa rozpuStajuce pelety s obsahom zlu&enin podla
vynalezu, ktoré sa zallenia do tabliet alebo toboliek. Tuto
techniku Jje moZno zlep3it tak, Ze sa vyrobia pelefy s

niekolkymi réznymi rychlostami rozptitania a tobolky sa plnia
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zmesou takych peliet. Tablety alebo tobolky je moZno potahovat
filmom, ktory odolava rozpustaniu po vopred urlenu dobu. Aj
parenterdlne prostriedky Jje moZno modifikovat @ tak, aby
pbsobili dlhsSiu dobu, ked sa zlu&enina rozpusti alebo
suspenduje v olejovitom alebo emulgovanom vehikule, ktoré

umoZnuje iba pomald dispergdciu v sére.

Pod oznaCenim "proliec¢iva" sa rozumeju zluCeniny, ktoré
s in vivo transformované na zluleniny podla vynalezu., K
tejto transformdcii mbZe dbéjst prostrednictvom rbéznych
mechanizmov, ako je hydrolyza v krvi. Podrobné pojednanie o
pouZziti prolie¢iv moZno nédjst v publikécii T. Hibuchi a W.
Stella, "Pro-drugs as Novel Delivery Systems”", zv. 14 A. C. S.
Symposium Series a Bioreversible Carriers in Drug Design, ed.
Edward B. Roche, American Pharmaceutical Association and

Pergamon Press, 1987.

Napriklad pokial zluéeniny podla vynédlezu obsahuju
funkénu  skupinu  karboxylove]j kyseliny, prolie&ivd méZu
obsahovat skupinu esteru vytvorend nahradenim vodikového atdmu
v skupine kyseliny skupinou, ako alkylskupinou s 1 aZ 8
atomami uhlika, alkanoyloxymetylskupinou s 2 aZ 12 atdmami
uhlika, 1-(alkanoyloxy)etylskupinou s 4 aZ 9 atémami uhlika,
l-metyl-1-(alkanoyloxy)etylskupinou s 5 aZ 10 atdédmami uhlika,
alkoxykarbonyloxymetylgkupinou s 3 aZ 6 atédmami uhlika, 1-
(alkoxykarbonyloxy)etylskupinou s 4 aZ 7 atbémami uhlika, 1-
metyl-1l-(alkoxykarbonyloxy)etylskupinou s 5 aZ 8 atdmami
uhlika, N-(alkoxykarbonyl)aminometylskupinou s 3 aZ 9 atdmami
uhlika, 1-(N-(alkoxykarbonyl)amino)etylskupinou s 4 aZ 10
atémami uhlika, 3-ftalidylskupinou, 4-krotonolaktonylskupinou,
gamma-butyrolakton-4-ylskupinou, di-N, N-
alkylaminoalkylskupinou s 1 aZ 2 atémami uhlika v kaZdej z
prvych dvoch alkylovych &asti a 2 a? 3 atémami uhlika v

ostavajucej alkylovej Casti (ako je B-
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dimetylaminoetylskupina), karbamoylalkylskupinou s 1 aZz .2
atémami uhlika v alkylovej Casti, N, N-
dialkylkarbamoylalkylskupinou s 1 aZ 2 atémami uhlika v kazdej
z alkylovych Casti, piperidino-, pyrrolidino- alebo
morfolinoalkylskupinou s 2 aZ 3 atémami uhlika v alkylovej

casti.

Podobne, pokial zldéeniny podla vynalezu obsahuju funk&nu
skupinu alkoholu, Jje moZno proliediva pripravovat tak, Ze sa
atém vodika skupiny alkoholu nahradi skupinou, ako
alkanoyloxymetylskupinou s 1 az 6 atémami uhlika v
alkanoylovej <&asti, 1-(alkanoyloxy)etylskupinou s 1 aZ 6
atédmami uhlika v alkanoylovej casti, l-metyl-1-
(alkanoyloxy)etylskupinou s 1 az 6 atbébmami uhlika v
alkanoylovej <&asti, alkoxykarbonyloxymetylskupinou s 1 aZ 6
atdémami uhlika v alkoxylovej Casti, N-
alkoxykarbonylaminometylskupinou s 1 aZ 6 atémami uhlika v
alkoxylovej c&asti, sukcinoylskupinou, alkanoylskupinou s 1 aZ
6 atémami uhlika, o-aminoalkanoylskupinou s 1 aZ 4 atémami
uhlika, arylacylskupinou a o -aminoacylskupinou alebo o -
aminoacyl- o -aminoacylskupinou, kde kaZdy « -aminoacylovy
zvyS80k Jje nezavisle =zvoleny zo suUboru zahrnujiceho zvy3ky
prirodnych L-aminokyselin, P(O) (OH),, -P(O) (Oalkyl), s 1 aZ 6
atémami uhlika v kaZdej z alkylovych &asti a glykosylskupinu
(tzn. zvySok vznikly odstrénenim hydroxyskupiny z hemiacetalu

sacharidu). -

Pokial zldic¢eniny podla vyndlezu obsahujt funk&nu skupinu
aminu, Jje prolieivad moZno pripravovat tak, Ze sa atém vodika
skupiny aminu nahradi skupinou, ako skupinou R*-karbonyl, R*O-
karbonyl, NR*R*-karbonyl, kde R* a R* predstavuje kaZdy
nezavisle alkylskupinu s 1 az 10 atémanmi uhlika,
cykloalkylskupinu s 3 aZ 7 atémami uhlika, benzylskupinu,

alebo Rx—karbonyl predstavuje prirodni o -aminoacylskupinu
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alebo prirodnd o -aminoacyl-prirodni o -aminoacylskupinu, -
C(OH)C(0)0Y*, kde Y* predstavuje vodik, alkylskupinu s 1 aZ 6
atémami uhlika alebo benzylskupinu; -C(OY*°)Y*®, kde Y*
predstavuje alkylskupinu s 1 aZ 4 atémami uhlika a Y*!
predstavuje alkylskupinu s 1 azZ 6 atémami uhlika,
karboxyalkylskupinu s 1 aZ 6 atdémami uhlika v alkylovej casti,
aminoalkylskupinu s 1 aZ 4 atémami uhlika alebo mono-N- alebo
di-N,N-alkylaminoalkylskupinu s 1 aZ 6 atémami uhlika v kaZdej
z alkylovych &asti, -C(Y*?)Y*®®, kde Y*® predstavuje vodik alebo
metylskupinu a Y*® predstavuje mono-N- alebo di-N,N-
alkylaminoskupinu s 1 aZ 6 atdémami uhlika v kaZdej =z
alkylovych Casti, morfolinoskupinu, piperidin-l-ylskupinu

alebo pyrrolidin-l-ylskupinu.

Pod pojmom "G¢inné mnoZstvo" sa rozumie mnoZstvo
zliceniny, ktoré Jje schopné lie&it konkrétne choroby a
patologické stavy. Konkrétna davka zluleniny podavand podla
vynédlezu sa samozrejme stanovi na zé&klade okolnosti daného
pripadu, ako je napriklad podavané zlucenina, spbsob
podédvania, stav subjektu a zavaZnost lieleného patologického

stavu.

Predmetom vynédlezu su také vyhodné kity urcené pre
pouZiti wuZivateXom za uUCelom lieCenia choroby. Takyto kit
obsahuje a) farmaceutickd kompoziciu, ktora obsahuje
agonistu/antagonistu -estrogénu a farmaceuticky vhodny nosig,
vehikulum alebo riedidlo; a popripade b) inStrukcie, ktoré
popisuju spdsob pouZitia farmaceutickej kompozicie pri lieceni
konkrétnej choroby. InStrukcie tieZ mdéZu obsahovat informaciu,
Ze kit je urcCeny pre lieCenie choroby za podstatne zniZeného
sprievodného rizika neZiadicich u&inkov spojenych s podavanim

estrogénu.
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Kit, ktorého sa pouZiva pre GCely tohoto vynalezu,
zahrnuje obalovy prostriedok pre oddelené davkovacie formy,
ako rozdeleni flra3tiCku alebo rozdelené fbé6liové balenie.
Obalovy prostriedok (kontejner) méZe mat akykolvek zvyCajny
tvar alebo formu a vyrdba sa =z farmaceuticky vhodnych
materiadlov, a mbéZe nim byt napriklad papierovd alebo karténova
Skatulka, sklenen&d alebo plastovd fla3ti&ka alebo né&dobka,
vrecko s uzdverom (napriklad pre udrZovanie "z&soby" tabliet,
ktoré sa umiestifiuju do iného kontejnera) alebo blistrové
balenie jednotlivych davok, ktoré sa z blistra vytlacaji podla
terapeutickej schémy. Volba kontejneru zavisi od formy danej
davkovacej formy (napriklad kvapalné suspenzie sa zvycajne
nebalia do konvené&nych kartbébnovych Skatuliek). Je
pravdepodobné, Ze davkovacie formy na trhu budd balené vo
viacej ako jednom kontejneri. Napriklad tablety mdZu byt

balené vo fla3tiCke, ktora je uloZenad v 3katulke.

Ako priklad takéhoto kitu je moZno uviest tzv. blistrové
(pretlalacie) balenia. V obalovom priemysle st blistre dobre
zndme a vo velkej miere s ich pouZiva pre Dbaleni
farmaceutickych Jjednotkovych davkovacich foriem (tabliet,
toboliek apod.). Blistre sa zvy®ajne =zostavaji =z listu
relativne tuhého materidlu potiahnutého féliou 2z prednostne
transparentného plastického materi&lu. Podas baliaceho procesu
sa v plastické f6lii- vytvaruji dvorce. Dvorce majud velkost a
tvar balenych tabliet alebo toboliek. Potom sa do dvorcov
umiestnia tablety alebo tobolky a na opadnu stranu (vzhladom
na smer v ktorom boli vytvorené dvorce) plastickej fdélie sa
pripevni list relativne tuhého materidlu. Vysledkom e, Ze
tablety alebo tobolky su wuzatvorené v dvorcoch .medzi
plastickou féliou a listom. Pevnost listu je prednostne taka,
Ze tablety alebo tobolky je moZno z blistra vynimat tak, 'Ze sa

rukou zatlac¢i na dvorec, pridom otvor v listu vznikne v mieste
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dvorca. Tablety alebo tobolky Jje moZno vynimat vy3Sie

popisanym postupon.

Do blizkosti tabliet alebo toboliek je vhodné umiestnit
pomdcku ulahduijticu kontrolu odoberania davkovych foriem =z
balenia. Té&to pomdcka mbdZe mat podobu Cisel, ktoré odpovedaju
diiom reZimu, v ktorom maji byt tablety uZivané. Ako dalsi
priklad je moZno uviest kalenddr, ako "Prvy tyZdenl, pondelok,
utorok ... atd., Druhy tyZdefi, pondelok, utorok ..." atd.
Dalsie varianty takych pomdcok su celkom zrejmé. "Dennu davku"
je moZno podavat vo forme Jjedinej tablety alebo tobolky alebo
vo forme niekolkych pilul alebo toboliek, ktoré sa uZivajld v

dany den.

Podla iného konkrétneho uskutodnenia sa pouZiva davkovacla
liekov (dispenzéru) uspdsobeného pre davkovanie dennych davok
v ur&itud dobu v zamy3lanom poradi. Davkovag je prednostne
vybaveny poméckou ulah&ujucou odoberanie davkovych foriem,
pokial to napomdha zvy$ovaniu kompliancie s reZimom. Ako
priklad pomdécky ulahdujtcej kontrolu odoberania davkovych
foriem je moZné uviest mechanické po&itadlo oddelenych dennych
davok. Inym prikladom takejto pomdcky Jje mikroCipova pamdt
napajanad z batérie spojend s displejom s tekutymi kry3tédlmi
alebo zvukovym signédlom pre upomienku, ktory napriklad ukazuje
datum, kedy bola odobrat4d poslednd davka a/alebo pripomina

kedy sa mé& uZit dalSia davka.

Vo svetle tohoto popisu a pripojenych patentovych néarokov
budi odbornikom v tomto odbore zrejmé urcité modifikécie. Také

modifikacie patria do rozsahu tohoto vynélezu.

VSetky citované publikdcie a patenty su uvedené nahradou

za prenos ich obsahu do tohoto textu.
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Vynadlez Jje bliZSie objasneny v nasledujicich prikladoch
uskutocnenia. Tieto priklady maji vyhradne ilustrativny

charakter a rozsah vynadlezu v Ziadnom ohlade neobmedzuiju.

Priklady uskuto&nenia Vynélezu

PouZivané skratky maju nasledujtice vyznamy:

HOAC kyselina octova

Ph fenyl

BuLi n-butyllitium

Et,0 dietyléter

NBS N-brémsukcinamid
DMF dimetylformamid
AIBN azodiizobutyronitril
Me metyl

EtOH etanol

THN tetrahydronaftalén
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Priklad 1

Vazba k receptoru estrogénu

Vazobnd afinita estrogénu a metabolitu PPTN sa meria za

pouZitia nasledujliceho protockolu:
cDNA klonovanie Iudského ERx

Kédujidci regién ITudského ERax sa klonuje RT-PCR 2z mnRNA
Iudskych Dbuniek nddoru prsnika za pouZitia PCR systému
Expand® High Fidelity PCR System podla pokynov vyrobca
(Boehringer-Mannhaim, Indianapolis, IN, USA). PCR produkty sa
klonujld do pCR2.1 TA Cloning Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) a sekvenujui. KaZdy regidén kdéddujlci receptor sa subklonuje
do cicav€ieho expresného vektora pcDNA3 (Invitrogen, Carlsbad,

CA, USA).

Expresia cicavéich buniek

Receptorové proteiny s nadexprimované v bunkéch 293T.
Tieto bunky odvodené od buniek HEK283 (ATCC, Manassas, VA,
USA) sa modifikuji, &by stabilne exprimovali velky T antigén,
a teda mohli replikovat plazmidy, ktoré obsahuju SV40 pociatok
replikécie, na vysoky polet képii. Bunky 293T sa transfekujd
bud hERa-pcDNA3 alebo hERB-pcDNA3 za pouZitia lipofektaminu
podla pokynov vyrobca (Gibco/BRL, Bethesda, MD, USA). Bunky sa
pozbieraji vo fosfdtom pufrovanom solnom roztoku {PBS)
obsahujldcom 0,5mM EDTA 48 hodin po transfekcii. Bunkové pelety
sa premyjd Jjeden raz PBS/EDTA. Lyzaty celych buniek sa
pripravia homogenizaciou v TEG pufri (50mM Tris, pH 7,4, 1,5mM
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EDTA, 50mM chlorid sodny, 10% glycerol, 5mM DTT, 5 ug/ml
aprotinin, 10 pg/ml leupeptin, 0,1 mg/ml Pefabloc (Pentapharm,
AG, Basilej, S8vaj&iarsko) za pouZitia homogenizatora Dounce.
Extrakty sa 2 hodiny pri 4°C centrifugujd pri 100 000 x g a
supernatanty sa zhromaZdia. Celkovad koncentricia proteinu sa
stanovi za pouZitia reak&ného &inidla BioRad (BioRad,
Hercules, CA, USA).

SkuSka kompeticie o vizobné miesta

Schopnost PPTN metabolitov inhibovat vazbu [3H]-
estradiolu sa meria skU3kou kompeticie o vizobné miesta za
pouZitia aktivneho uhlia potiahnutého dextranom (vid Leake,

R. E., Habib, F., 1987, Steroid hormone receptors: assay and
characterization, editori B. Green a R. E. Leake, Steroid
Hormones a Practical Approach, IRL Press Ltd., Oxford, 67 a3
92) . Extrakty buniek 293T exprimujdcich bud hERx alebo hERB sa
inkubujd za pritomnosti rasticich koncentracii metabolitu PPTN
a stalej koncentracie [3H]-estradiolu (141 uCi/mmol, New
England Nuclear, Boston, MA, USA) v 50mM TrisHCl, pH 7,4,
1,5mM EDTA, 50mM NaCl, 10% glycerolu, 5mM DTT, 0,5 mg/ml B-
laktoglobulinu v koneénom objeme 0,2 ml. VSetky metabolity
PPTN sa rozpustia v dimetylsulfoxide alebo vodnom rozpustadle.
Konec¢nd koncentrdcia receptora dje 50pM s 0,5nM  [3H]-
estradiolom. Po 16 hodinadch pri 4°C sa prida aktivne uhlie
potiahnuté dextrédnom (20 pl). Po 15 minttach pri izbovej
teplote sa aktivne uhlie odstrani centrifugdciou. RAadioaktivny
ligand v supernatante sa meria vo scintiladnom &itadi. Pokial
nie je wuvedené inak, pochadzaju vSetky reak&né ¢&inidlad od

firmy Sigma (St. Louis, MO, USA).
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Priklad 2
Inhibicia rastu Iudskych buniek nddoru prsnika in vitro

Antiprolifera&né uc¢inky metabolitu PPTN in vitro sa
skiSaju za pouZitia dvoch 1inii ITudskych buniek nadoru
prsnika: prvou liniou sU bunky MCF-7, ktoré obsahuji ER aj
receptory progesterdnu (PgR) a druhou liniou su bunky MDA-MB-
231, ktorym chyba ER a PgR a umoZiiujui stanovenie u&inku, ktory
je nezdvisly od ER mechanizmu. UZinok metabolitov PPTN na rast
tychto réznych bunkovych 1linii sa stanovi tak, Ze sa bunky 6
dni inkubujd s réznymi koncentrédciami agonistu/antagonistu
estrogénu. Antiprolifera¢né uCinky sa potom zistia priamym

spo&itanim buniek.

Priklad 3
Biosyntéza metabolitov PPTN u mySi

Pripravi sa davka 14C-PPTN ako suspenzia v 0,5% (hmotn.)
metylceluldéze o koncentrdcii asi 0,898 mg/g. Aplikalny roztok
sa skuSa dvojmo pred a po aplikédcii. Metabolity PPIN sa
stanovia vysokouinnou kvapalinovou chromatografiou (HPLC) s
detekciou réddioaktivity a identifikuju kvapalinovou
chromatografiou s hmotnostnou spektrometriou/hmotnostnou
spektrometriou (LC/MS/MS).

Pri tejto ski3ke na skupine my3i CD-1 (N = 9/pohlavie, 25
aZ 30 g) sa pod&vanie uskutodiiuje perorédlnou sondou. Zvieratéd
sa chovajt v skupindch po troch (3/pohlavie) v klietkach pre

metabolické skusky Nalgene'®™ (Nalge Nunc International,

ot i 0
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Rochester, NY, USA) umoZiiujuicich oddelené zhromaZdovanie mod&u
a vykalov. Trubice sondy sa pred podanim a po podani zvéaZia,
aby sa stanovila skutolnad davka podand kaZdému zvieratu. Mog&,
vykaly a oplachy z klietok sa 7 dni kvantitativne zhromaZzduja
do vzorkovych kontejnerov urdenych pre jednotlivé klietky O0-
24, 24-48, 48-72, 72-96, 96-120, 120-144 a 144-168 hodin po
podani. V rdéznych okamihoch sa zaznamendva hmotnost moé&u,
vykalov a oplachov. Vzorky mod&u a vykalov sa rozdelia a aZ do
analyzy skladuji v tme pri -20°C. Druhej skupine zvierat (N =
6/pohlavie, 25 aZ 30 g) sa peroralnou sondou podad =zlucenina,
aby bolo moZno identifikovat cirkulujice metabolity. Z tejto
skupiny sa vidy 1 a 4 hodiny po podani 3 zvierata kaZdého
pohlavia wusmrtia a krv sa zhromaZdi do heparinizovanych

skimaviek.

MoC (asi 3 ml z poolu 0-48 hodin) od kaZdej skupiny sa
centrifuguje a supernatant sa premiestni do &istej skUmavky a
pod atmosférou dusika za pouZitia odparovaka skoncentruje.
Zvysok sa rozpusti v asi 1 ml mobilnej fazy pre HPLC. Podiel
(80 az 100 nl) sa bez dal3ieho &istenia nastriekne na stipec
pre HPLC. Fekdlne homogenaty (asi 2 g) z obdobia 0 aZ 72 hodin
po podani sa zhromaZdia na b&ze hmotnosti zhromaZdovanych v
kaZdom Casovom intervale a vzorky sa zriedia acetonitrilom (6
ml). Vyslednd suspenzia sa cez noc mie3a magnetickym mie3adlom
a centrifuguje. Supernatant sa oddeli a extrakcia sa opakuje
za pouZitia metanolu <6 ml) a zmesi metanolu a vody (50 : 50,
6 ml). VSetky supernatanty sa spoja a malé podiely sa zrataju.
Organické rozpusStadlo sa odpari za pouZitia zariadenia Turbo
Vap. Z2ZvySok sa rozpusti v asi 1 ml zmesi metanolu a octanu
aménneho (1 : 1). Podiel (20 aZ 50 ul) sa nastriekne na HPLC.
ZhromaZdend plazma (2 ml, 1 a 4 hodiny) sa 2zriedi 4 ml
acetonitrilu a vyzréZany protein sa oddeli centrifugaciou.
Peleta sa premyje dal3imi 2 ml acetonitrilu a oba supernatanty

sa spoja a skoncentruji v odparovaku. ZvySok sa rekondtituuje
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v 500 pl zmesi metanolu a octanu aménneho (1 : 1}. Alikvot

(100 pl) sa nastriekne na HPLC.

HPLC sa uskutoliiuje za pouZitia kvartérneho <erpadla
Hewlett Packard HP1100 a autosamplera (Hewlett Packard, Palo
alto, Kalifornia, USA) vybaveného detektorom réadioaktivity (B-
RAM, In/US Systems, Inc., Tampa, FL, USA) na stipci Beckman
Ultrasphere™ C-18 (4,6 mm x 250 mm, 5 um) (Beckman Coulter,
Inc., Fullerton, CA, USA) za pouZitia bindrnej 2zmesi 10mM
octanu aménneho (rozpustadlo A) a metanolu (rozpusStadlo B).
Mobilnu f&zu najskdér tvori zmes rozpusStadla A a rozpudtadla B
v pomere 80 : 20, ktord sa naprogramuje tak, aby sa pomer A :
B linedrne pocCas 30 minut 2zmenil na pomer 20 : 80, ktory sa
potom pocas 5 mindt zmeni na pomer 5 : 95, ktory sa dalSich
pat minut udrZuje. ZloZenie mobilnej fdzy sa pocas 5 minut
vrati na vychodzie. Systém sa pred dald$im nastrieknutim neché
asi 15 minut ekvilibrovat. VSetky analyzy sa uskutociiuju pri

prietoku 1,0 ml/min.

Metabolity sa kvantifikuja tak, Ze sa odmeria
réddioaktivita v jednotlivych pikoch, ktoré sa oddelia pomocou
HPLC za pouZitia detektora radioaktivity. Detektor
rddiocaktivity poskytne sthrnny vypis v pocltoch impulzov =za
mindtu (CPM) a percentadch réadioaktivne oznalenej latky a tiei
prehlad pikov. Detektor réadioaktivity pracuje v Citacom reZime
homogénnej kvapalinovej scintildcie a k vytokovému pridu sa po
UV detekcii rychlostou 3 ml/min pridadva scintilacny koktail

kompatibilny s mobilnou féazou.

Metabolity sa identifikujd na zariadeni Finnigan TSQ 7000
LC/MS/MS (Thermo Quest, San Jose, CA, USA). Vytokovy prud =z
HPLC koldény sa rozdeli a asi 50 upl/min sa cez pneumaticky
asistované elektrosprejové rozhranie =zavadza do iénového

zdroja hmotnostného spektrometra pre ionizéciu za
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atmosferického tlaku. Ostavajtici vytokovy prud sa zavadza do
prietokovej cely detektora radioaktivity. Odozva detektora e
priebeZne zaznamenana vV  realnom Case datovym systémom
hmotnostného spektrometra, ktory sulasne poskytuje data o
detekcii radioaktivity a hmotnostné spektrometrické data.
MeSkanie pri odozve medzi dvomi detektormi je asi 0,2 min,
priom hmotnostn& spektrometrickad odozva je  zaznamenana
skorSie. Elektrosprejové rozhranie funguje pri asi 4000 V a
hmotnostny spektrometer pracuje v pozitivnom méde. Uskutolnia
sa skdSky kolizne indukovanej disociacie (CID) za pouZitia
plynného argénu pri zraZkovej energii asi 30 aZ asi 40 eV a

tlaku kolizneho plynu asi 306,6 mtorr.

Priklad 4

Biosyntéza metabolitov PPTN u Iudi

Pripravi sa 'YC-PPTN (tartratovéd sol) so &pecifickou

aktivitou asi 1,93 mCi/mmol.

Pre Stddiu sa vybert normalni zdravi muZi vo veku 18 a2
45 let. Subjekty sa do zariadenia dostavia asi 12 hodin pred
aplikidciou a za nepretrZitého lekdrskeho dozoru v ihom zotrvaju
aspofi 576 hodin po apliké&cii. Subjekty zostand nala&no asporn
12 hodin a podd sa im jedina davka *C-PPTN ekvivalentna asi 20
mg volnej bazy (asi 80 uCi/subjekt). Davka sa podad otvorene v
rannych hodinédch. O 4 hodiny neskordie sa subjektom poskytne
Standardné jedlo. Aplikadénd formulacia sa pripravi tak, Ze sa
réddioaktivne ozna&eny PPTN suspenduje vo vode. Po&as prvych
Styroch hodin po podani lie&iva sa pacienti zdrZia leZania,
jedla alebo pitia nédpojov obsahujicich kofein alebo sytenych

[y

oxidom uhliditym.
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Pre UcCely identifikécie metabolitu sa 24 a 48 hodin po
aplikédcii odoberu vzorky krvi v mnoZstve, ktoré je dostato&né
pre ziskanie 20 ml plazmy. V3etky vzorky sa ozna¢ia a ihned

zmrazia.

Vzorky plazmy (20 ml) od kaZdého subjektu odobraté 24 a
48 hodin po podani sa zmie$aju s 40 ml acetonitrilu, vortexuju
a sonikuji. Vyslednd zmes sa centrifuguje a supernatanty sa
odstrani. Pelety sa zmieS3ajl s 5 ml acetonitrilu a wvznikla
zmes sa centrifuguje. Oba supernatanty sa spoja a pod
atmosférou dusika skoncentruji do sucha. Zvysky sa
rekonstituuji v 300 pl zmesi metanoclu a vody v pomere 1 : 1 a
centrifugujli, aby sa odstrdnili nerozpustné 1latky. 100ul
podiely sa nastrieknu do kolény pre HPLC. Metabolity PPTN
extrahované zo vzoriek plazmy sa identifikujd HPLC s detekciou
radiocaktivity a LS/MS/MS postupom popisanym vy3Sie v prikléde
3.

Priklad 5
Izoladcia a identifikécia my3acich metabolitov PPTN

Biosyntéza metabolitov PPTN sa uskutoliiuje spdsobom
popisanym v prikladé 3. MySiam sa podd davka 20 mg/kg.
ZzhromaZduje sa mo& a vykaly od Jjednej skupiny my3i. U druhej
skupiny sa uskuto&ni aplikacia, zhromaZdia sa krvné vzorky a
izolujld sa a identifikujui cirkulujiuce metabolity. Vysledky
tejto skudky su zndzornené na obr. 1 aZ 18. Na obr. 1 aZ 3 su
znazornené reprezentativne radiochromatogramy metabolitov v
mo&i, wvykaloch a cirkulujlcich metabolitov. Reprezentativne

hmotnostné spektrédlne déata su spolu so Struktdrou, ktoré boli
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metabolitom izolovanym pomocou HPLC priradené, su uvedené na
obr. 4 aZ 18.

Schéma 1
i _> \_\ OND ON'D
o N
MeO, Buli/Et,0 O NBS /DMF
- —_—
MeO MeO. AIBN oo a
MeO MeO
FhB(OH), / PA(PhyP), Hy/ PA(OH), / E1OH N HBr/HOAc
EtOH

HO
HO'
3-0ME, 7Ph. m-z ‘0’. ’ 3‘0’\{(; ﬁPh! m'z'ol
Priklad 1
1-{2-[4-(6,7-Dimetoxy-3, 4-dihydronaftalen-1-
yl) fenoxyletyl}pyrrolidin
Roztok 6,75 g (0,025 mol) 1-(2-(4-

brémfenoxy)etyl)pyrrolidinu v 250 ml dietyléteru sa pod
atmosférou dusika ochladi na -78°C a pridd sa k nemu niekolko
mililitrov tetrahydrofuranu, aby sa udrZal ¢iry roztok. K

tomuto roztoku sa prekvapkd 16,7 ml 1,6M n-butyllitia, pricom
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sa teplota udrZuje pod -70°C. Vznikld zmes sa 1 hodinu mie3a
pri -78°C, nao sa k nej po&as 1 hodiny, kedy sa teplota
udrZuje pod -70°C, prekvapkd roztok 5 g (0,024 mol) 6,7~
dimetoxy-l-tetralénu v 25 ml tetrahydrofurdnu. Vyslednd zmes
sa 2,5 hodiny mieSa pri -78°C a potom rozloZi pridavkom 100 ml
2M kyseliny chlorovodikovej. Zmes sa nechd zohriat na izbovu
teplotu a jej pH sa pridavkom 5M hydroxidu sodného upravi na
7. Dietyléterovd vrstva sa oddeli a vodnad vrstva sa extrahuje
4 x etylacetédtom. Dietyléterovd vrstva a etylacetatové vrstvy
sa spoja, vysuSia siranom sodnym a odparia na 9 g surového
produktu, ktory sa predisti na 400 g silikagélu za pouZitia
zmesi dichlérmetédnu a metanolu v pomere 95 : 5 ako elucéného
&inidla, aby sa odstrénil tetralén a potom zmesi dichlérmeténu
a metanolu v pomere 85 : 15, ako elu&ného <¢inidla. Ziska sa

3,3 g produktu.

NMR (CDCli3) ppm: (1,97, bs, 4H), (2,55, m, 2H), (2,84, t, 2H),
(2,98, bs, 4H), (3,19, s, 2H), (3,68 s, 3H), (3,84, s, 3H),
(4,31, s, 2H), (5,93, t, 1H), (6,59, s, 1H), (6,73, s, 1lH),
(6,90 d, 2H), (7,25 d, 2H)

Hmotnostné spektrum: (rodiCovsky+1): 379,8

Vychodzie latky:
6, 7-dimetoxy-l-tetralén (Aldrich, Milwaukee, WI, USA) 1-[2-(4-
brémfenoxy)etyllpyrrolidin (Aldrich, Milwaukee, WI, USA)

Priklad 2

1-(2-[4~(2-Brém-6, 7-dimetoxy~3, 4-dihydronaftalen-1-
yl) fenoxyletyl}pyrrolidin

K roztoku 6 g (0,016 mol) (2—[4—(6,7—dimetoxy-3,4~
dihydronaftalen-1-yl) fenoxyletyl}pyrrolidinu v 200 ml
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dimetylformamidu sa pod atmosférou dusika pri izbovej teplote
prekvapkd roztok 2,8 g (0,016 mol) N-brémsukcinimidu v 20 ml
dimetylformamidu. K vzniklej zmesi sa prida
azodiizobutyronitril (100 mg). Reak&né zmes sa 1 hodinu mie3a,
potom zriedi vodou a extrahuje etylacetdtom. Etylacetatova
vrstva sa vysu8i siranom sodnym a odpari. Ziska sa 7 g
produktu, ktorého sa pouZije v nasledujticom stupni bez

dalSieho prelistenia.

NMR (acetdén-ds) ppm: (1,73, m, 4H), (2,55, m, 4H), (2,80, m,
4H), (3,48, s, 3H), (3,80, s, 3H), (4,15, s, 3H), (6,24, s,
1H), (6,84, s, 1H), (7,00, d, 2H), (7,13, d, 2H)

Hmotnostné spektrum (rodilovsky+1l): 458

Priklad 3

1-{2-[4- (6, 7-Dimetoxy-2-fenyl-3, 4-dihydronaftalen-1-
y1l) fenoxyletyl}pyrrolidin

Zmes 7 g (0,015 mol) 1-{2-[4-(2-brém-6,7-dimetoxy-3, 4-
dihydronaftalen-1-yl) fenoxyletyl}pyrrolidinu, 5,6 g (0,047
mol) fenylbordénovej kyseliny, 620 mg (0,00054 mol)
tetrakis (trifenylfosfin)paladia a 7,6 g (0,072 mol) uhliditanu
sodného v 500 ml etanolu sa 10 hodin pod atmosférou dusika
ohrieva k spdtnému toku. Etanol sa odpari a ku zvy3ku sa prida
voda a etylacetat. Etylacetdtovd vrstva sa oddeli, vysusi
siranom sodnym a odpari na 9 g surového produktu vo forme
oleja. Tento olej sa prelisti na 600 g silikagélu za pouZitia
zmesi dichlérmetdnu a metanolu v pomere 9 : 1 ako eludného

¢inidla. Ziska sa 3,6 g produktu.
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NMR (acetbn-dg) ppm: (1,74, m, 4H), (2,60, bs, 2H), (2,71, t,
2H), (2,85, m, 6H), (3,48, s, 3H), (3,82, s, 3H), (4,10, t,
2H), (6,35 s, 1H), (6,80 - 7,16, m, 10H)

Hmotnostné spektrum: (rodicovsky+l): 456

Priklad 4

1-{2-[4-(6,7-Dimetoxy-2-fenyl-1,2,3,4-tetrahydronaftalen-1-
yl) fenoxyletyllpyrrolidin

Roztok 3,6 g (0,0079 mol) 1-{2-[4-(6,7-dimetoxy-2-fenyl-
3,4-dihydronaftalen-1-yl) fenoxyletyl}pyrrolidinu, 10 ml 2M
kyseliny chlorovodikovej, 30 ml wvody a 100 ml etanolu
obsahujici 1,9 g hydroxidu palddnatého na uhliku sa 15 hodin
trepe v Parrovom zariadeni za tlaku vodika 206 843 Pa. Reaklna
zmes sa prefiltruje, aby sa odstranil katalyzétor a z filtréatu
sa odpari etanol. K zvy3ku sa pridd 5M hydroxid sodny, ktorym
sa pH vodnej vrstvy upravi na 8. Vodnad vrstva sa extrahuje
etylacetdtom. Etylacetatovd vrstva sa vysuS8i a odpari. Ziska

sa 3,0 g produktu vo forme Zltého oleja.

NMR (acetdé4n-de¢) ppm: (1,65, m, 4H), (1,74, m, 1H), (1,90, d,
1H), (2,20, m, 1H), (2,53, bs, 4H), (2,63, t, 2H), (3,00, m,
2H), (2,53, d4, 1H), (3,60, s, 3H), (3,80, s, 3H), (3,923, t,
2H), (4,20, d, 1H), (6,35, d, 2H), (6,45, s, 1H), (6,53, d,
2H), (6,68, S, 1H), (7,10, m, 3H).

34

Hmotnostné spektrum: (rodicovsky+l): 458
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Priklad 5

6-Fenyl-5-[4- (2-pyrrolidin-1l-yletoxy) fenyl]-5,6,7, 8-
tetrahydronaftalen-2,3-diol a zmes 3-metoxy-7-fenyl-8-[4-(2-
pyrrolidin-1l-yletoxy) fenyl]l-5,6,7,8-tetrahydronaftalen-2-olu a
3-metoxy-6-fenyl-5-[4-(2-pyrrolidin-1-yletoxy)
fenyl]}-5,6,7,8-tetrahydronaftalen-2-olu

Roztok 2 g (0,0044 mol) 1-{2-[4-(6,7-dimetoxy-2-fenyl-
1,2,3,4-tetrahydronaftalen-1-yl) fenoxyletyl}pyrrolidinu, 80 ml
kyseliny octovej a 80 ml 48% vodnej kyseliny bromovodikovej sa
pod atmosférou dusika 2 hodiny zohrieva na 90°C. Reak&nd zmes
sa v ladovom kupeli ochladi na 0°C, na&o sa jej pH pridavkom
30% vodného hydroxidu aménneho upravi na 10. Vodn& vrstva sa
extrahuje etylacetitom. Spojené etylacetdtové vrstvy sa
vysuSia a odparia na 1,6 g surového produktu. Tento produktvsa
pre€isti na 120 g silikagélu za pouZitia zmesi dichlérmetédnu a
metanolu v pomere 99 : 1, potom 99 : 5, potom 90 : 10 a potom
85 : 15. Ziska sa 520 mg zmesi 3-metoxy-7-fenyl-8-[4-(2-
pyrrolidin-l-yletoxy) fenyl]-5,6,7,8-tetrahydronaftalen-2-olu a
3-metoxy-6-fenyl-5-[4- (2-pyrrolidin-1-yletoxy) fenyl]-5,6,7, 8-
tetrahydronaftalen-2-olu.

NMR (acetdén-de¢) ppm: (1,05, m, 1H), (1,24, d, 1H), (1,76, bs,
5H), (2,20, m, 1H), (3,00, m, 4H), (3,31, d, 1H), (3,82, s,
3H), (4,05, t, 2H), (4,18, d, 1H), (6,34, m, 3H), (6,53, d,
2H), (6,78, s, 1H), (7,85, d, 2H), (7,15, m, 3H), (8,20, bs,
1H)

Hmotnostné spektrum: (rodidovsky+1l): 444

a potom 180 mg 6-fenyl-5-[4-(2-pyrrolidin-l-yletoxy)fenyl]-
5,6,7,8-tetrahydronaftalen-2, 3-diolu. ‘
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NMR (acetén-dg) ppm: (1,65, m, 4H), (2,20, m, 1H), (2,50, m,
4H€), (2,80, m, 4H), (2,95, m, 1H), (3,50, d, 1H), (3,95, ¢t,
2H), (4,05, d4, 1H), (6,33, m, 2H), (6,60, d, 2H), (6,66, s,
1H), (6,84, d4, 2H), (7,10, m, 3H), (7,55, s, 2H)

Hmotnostné spektrum: (rodicovsky+1l): 430

Teplota topenia 132 aZ 134°C
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Priklad 6
7-Hydroxy-6-metoxy-1l-tetraldn

Roztok 10 g (0,048 mol) 6,7-dimetoxy-l-tetralénu v 100 ml
kyseliny octovej a 100 ml 48% vodnej kyseliny bromovodikove]
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sa 7 hodin zohrieva na 95°C. Reak&nd zmes sa ochladi na izbovu
teplotu a naleje do vody. Vodna Zmes sa extrahuje
etylacetdtom. Etylacetdtovd vrstva sa vysu3i a odpari na 12 g
surového produktu, ktory sa prelisti na 1200 g silikagélu za
pouZitia 10% dietyléteru v dichlérmetdne ako eludného &inidla.
Ziska sa 7,5 g produktu o teplote topenia 147 aZ 148°C (v
literatire uvadzand teplota topenia 148 aZ 152°C, Journal of

Organic Chemistry, 33, 1968, str. 508).

NMR (CDCls) ppm: (2’09, m, 2H)/ (2,58, m, 2H), (2,85, m] 2H),
(3,90, s, 3H), (5,50, bs, 1H), (6,64, s, 1H), (7,55, s, 1H)

Hmotnostné spektrum: (rodidovsky+1l): 193

Vychodzia 1léatka: 6,7-dimetoxy-l1-tetralén (Aldrich, Milwaukee,
WI, USA)

Priklad 7

7-Benzyloxy-6-metoxy-3,4-dihydro-2H-naftalen-1-6n

Zmes 4,5 g (0,0233 mol) 7-hydroxy-6-metoxy-l-tetralénu,
5,4 g (0,032 mol) benzylbromidu a 10 g (0,072 mol) uhliditanu
draselného v 150 ml aceténu sa cez noc zohrieva k spatnému
toku, potom ochladi a naleje do vody. Vodnad zmes sa extrahuje
etylacetdtom. Etylacetdtova vrstva sa vysu3i siranom sodnym a
odpari. Ziska sa 7 g surového produktu. Po krystalizacii =z
dietyléteru sa ziska 4,13 g produktu vo forme bielej pevnej
latky o teplote topenia 110 aZ 111°C.

NMR (CDCls3) ppm: (2,09, m, 2H), (2,55, t, 2H), (2,87, t, 2H),
(3,90, s, 3H), (5,14, s, 2H), (6,65, s, 1H), (7,25 7,45, m,
5H), (7,58, s, 1H)



01-2657-02-Ma 46

Hmotnostné spektrum: (rodidovsky+1l): 283

Priklad 8

1-{2-[4-(7-Benzyloxy-6-metoxy-3, 4-dihydronaftalen-1-
yl) fenoxyletyl}pyrrolidin

Spbésobom popisanym v priklade 1 sa z 5,13 g (0,0182 mol)

7-benzyloxy-6-metoxy-3, 4~-dihydro-2H-naftalen-1-6nu, 13,63 ml
1,6M n-butyllitia v hexdne a 5,16 g (0,019 mol) 1-(2-(4~
brémfenoxy)etyl)pyrrolidinu ziska 3,5 g titulného produktu.

NMR (CDCli3) ppm: (2,05, bs, 4H), (2,30, m, 2H), (2,74, t, 2H),
(3,10 - 3,40, m, 6H), (3,90, s, 3H), (4,45, bs, 2H), (4,85, s,
2H), (5,90, t, 1H), (6,58, s, 1H), (6,74, s, 1lH), (6,80, d,

2H), (7,10, d, 2H), (7,25, m, 5H)

Hmotnostné spektrum: (rodicovsky+l): 456

Priklad 9

1-{2-[4~- (7-Benzyloxy-2-brém-6-metoxy-3,4-dihydronaftalen-1-
yl) fenoxyletyllpyrrolidin

Spbésobom popisanym v priklade 2 sa z 2,47 g (0,0054 mol) 1-
{2-[4~ (7-benzyloxy-6-metoxy-3,4—dihydronaftalen-1-
yl) fenoxyletyllpyrrolidinu, 965 mg (0,0054 mol) N-

brémsukcinamidu a 90 mg azodiizobutyronitrilu v 50 ml

dimetylformamidu ziska 2,37 g titulného produktu.
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NMR (CDCl;) ppm: (1,90, bs, 4H), (2,69, s, 4H), (2,88, bs, 4H),
(3,10, t, 2H), (3,83, t, 2H), (4,83, s, 2H), (6,20, s, 1H),
(6,65, s, 1H), (6,90, 4, 2H), (7,00, d, 2H), (7,21, m, SH)

Hmotnostné spektrum: (rodidovsky+l): 536

Priklad 10

1-{2-[4-(7-Benzyloxy-6-metoxy-2-fenyl-3, 4-dihydronaftalen-1-
yl) fenoxyletyllpyrrolidin

Spbdsobom popisanym v priklade 3 sa z 2,37 g (0,0044 mol)
1-{2-[4~-(7-benzyloxy-2-brém-6-metoxy-3, 4-dihydronaftalen-1-
yl) fenoxyletyl}pyrrolidinu, 1,35 g (0,011 mol) fenylborénovei
kyseliny, 153 mg (0,13 mol) tetrakis(trifenylfosfin)paladia a
1,88 g (0,017 mol) uhliditanu sodného v 50 ml etanolu ziska
1,38 gbtitulného produktu

NMR (CDCls3) ppm: (1,83, bs, 4H), (2,70, m, 6H), (2,86, m, 2H),
(2,96, m, 2H), (3,90, s, 3H), (4,14, t, 2H), (6,37, s, 1H),
(6,65 - 7,30, m, 15H)

Hmotnostné spektrum: (rodidovsky+1l): 532

Priklad 11

3—Metoxy—7—fenyl—5—[4—(2—pyrrolidin—1—yletoxy)fenyl]—5,6,7,8—
tetrahydronaftalen-2-ol

Zmes 1,38 g (0,0026 mol) 1-{2-[4-(7-benzyl-6-metoxy-2-
fenyl-3,4-dihydronaftalen-1-yl) fenoxyletyl}pyrrolidinu, 1,46 g
hydroxidu paladnatého na uhliku, 4 ml 2M kyseliny

chlorovodikovej, 15 ml vody a 100 ml etanolu sa 36 hodin pri
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50°C trepe v Parrovom zariadeni za tlaku vodika 206 843 Pa.
Reak&n& zmes sa prefiltruje, aby sa odstrénil katalyzator a z
filtratu sa odpari etanol. Hodnota pH sa 1M hydroxidom sodnym
upravi na 8 a vodnd vrstva sa extrahuje etylacetétom.
Etylacetdtovd vrstva sa vysuSi a odpari. Ziska sa 640 mg

titulného produktu.

NMR (CDCl;) ppm: (1,80, 4, 1H), (1,95, bs, 4H), (2,10, m, 1H),
(2,85 - 3,20, m, 7H), (3,30, 4, 1H), (3,88, s, 3H), (4,14, t,
2H), (6,30, d, 2H), (6,43, s, 1H), (6,50, d, 2H), (6,68, s,
1H), (6,80, m, 2H), (7,18, m, 3H)

Hmotnostné spektrum: (rodicovsky+1l): 444

2-OMe, 1-OH metabolit a 3-0H, 2-OMe metabolit Jje moZno

syntetizovat spésobom zndzornenym v schémach 4 a 5.

3-Metoxy-6-fenyltetrahydronaftalen-2-olovy metabolit Jje

moZno syntetizovat spdsobom zndzornenym v schéme 5.
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Priklad 12

1-{2-[4- (5, 6-Dimetoxy-3, 4~-dihydronaftalen-1-
yl) fenoxyletyl)pyrrolidin

Spbdsobom popisanym v priklade 1 sa z 10 g (0,048 mol)‘5,6—
dimetoxytetralénu, 33,4 ml 1,6M n-butyllitia
v hexdne a 13,5 g 1-(2~(4-brémfenoxy)etyl)pyrrolidinu ziska
6,5 g titulného produktu.

NMR (CDCls) ppm: (1,90, bs, 4H), (2,31, m, 2H), (2,87, t, 2H),

(2,90, bS, 4H)’ (3’10, bS, 2H), (3,78, S, 3H)[ (3I82l sl 3H)’
(4,28, brs, 2H), (5,90, s, 1H), (6,63, d, 1H), (6,70, d,' 1H),

(6,90, d, 2H), (7,22, d, 2H)
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Hmotnostné spektrum: (rodifovsky+l): 379,8
Vychodzia latka: 5,6-dimetoxytetralén (vid Organic Process
Research & Development, 1999, 3, 71 aZ 72)

Priklad 13

1-{2- (4~ (2-Brém-5, 6~dimetoxy~3, 4-dihydronaftalen-1-
yl) fenoxyletyll}lpyrrolidin

Spésobom popisanym v priklade 2 sa z 5,33 g (0,14 mol) 1-
{2-[4-(5, 6-dimetoxy-3, 4-dihydronaftalen-1-
yl) fenoxyletyl}pyrrolidinu, 2,5 g (0,014 mol) N-

brémsukcinamidu a 230 mg azodiizobutyronitrilu v 50 ml

dimetylformamidu ziska 6,25 g titulného produktu.

NMR (CDCl3) ppm: (1, 96' bs, 4H), (2' 90, m, 6H), (3, 05, t, 2H),

(3,15, t, 2H), (3,80, s, 6H), (4,30, t, 2H), (6,35 d, 1H),
(6,53, 4, 1H), (6,95, d, 2H), (7,10, 4, 2H)

Hmotnostné spektrum: (rodicovsky+1): 5458

Priklad 14

1-{2-[4- (5, 6~-Dimetoxy~-2-fenyl-3, 4—-dihydronaftalen-1-
yl) fenoxyletyllpyrrolidin

Spésobom popisanym v priklade 3 sa z 6,25 g (0,0136 mol)
1-{2-[4-(2-brdém-5, 6-dimetoxy-3, 4-dihydronaftalen-1-
yl) fenoxy]etyl}lpyrrolidinu, 4,16 g (0,034 mol) fenylbordnove]

kyseliny, 472 mg (0,41 mmol) tetrakis(trifenylfosfin)paléddia a
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5,78 g (0,054 mol) uhli¢itanu sodného v 200 ml etanolu ziska
6,3 g titulného produktu

NMR (CDCl;) ppm: (1,80, bs, 4H), (2,65, bs, 4H), (2,73, t, 2H),
(2,90, t, 2H), (3,00, t, 2H), (3,83, s, 6H), (4,08, t, 2H),
(6,53, 4, 1H), (6,60, d, 1H), (6,74, d, 2H), (6,95, d, 2H),
(7,05, m, 5H)

Hmotnostné spektrum: (rodidovsky+1l): 456

Priklad 15

1-{2-[4- (5, 6-Dimetoxy-2-fenyl-1,2, 3, 4-tetrahydronaftalen-1-
yl) fenoxyletyl}pyrrolidin

Spbésobom popisanym v priklade 4 sa z 6,3 g (0,0138 mol)
1-{2-[4-(5,6-dimetoxy-2-fenyl-3, 4-dihydronaftalen-1-
vl) fenoxy)etyllpyrrolidinu, 7,7 g {0,055 mol) hydroxidu
paladnatého na uhliku, 5 ml 2M kyseliny chlorovodikovej a 10
ml vody v 100 ml etanolu ziska 5,06 g titulného produktu.

NMR (acetdn-dg¢) ppm: (1,95, bs, 4H), (2,70, m, 1H), 2,85, bs,
4H), (2,95, m, 1H), (3,20, bs, 2H), (3,38, bs, 2H), (3,78, s,
3H), (3,82 (s, 3H), (4,40, bs, 2H), (6,43, d, 1H), (6,74, d,
1H), (6,85 - 7,15, m,- 7H)

Hmotnostné spektrum: (rodiCovsky+1l): 458

Priklad 16

6-Fenyl-5-[4-(2-Pyrrolidin-1-yletoxy) fenyl]-5,6,7, 8-
tetrahydronaftalen-1,2-diocl a zmes 2-metoxy-6-fenyl-5-[4-(2-
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pyrrolidin-l-yletoxy) fenyl]-5,6,7,8-tetrahydronaftalen-1-olu a
l-metoxy-6-metyl-5-{4-(2-pyrrolidin-l-yletoxy)
fenyl1-5,6,7,8~-tetrahydronaftalen-2-clu

Spbsobom popisanym v priklade 5 sa z 2,3 g (0,005 mol)
1-{2-[4- (5, 6-dimetoxy-2-fenyl-1,2,3,4-tetrahydronaftalen-1-
yl) fenoxyletyl}pyrrolidinu, 80 ml kyseliny octovej a 80 ml 48%
vodnej kyseliny bromovodikovej ziska 650 mg zmesi 2-metoxy-6-
fenyl-5-[4-(2-pyrrolidin-1l-yletoxy) fenyl]-5,6,7, 8-
tetrahydronaftalen-l-olu a l-metoxy-6-metyl-5{4-(2-pyrrolidin-
l-yletoxy) fenyl]-5,6,7,8~-tetrahydronaftalen-2-olu

NMR (CDCls;) ppm: (1,88, bs, 6H), (2,10, m, 1H), (2,84, bs, 1lH),
(3,00, bs, 2H), (3,25, dt, 1H), (3,35, 4, 2H), 3,85 (s, 3H),
(4,10, bs, 2H), (4,25, 4, 1H), (6,25 - 6,88, m, 8H), (7,15, m,
3H)

Hmotnostné spektrum: (rodidovsky+1l): 444

a 140 mg 6-fenyl-5-[4-(2-pyrrolidin-1l-yletoxy) fenyl]-5,6,7,8-
tetrahydronaftalen-1,2-diolu,
Hmotnostné spektrum: (rodidovsky+1l): 430
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Priklad 17
5-hydroxy-6-metoxy-l-tetralén
Spdsobom popisanym v priklade 6 sa z 10 g (0,048 mol)
5, 6-dimetoxy-1-tetraldé4nu, 100 ml kyseliny octovej a 100 ml 48%

vodnej kyseliny broméﬁodikovej ziska 7 g titulného produktu o

teplote topenia 163°C.

.NMR (CDCl;) ppm: (2,09, m, 2H), (2,67, t, 2H), (2,90, t, 2H),
(3,92, s, 3H), (5,70, bs, 1H), (6,80, d4, 1H), (7,68, d, 1H)

Hmotnostné spektrum: (rodiovsky+1l): 193
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Vychodzia latka: 5,6-dimetoxytetralén (vid Organic Process

Research & Development, 1999, 3, 71 aZi 72)

Priklad 18
5-Benzyloxy-6-metoxy-3,4-dihydro-2H~-naftalen-1-6n

Spdsobom popisanym v priklade 7 sa z 4,5 g (0,024 mol) 5-
hydroxy-6-metoxy-1l-tetraldénu, 5,4 g (0,031 mol) benzylbromidu
a 10 g (0,072 mol) uhli¢itanu draselného v 100 ml acetdédnu
ziska titulny produkt (5,13 g) vo forme bielej pevnej 1latky o
teplote topenia 90°C (po kry3talizacii z dietyléteru).

NMR (CDCl3) ppm: (2, 10, m, 2H), (2, 55, t, ZH), (2, 88, t, 2H),
(3,88, s, 3H), (5,11, s, 2H), (6,63, s, 1lH), (7,20-7,45, m,
5H), (7,60 s, 1H) |

Hmotnostné spektrum: (rodicovsky+l): 283

Priklad 19

1-{2-[4-(5-Benzyloxy-6-metoxy~3,4~dihydronaftalen-1-
yl) fenoxyletyllpyrrolidin

Spdsobom popisanym v priklade 1 sa z 10 g (0,3555 mol) 5-
benzyloxy-6-metoxy-3, 4~dihydro~2H~naftalen-1-6nu, 9, 88 g
(0,366 mol) 1-(2-(4-brémfenoxy)etyl)pyrrolidinu a 13,63 ml
1,6M n~butyllitia v hexéne ziska 4,3 g titulného produktu.

NMR (CDCls) ppm: (1,90, bs, 4H), (2,20, m, 2H), (2,78, t, 2H),
(2,90, bs, 2H), (3,10, bs, 1H), (3,84, s, 3H), (4,26, t, 2H),
(4,98, s, 2H), (5,86, t, 1H), (6,65, d, 1H), (6,74, d, H),
(6,88, d, 2H), (7,25, d, 2H), (7,28 - 7,50, m, S5H)
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Priklad 2 0

1-{2-[4- (5-Benzyloxy-2-brém-6-metoxy-3, 4-dihydronaftalen-1-
yl) fenoxyletylipyrrolidin

Spbésobom popisanym v priklade 2 sa z 4,3 g (0,0094 mol)
1-{2-[4- (5-benzyloxy-6-metoxy~3, 4-dihydronaftalen-1-
y1l) fenoxyletyllpyrrolidinu, 1,68 g (0,0094 mol) N-
brémsukcinamidu a 156 mg azodiizobutyronitrilu v 50 ml

dimetylformamidu ziskaju 4 g titulného produktu.

NMR (CDCl;) ppm: (1,95, bs, 4H), (2,75, t, 2H), (2,90, t, 2H),
(3,00, bs, 4H), (3,10, bs, 2H), (3,80, s, 3H), (4,33, s, 2H),
(6,35, d4, 1iH), (6,57, d, 1H), (6,93, 4, 2H), (7,15 -7,30 (m,
5H) |
Hmotnostné spektrum: (rodidovsky+1l): 536

Priklad 21

1-{2-[4-(5-Benzyloxy-6-metoxy-2~fenyl-3, 4-dihydronaftalen-1-
yl) fenoxyletyl}lpyrrolidin

Spdsobom popisanym v priklade 3 sa zo 4,0 g (0,0075 mol)
1-{2-[4- (5~-benzyloxy-2-brém-6-metoxy-3, 4-dihydronaftalen-1-
yl) fenoxyletyl}pyrrolidinu, 2,28 g (0,186 mol) fenylborénovej
kyseliny, 259 mg (0,224 mmol) tetrakis(trifenylfosfin)palédia,
3,7 g (0,03 mol) uhli¢itanu sodného v 150 ml etanolu ziska 3,2
g titulného produktu.

NMR (CDCls3) ppm: (1,84, bs, 4H), 2,83 (m, 2H), (2,74, m, 4H),
(2’95, m, 4H), (3,84, S, 3H), (4,10[ t[ 2H)I (51031 s/ 2H)’
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(6,55, d, 1lH), (6,65, d4, 1H), (6,75, d, 2H), (6,90- 7,50, m,
12H)

Hmotnostné spektrum: (rodiCovsky+1l): 532

Priklad 2 2

2-Metoxy-6-fenyl~5-[4-(2-pyrrolidin-l-yletoxy) fenyl]-5,6,7, 8-
tetrahydronaftalen-1-o0l

Spbésobom popisanym v priklade 11 sa z 3,2 g (0,007 mol)
1-{2-{4- (5-benzyloxy-6-metoxy-2~-fenyl-3, 4-dihydronaftalen-1-
yl) fenoxy]etyll}lpyrrolidinu, 3,4 g hydroxidu paléddnatého na
uhliku, 10 ml 2M kyseliny chlorovodikovej, 30 ml vody a 100 ml
etanolu ziska 2,2 g produktu.

Hmotnostné spektrum: (rodicovsky+1l): 444

1-Metoxy-6-fenyltetrahydronaftalen-2-olovy metabolit je moZno

syntetizovat spdsobom zndzornenym v schéme 6.
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Schéma 6
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PATENTOVE NAROKY

1. Metabolit (=) -cis-6-fenyl-5-[4-(2-pyrrolidin-1-~
yletoxy) fenyl]-5,6,7, 8-tetrahydronaftalen-2-olu zvoleny zZ0

suboru zost&vajlceho zo zlulenin vzorca

-

- OH .
a ich stereoizomérov, tautomérov, regioizomérov a

konfiguradnych izomérov; a ich farmaceuticky vhodnych soli.

2. ZlGCeniny podla n&roku 1 pre pouZitie pre liecCenie
choroby zvolenej zo suboru zostavajliceho =z osteoporézy,
rakoviny prsnika, hyperlipidémie, aterosklerézy, Alzheimerovej
choroby, katarakty, straty 1libida, sexudlnych dysfunkcii u

samcov, rakoviny hrubého &reva, koZnych vrasok, autoimunitnych
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chordb, alopécie, akné, kardiovaskuladrnych chordb, katarakty,
diabetes, endometridzy, sexudlnych  dysfunkcii u sanic,
hyperglykémie, obezity, obsedantnej kompulzivne]j poruchy,
premenstruacného syndrému, karcinédmu prostaty, benignej
hyperplazie prostaty, pulmondrnej hypertenzie, reperfuzneho
podkodenia, reumatoidnej artritidy, osteoartritidy, seborey,
senilnej gynekomastie, deficiencie testosterdnu a stavov
responzivnych na zvyZenie testosteré4nu, Turnerovho syndrému,
fibrbézy maternice, atrofickej vaginitidy, inkontinencie,
rakoviny maternice, hirsutizmu, bulimie, anorexie,
hypoaktivnej sexudlnej tuZby, poruchy sexudlnej exitéacie,
dyspareunie, prolapsu, infekcii mo&ovych «ciest, mftvice,
infarktu myokardu, akutneho alebo chronického zlyhania
obli&iek, okltzne choroby periférnych artérii Raynaudovho
fenoménu, rakoviny vaje&nikov, pedene, poZaludkove] Zlazy a
desmoidnej rakoviny, gliému a karcinému renalnych buniek alebo
pre podporu hojenia rén, zvy$ovanie frekvencie orgazmu alebo

zniZovanie vagindlneho pH.

3. PouzZitie metabolitov (-)-cis-6-fenyl-5-[4-(2-
pyrrolidin—l—yletoxy)fenyl)—S,6,7,8—tetrahydronaftalen-2—olu

obecného vzorca I

(1)
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kde

R; predstavuje skupinu vzorca

o
N L L :
o OO
alebo -NH(CH,)3CORs;

Rs predstavuje vodik alebo CHsj;

Rz, Rs, R¢ a Ry, ktoré si rovnaké alebo rézne, st zvolené zo

siboru zostédvajuceho z vodika a ORs; a
Rs predstavuje skupinu -OH alebo skupinu —-NHCH,COOH,
pricom:

a) pokial R; predstavuje skupinu vzorca
|
O

b) R predstavuje skupinu OH alebo OCH; a Rs a Ry

alebo "NH(CHz)sCOO_H a
predstavuju vodik, alebo pokial! R; ma vyznam uvedeny v odseku
a) a

c) Rz a Ry predstavuju vodik a R; predstavuje skupinu OH

alebo OCH;,

potom R, nepredstavuje vodik;



01-2657-02-Ma 62

a ich optickych izomérov, stereoizomérov, regioizomérov alebo
konfigura&nych alebo geometrickych izomérov alebo tautomérov,

alebo ich farmaceuticky vhodnych soli

pre vyrobu lieiva pre lielenie chordb zvolenych zo suboru
zostavajliceho z osteoporédzy, rakoviny prsnika, hyperlipidémie,
aterosklerézy, Alzheimerovej choroby, katarakty, straty
libida, sexualnych dysfunkcii u samcov, rakoviny hrubého
&reva, koZnych vrasok, autoimunitnych chordb, alopécie, akné,
kardiovaskularnych choréb, katarakty, diabetes, endometridzy,
sexudlnych dysfunkcii u samic, hyperglykémie, obezity,
obsedantnej kompulzivnej poruchy, premenstruaéného syndrému,
karcinému prostaty, benignej hyperplézie prostaty,
pulmonédrnej hypertenzie, reperfizneho poSkodenia, reumatoidnej
artritidy, osteoartritidy, seborey, senilnej gynekomastie,
deficiencie testosteré4nu a stavov responzivnych na zvySenie
testosterénu, Turnerovho syndrému, fibrézy maternice,
atrofickej vaginitidy, inkontinencie, rakoviny maternice,
hirsutizmu, bulimie, anorexie, hypoaktivnej sexudlnej tuZby,
poruchy sexudlnej exitécie, dyspareunie, prolapsu, infekcii
mo&ovych ciest, mftvice, infarktu myokardu, akutneho alebo
chronického zlyhania obli&iek, okluzne choroby periférnych
artérii Raynaudovho fenoménu, rakoviny vaje&nikov, pecene,.
poZaltidkovej Zlazy a desmoidnej rakoviny, glidému a karcindému
renadlnych buniek alebo pre podporu hojenia ran, zvySovanie

frekvencie orgazmu alebo zniZovanie vagindlneho pH.

4. PouZitie podla naroku 2, kde metabolitom je zlucenina

zvolend zo suboru zostavajuceho zo zludenin vzorca
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a ich stereoizomérov, tautomérov, regioizomérov a

konfigura&nych izomérov, a ich farmaceuticky vhodnych soli.

5. Farmaceutick& kompozicia, vy znad&uijuuca s a
t Yy m, Ze obsahuje metabolit (-)-cis-6-fenyl-5-[4-(2-
pyrrolidin-l-yletoxy) fenyl)-5,6,7,8-tetrahydronaftalen-2-olu

obecného vzorca I

(1)

kde

R, predstavuje skupinu vzorca
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':é: :, .
. . §i~:7go . K:_:7,A¥k .
alebo -NH(CH;)3CORs;

Rs predstavuje vodik alebo CHs;

R,, Rs, Ry a Ry, ktoré su rovnaké alebo rdzne, su zvolené zo

suboru zostévajuceho z vodika a ORs; a
Rg predstavuje skupinu -OH alebo skupinu -NHCH,COOH,
pricom:

a) pokial R; predstavuje skupinu vzorca
|
O

b) R, predstavuje skupinu OH alebo OCHs a Rs a Rs

alebo -NH(CH,)sCOOH a

predstavuji vodik, alebo pokial R; m& vyznam uvedeny v odseku

a) a

c) R, a R; predstavuju vodik a Rs predstavuje skupinu OH

potom Ry nepredstavuje vodik;
alebo jeho opticky izomér, stereoizomér, regioizomér alebo
konfigura&ny alebo geometricky izomér alebo tautomér, alebo

jeho farmaceuticky vhodni sol a farmaceuticky vhodny nosig&,

vehikulum alebo riedidlo.
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6. Farmaceutické kompozicia podla naroku 4, v y z n a -
¢ u jac a sa t ym, Ze obsahuje metabolit (-)-cis-6-
fenyl-5-[4-(2-pyrrolidin-l-yletoxy) fenyl]-5,6,7, 8-
tetrahydronaftalen-2-olu zvoleny =zo stUboru =zostavajtceho =zo

zlU¢enin vzorca
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a ich stereoizomérov, tautomérov, regioizomérov

konfigura¢nych izomérov,

01-2657-02-Ma

a ich farmaceuticky vhodnych soli.

a
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