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OPIS IZUMA

Padrudje izuma

Ovaj izum odnosi se na spojeve koji su metaboliti (—)-cis-6-fenil-5-[4-(2-pirolidin-1-iletoksi)fenil]-5,6,7,8-tetrahidro
naftalen-2-ola kod sisavaca. Spojevi prema ovom izumu korisni su kao standardi u analitiCkim testovima, te kao
terapijska sredstva.

Pozadina izuma

Farmakolo$ki, (-)-cis-6-fenil-5-[4-(2-pirolidin-1-iletoksi)fenil]-5,6,7,8-tetrahidronaftalen-2-ol (PPTN) je estrogenski
agonist/antagonist, otkriven u US patentu br. 5,552,412, "Estrogenski agonist/antagonist” je spoj koji djeluje na neke od
istih onih receptora na koje djeluje 1 estrogen, no ne nuzno na sve, a u pojedinim slu¢ajevima antagonizira, odnosno
blokira estrogen. Takoder je poznat kao "selektivni modulator estrogenskih receptora" (selective estrogen receptor
modulator, SERM). Estrogenske agoniste/antagoniste takoder se moZe navoditi kao antiestrogene, iako na odredenim
receptorima estrogena pokazuju odredenu estrogensku aktivnost. Prema tome, estrogenski agonisti/antagonisti nisu ono
§to se obi¢no naziva "Cistim antiestrogenima”. Antiestrogene koji takoder mogu djelovati kao agonisti naziva se
antiestrogenima tipa 1. Antiestrogeni tipa I aktiviraju estrogenski receptor kako bi se tijekom duljeg vremena ¢vrsto
vezao u jezgri, no uz otezano obnavljanje receptora (Clark i suradnici: "Steroids", 22: 707, (1973.); Capony i suradnici:
"Mol. Cell. Endocrinol.", 3: 233, (1975.)).

Spojevi prema ovom izumu su PPTN-ski metaboliti i vjeruje se da posjeduju znafajne farmakologke aktivnosti sli¢ne ili
istovjetne onima koje posjeduje roditeljski spoj, PPTN.

Kratak opis crteza

Slikal  je primjer HPLC-radiokromatograma PPTN-skih metabolita u mokraci kod miseva nakon oralne primjene.
Ljestvica na okomitoj osi je radioaktivnost u broju pulseva u minuti (counts per minute, CPM). Ljestvica na
vodoravnoj osi je vrijeme zadrZavanja u minutama.

Slika2  je primjer HPLC-radiokromatograma PPTN-skih metabolita u izmetu kod miSeva nakon oralne primjene.
Ljestvica na okomitoj osi je radioaktivnost u broju pulseva u minuti (CPM). Ljestvica na vodoravnoj osi je
vrijeme zadrzavanja u minutama.

Slika3  je primjer HPLC-radiokromatograma PPTN-skih metabolita u krvotoku kod miSeva nakon oralne primjene.
Ljestvica na okomitoj osi je radioaktivnost u broju pulseva u minuti (CPM). Ljestvica na vodoravnoj osi je
vrijeme zadrzavanja u minutama.

Slika4  prikazuje uzorak cijepanja i podatke spektra masa PPTN-skog metabolita XI. Ljestvica na okomitoj osi je
relativna zastupljenost. Ljestvica na vodoravnoj osi je odnos masa/maboj; m/z.

Slika5  prikazuje uzorak cijepanja i podatke spektra masa PPTN-skog metabolita XII. Ljestvica na okomitoj osi je
relativna zastupljenost. Ljestvica na vodoravnoj osi je odnos masa/naboj; m/z.

Slika 6  prikazuje uzorak cijepanja i podatke spektra masa PPTN-skog metabolita XXI. Ljestvica na okomitoj osi je
relativna zastupljenost. Ljestvica na vodoravnoj osi je odnos masa/naboj; m/z,

Slika7  prikazuje uzorak cijepanja i podatke spektra masa PPTN-skog metabolita XIV. Ljestvica na okomitoj osi je
relativna zastupljenost. Ljestvica na vodoravnoj osi je odnos masa/naboj; m/z,

Slika 8  prikazuje uzorak cijepanja i podatke spektra masa PPTN-skog metabolita VI. Ljestvica na okomitoj osi je
relativna zastupljenost. Ljestvica na vodoravnoj osi je odnos masa/naboj; m/z.

Slika9  prikazuje uzorak cijepanja i podatke spektra masa PPTN-skog metabolita II. Ljestvica na okomitoj osi je
relativna zastupljenost. Ljestvica na vodoravnoj osi je odnos masa/naboj; m/z.

Slika 10 prikazuje uzorak cijepanja i podatke spektra masa PPTN-skog metabolita XVI. Ljestvica na okomitoj osi je
relativna zastupljenost. Ljestvica na vodoravngj osi je odnos masa/naboj; m/z.

Slika 11 prikazuje uzorak cijepanja i podatke spektra masa PPTN-skog metabolita X. Ljestvica na okomitoj osi je
relativna zastupljenost. Ljestvica na vodoravnoj osi je odnos masa/naboj; m/z.

Slika 12 prikazuje uzorak cijepanja i podatke spektra masa PPTN-skog metabolita XVII. Ljestvica na okomitoj osi je
relativna zastupljenost. Ljestvica na vodoravnoj osi je odnos masa/naboj; m/z.

Slika 13 prikazuje uzorak cijepanja i podatke spektra masa PPTN-skog metabolita IV. Ljestvica na okomitoj osi je
relativna zastupljenost. Ljestvica na vodoravngj osi je odnos masa/naboj; m/z.

Slika 14  prikazuje uzorak cijepanja i podatke spektra masa PPTN-skog metabolita XV. Ljestvica na okomitoj osi je
relativna zastupljenost. Ljestvica na vodoravngj osi je odnos masa/naboj; m/z.

Slika 15 prikazuje uzorak cijepanja i podatke spektra masa PPTN-skog metabolita V. Ljestvica na okomitoj osi je
relativna zastupljenost. Ljestvica na vodoravnoj osi je odnos masa/naboj; m/z.

Slika 16  prikazuje uzorak cijepanja i podatke spektra masa PPTN-skog metabolita XIII. Ljestvica na okomitoj osi je
relativna zastupljenost. Ljestvica na vodoravnoj osi je odnos masa/naboj; m/z.
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Slika 17 prikazuje uzorak cijepanja i podatke spektra masa PPTN-skog metabolita IX. Ljestvica na okomitoj osi je
relativna zastupljenost. Ljestvica na vodoravnoj osi je odnos masa/naboj; m/z.

Slika 18 prikazuje uzorak cijepanja i podatke spektra masa PPTN-skog metabolita VIII. Ljestvica na okomitoj osi je
relativna zastupljenost. Ljestvica na vodoravnoj osi je odnos masa/naboj; m/z.

Bit izuma
Ovaj izum odnosi se na spojeve koji su metaboliti estrogenskog agonista/antagonista kod sisavaca, PPTN-a.

Druga izvedba ovog izuma odnosi se na farmaceutske pripravke koji se sastoje od PPTN-skog metabolita ili njegovog
opti¢kog ili geometrijskog izomera; ili njegove farmaceutski prihvatljive soli, N-oksida, estera, kvaterne amonijeve soli
i farmaceutski prihvatljive podloge, vehikuluma ili razrjedivaca.

Treca izvedba ovog izuma odnosi se na postupke lijecenja bolesti koji se sastoje u primjeni djelotvorne koli¢ine
PPTN-skog metabolita koji posjeduju farmakolosku aktivnost ili njegove farmaceutski prihvatljive soli, N-oksida,
estera, ili kvaterne amonijeve soli. PPTN-ski metaboliti su djelotvorni, uz uglavnom smanjenu vjerojatnost istodobne
pojave nepozeljnih uéinaka povezanih s primjenom estrogena.

Kao cetvrta izvedba ovaj izum osigurava komplete namijenjene upotrebi od strane korisnika u lijecenju bolesti.
Komplet se sastoji od a) PPTN-skog metabolita kod sisavaca; i izborno b) uputa u kojima se opisuje postupak upotrebe
PPTN-skog metabolita u lije¢enju bolesti. Upute takoder mogu ukazivati da je komplet namijenjen lije¢enju bolest, uz
uglavnom smanjenu vjerojatnost istodobne pojave nepoZeljnih uc¢inaka povezanih s primjenom estrogena.

Peta izvedba ovog izuma odnosi se na komplete namijenjene upotrebi kao analitickih standarda, prilikom mjerenja
PPTN-skih metabolita ili njihovih farmaceutski prihvatljivih soli, N-oksida, estera, i kvaternih amonijevih soli.

Kompleti sadrze uglavnom ¢ist oblik PPTN-skog metabolita i ambalazu u kojoj se metabolit ¢uva.

Kao Sesta izvedba, ovaj izum osigurava upotrebu PPTN-skih metabolita kod sisavaca ili njihovih farmaceutski
prihvatljivih soli, N-oksida, estera, i kvaternih amonijevih soli, u proizvodnji lijeka.

Detalini opis izuma

Ovaj izum odnosi se na PPTN-ske metabolite. Ti metaboliti odgovaraju spojevima prikazanim Formulom I:

)

gdje

| I |
( N7 (N 7¢O Q/ .
R, se bira izmedu s s ili -NH(CH,);CORg;

Rs se bira izmedu H, CH;, glukuronske kiseline i SO;H;

R,, R3, Ryi1 Ry su isti ili razliiti i bira ih se izmedu H i ORs; 1
R se bira izmedu -OH, -NHCH,COOH, glukuronske kiseline i -NHCH,CH,SO;H,

uz uvjet da:
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ako R, je , ili -NH(CH,);COOH,

R, je OH ili OCHj;, a R3 1 R; su H, ili ako R, je definiran kao pod (a), gore, i
R,1R;suH, aR;je OH ili OCH;,

R, nije H.

Pozeljni spojevi formule I ukljucuju spojeve gdje:

| | |
N N N
( 7 ( ?O Q/ORE
R, se bira izmedu s s ili -NH(CH;);CO;Rg;

R;5 se bira izmedu H ili CHj;;

R, R;, Ry1 R, suisti ili razliditi 1 bira ih se izmedu H 1 ORs; 1
R se bira izmedu -OH, ili -NHCH,COOH,

uz uvjet da:

ako Ry je , ili -NH(CH,);COOH,

R, je OH ili OCHs, a R3 1 R; su H, ili ako R, je definiran kao pod (a), gore, 1
R,iR;suH, aR;je OH ili OCH;,

R, nije H.

Spojevi koji su poZeljni PPTN-ski metaboli ukljuéuju one prikazane u Tablici L.

Tablica I: Pozeljni PPTN-ski metaboliti:
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Spojevi koji su pozeljniji PPTN-ski metaboli ukljuéuju one prikazane u Tablici IL

Tablica II: Pozeljniji PPTN-ski metaboliti:
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X)

(XIID)

(XV)

(XIX)

(XXV)

U sljedecoj izvedbi ovaj izum odnosi se na uglavnom ¢iste PPTN-ske metabolite, kao $to su opisani gore.
Ukoliko se ne navodi drugaéije, vrijede sljedece definicije:

"LijeCenje", kao $to ga se upotrebljava u ovoj specifikaciji, ukljuéuje preventivno (npr. profilakticko) i palijativno
lijecenje, a "lijeciti", kao $to ga se upotrebljava u ovoj specifikaciji, odnosi se na ¢in osiguravanja preventivnog i/ili
palijativnog lije¢enja.

"Subjekt" je zivotinja, ukljucujuéi i ljudsku vrstu, koju se moze lijeéiti spojevima, pripravcima, postupcima i
kompletima prema ovom izumu. Izraz "subjekt" ili "subjekti” trebao bi se odnositi na oba spola, mugki i Zenski, ukoliko
se specifiéno ne navodi jedan spol. PoZeljni subjekti su Zene nakon menopauze.

"Nepozeljni uéinci povezani s estrogenom” ukljucuju osjetljivost dojki, rak dojke, nadutost, glavobolju, pojacano
gruSanje krvi, te menstrualno krvarenje kod Zena. Cisto estrogenska terapija povecava opasnost od karcinoma
endometrija. Zene pod dugotrajnom estrogenskom terapijom mogu biti pod povecanim rizikom, kojeg se ne moze
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ponistiti suprimjenom progestina ("N. Engl. J. Med.", 332: 1589, (1995.)). Kod muskaraca nepozeljni ucinci estrogena
ukljuéuju pojacano grusanje krvi, ginekomastiju, feminizaciju i smanjeni libido.

Izraz "Zene nakon menopauze” tako je definiran da ukljucuje ne samo Zene starije dobi koje su prosle menopauzu, veé
takoder i zene koje s histerektomijom ili im je iz nekog drugog razloga sprijecena proizvodnja estrogena, poput onih
koje su pod dugotrajnom kortikosteroidnom terapijom, pate od Cushingovog sindroma ili imaju disgenezu gonada.

"Rak dojke" definira se kao maligna proliferacija epitelnih stanica koje okruzuju kanale i reznjeve dojke.

"Glukuronska kiselina" supstituent je kojeg se prenosi na metabolit ili na roditeljski spoj, tvoreé¢i metabolit iz druge
faze, konjugacijske reakcije glukuronidacije. Glukuronska kiselina reagira s kiselinskim ili alkoholnim ili fenolnim
ostatkom na metabolitu ili roditeljskom spoju, tvoreéi "glukuronid". Glukuronidni supstituent ovdje se skraceno
oznacuje u formulama kao "Glu" ili "Glukuronid".

"Sumporna kiselina" supstituent je kojeg se prenosi na metabolit ili na roditeljski spoj, tvoreéi metabolit iz druge faze,
konjugacijskc rcakcije sulfatacije. Sumporna kisclina rcagira s alkoholnim ili fenolnim ostatkom na mctabolitu ili
roditeljskom spoju, tvoreéi "sulfat”.

"Suprimjena” kombinacije PPTN-skog metabolita i jednog ili viSe dodatnih spojeva znaci da se te komponente moZe
primijeniti zajedno, u obliku pripravka ili dijela istog, zajednickog oblika doziranja. "Suprimjena” takoder ukljucuje
primjenu jednog PPTN-skog metabolita i neovisno o tom jednog ili vise dodatnih spojeva, no kao dio istog programa,
odnosno rezima, terapijskog lijeCenja. Komponente se ne mora nuzno primijeniti uglavnom istodono, iako ih se po Zelji
moze. Tako, "suprimjena” ukljucuje, primjerice, primjenu PPTN-skog metabolita i dodatnog spoja u obliku odvojenih
doziranja, odnosno oblika doziranja, medutim, istodobno. "Suprimjena” takoder uklju¢uje i odvojenu primjenu u
razli¢ita vremena i bilo kojim redoslijedom. Primjerice, kada je to pogodno, pacijent moze uzeti jednu ili vise
komponenti lije¢enja ujutro, a jednu ili viSe drugih komponenti navecer.

Prosjecan kemicar shvatit ¢e da ¢e odredeni spojevi prema ovom izumu sadrZzavati jedan ili vi$e atoma koji mogu biti u
odredenoj stereokemijskoj ili geometrijskoj konfiguraciji, zbog ¢ega dolazi do pojave steroizomera 1 konfiguracijskih
izomera. Svi ovakvi izomeri 1 njihove smjese ukljuéeni su u ovaj izum. Takoder su ukljuceni 1 hidrati spojeva prema
ovom izumu.

Opisani izum takoder ukljucuje izotopski obiljezene spojeve, istovjetne onima prikazanim u Formulama [-XXV, izmedu
ostalih spojeva obuhvacenih ovim izumom, s tim $to je jedan ili viSe atoma zamijenjeno atomom atomske mase ili
masenog broj razli¢itog od atomske mase ili masenog broja koji obi¢no dolazi u prirodi. Primjeri izotopa koje se moze
ugraditi u spojeve prema ovom izumu izotopi su vodika, ugljika, dudika, kisika, fosfora, sumpora, fluora i klora, poput
’H, *H, “c, "¢, PN, ®0, 10, *'P, P, S, '®F, odnosno **Cl. Spojevi prema ovom izumu, njihovi predlijckovi, kao i
farmaceutski prihvatljive soli navedenih spojeva ili navedenih predlijekova, koji sadrZze gore navedene izotope, i/ili
druge izotope drugih atoma, ulaze u opseg zaStite ovog izuma. Odredeni izotopski obiljeZeni spojevi prema ovom
izumu, primjerice oni u koje su ugradeni radioaktivni izotopi, poput *H i "*C, korisni su u testovima raspodjele lijeka
i/ili supstratnog tkiva. Izotopi tricij, tj., *H i ugliik-14, tj. *C osobito su poZeljni zbog lakoée svog dobivanja i
detektibilnosti. Osim toga, supstitucija teim izotopima, poput deuterija, tj. “H, moZe dovesti do izvjesnih terapijskih
prednosti koje su rezultat vece metabolicke stabilnosti, primjerice povec¢anog poluvijeka in vivo ili smanjene koli¢ine
potrebne doze te, prema tome, mogu biti pozeljni u odredenim okolnostima. Izotopski obiljeZene spojeve formula
[- XXV prema ovom izumu, kao i njihove predlijekove, opéenito, se moze dobiti provedbom postupaka iznijetih nize u
primjerima, ili onih poznatih u ovom podrugju tehnike. *C-PPTN moze se dobiti postupcima opisanim i iznijetim kao
primjeri u US patentu br. 5,552,412, zamjenom izotopski neobiljezenog reagensa lako dostupnim izotopski obiljezenim
reagenson.

PPTN-ske metabolite, u svojim uglavnom ¢istim oblicima ili u smjesama poznatih pripravaka, moZe se upotrijebiti kao
analiticke standarde u in vitro ili in vivo studijama metabolizma ili kao meduprodukte u kemijskoj sintezi ili biosintezi
novih kemijskih entiteta. Metabolite se moze izdvojiti u obliku krutina ili u otopinama.

Vjeruje se da spojevi prema ovom izumu mogu biti korisni u lijeCenju bolesti. Primjeri bolesti kod kojih ovi spojevi
mogu biti djelotvorni ukljucuju osteoprozu, rak dojke, hiperlipidemiju, aterosklerozu, Alzheimerovu bolest, katarakte,
gubitak libida, spolnu disfunkciju kod muskaraca, rak debelog crijeva, izboranu kozu, autoimunu bolest, alopeciju,
akne, kardiovaskularne bolesti, katarakte, diabetes, endometriozu, spolnu disfunkciju kod Zena, hiperglikemiju,
pretilost, opsesivno-kompulzivni poremecaj, predmenstruacijski sindrom, karcinom prostate, benignu hiperplaziju
prostatc, pluénu hipertenziju, reperfuzijsko oStcéenje, rcumatoidni artritis, ostcoartritis, scborcju, staracku
ginckomastiju, nedostatak testosterona i stanja koja odgovoraju na porast testosterona, Turnerov sindrom, fibrozu
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maternice, atrofiéni vaginitis, inkontinenciju, rak maternice, hirzutizam, bulimiju, anoreksiju, smanjenu spolnu zelju,
poremecaj spolnog uzbudenja, dispareuniju, vaginizam, te poticanje zacjeljivanja rane. Ovi spojevi mogu takoder biti
djelotvorni u povecanju ucestalosti orgazma, lijeCenju prolapsa, snizavanju vaginalog pH, lije¢enju infekcija mokraénog
sustava, lijeCenju ili sprjeCavanju inzulta, infarkta miokarda, akutnog ili kroni¢nog zatajenja bubrega, okluzivne bolesti
perifernih arterija, Raynaudovog fenomena, te lijeCenju raka jajnika, jetre i gusterace, kao i raka ligamenata, glioma i
raka renalnih stanica. Postupci lije¢enja jedne ili vise gore navedenih bolesti ili stanja sastoje se u primjeni djelotvorne
koli¢ine PPTN-skog metabolita.

U postupcima lije¢enja prema ovom izumu metabolit se moZe izravno primijeniti na subjektu, kao u tablici, ili se
metabolit moze primijeniti njegovom proizvodnjom u organizmu subjekta putem metabolizma. Primjerice, metabolit
prema ovom izumu moze se djelotvorno primijeniti na subjektu kako bi se lijeilo bolesti ili stanja primjenom na
subjektu odredene koli¢ine PPTN-a, nakon ¢ega trazeni metabolit metabolicki nastaje u tijelu subjekta. Osim toga,
nacin primjene i doziranje PPTN-a mogu varirati, po Zelji, kako bi se postiglo trazene koncentracije in vivo i brzine
proizvodnje metabolita.

Kada ih sc upotrebljava u lijeéenju jednog ili visc od gore navedenih stanja, PPTN-skc metabolitc moze sc upotrijebiti
(bilo suprimjenom, zasebno, ili unutar istog farmaceutskog pripravka) u kombinaciji s PPTN-om 1 statinima, poput
simvastatina, otkrivenog u US patentu br. 4,444,784; pravastatina, otkrivenog u US patentu br. 4,346,227; cerivastatina,
otkrivenog u US patentu br. 5,502,199; mevastatina, otkrivenog u US patentu br. 3,983,140; velostatina, otkrivenog u
US patentu br. 4,448,784 1 US patentu br. 4,450,171; fluvastatina, otkrivenog u US patentu br. 4,739,073; kompaktina,
otkrivenog u US patentu br. 4,804,770; lovastatina, otkrivenog u US patentu br. 4,231,938; dalvastatina, otkrivenog u
Evropskom patentu, objavljenom pod br. 738510 A2; fluindostatina, otkrivenog u Evropskom patentu, objavljenom pod
br. 363934 Al; atorvastatina, otkrivenog u US patentu br. 4,681,893; atorvastatin-kalcija, otkrivenog u US patentu br.
5,273,995; dihidrokompaktina, otkrivenog u US patentu br. 4,450,171; ZD-4522, otkrivenog u US patentu br.
5,260,440; bervastatina, otkrivenog u US patentu br. 5,082,859; i NK-104, otkrivenog u US patentu br. 5,102,888.
PPTN-ske metabolite takoder se moze upotrijebiti u kombinaciji s bisfosfonatnim spojevima, poput alendronske
kiseline, alendronata, cimadronata, klodronske kiseline, klodronata, 1-hidroksi-3-(1-pirolidinil)propiliden-1,1
-bisfosfonske kiseline, etidronske kiseline, ibandronata, neridronata, olpadronata, pamidronata, piridronata, rizedronata,
tiludronata i zolendronata. Osim toga, PPTN-ske metabolite moze se upotrijebiti u kombinaciji sa sredstvima za
povecanje razine cikli¢ki gvanozin-3',5'-monofosfata, poput sildenafila (1-[[3-6,7-dihidro-1-metil-7-okso-3-propil-1H
-pirazolo[4,3-d|pirimidin-5-il)-4-etoksi-fenil |sulfonil|-4-metilpiperazin-citrata).

Farmaceutski prihvatljive kisele adicijske soli spojeva prema ovom izumu moze se dobiti iz spoja kao takvog, ili bilo
kojeg od njegovih estera, a ukljucuju farmaceutski prihvatljive soli koje se ¢esto u upotrebljava u farmaceutskoj kemiji.
Primjerice, soli se moze dobiti s anorganskim ili organskim kiselinama, poput klorovodi¢ne kiseline, bromovodi¢ne
kiseline, jodovodicne kiseline, sulfonskih kiselina, uklju¢ujuéi takva sredstva poput naftalensulfonske, metansulfonske 1
toluensulfonske kiseline, sumporne kiseline, dudi¢ne kiseline, fosforne kiseline, vinske kiseline, pirosumporne kiseline,
mctafosforne kiscline, jantarnc kiscline, mravlje kiscline, ftalne kiscline, mlijeéne kiscline i sliéno, najpozeljnijc s
klorovodi¢nom kiselinom, limunskom kiselinom, benzojevom kiselinom, maleinskom kiselinom, octenom kiselinom i
propionskom kiselinom.

Spojeve prema ovom izumu, kao $to je raspravljeno gore, moZe se primijeniti u obliku farmaceutski prihvatljivih soli.
Soli se na pogodan nac¢in dobiva, kao $to je uobicajeno u organskoj kemiji, reakcijom spoja prema ovom izumu, kada je
bazi¢an, s pogodnom kiselinom, poput onih opisanih gore. Soli se dobiva brzo, uz visoke prinose na umjerenim
temperaturama, a Cesto ih se dobiva jednostavnim izdvajanjem spoja iz pogodnog kiselog ispirka kao konaénom koraku
sinteze. Kiselinu s kojom se tvori sol otopi se u odgovarajuéem organskom otapalu, odnosno smjesi vode i1 organskog
otapala, poput alkanola, ketona ili estera. S druge strane, ako je pozeljno da spoj prema ovom izumu bude u obliku
slobodne baze, izdvaja ga se, prema uobifajenoj praksi, u sljedetem koraku bazi¢nog ispiranja. PoZeljna tehnika
dobivanja hidroklorida je otopiti slobodnu bazu u pogonom otapalu, a otopinu pomno osusiti, npr. preko molekulskih
sita, prije no §to se kroz nju propuhuje plinoviti klorovodik.

Kada ga se upotrebljava kao lijek, doza spoja prema ovom izumu koju treba primijeniti na ¢ovjeku promjenjiva je u
prili¢no $irokim granicama, ovisno o procjeni nadleznog lije¢nika. Treba imati na umu da moze biti potrebno podesiti
dozu spoja prilikom njegove primjene u obliku soli, poput laurata, gdje ostatak koji tvori sol ima znacajnu molekulsku
masu. Opcéenito, raspon djelotvornih brzina primjene spojeva krece se od oko 0,001-200 mg dnevno. Pozeljni raspon je
od oko 0,01-100 mg dnevno. Naravno, ¢esto je prakticno dnevnu dozu primijeniti u obrocima, u razlicite sate tijekom
dana. Medutim, u svakom pojedinom slucaju primijenjena koli¢ina spoja ovisit ¢e o C¢imbenicima poput topivosti
aktivne komponente, upotrijebljenoj formulaciji 1 na¢inu primjene.

Naéin primjence spojcva prema ovom izumu nijc od kritiénc vaznosti. Spojeve sc moze resorbirati iz probavnog sustava,
medutim, po Zelji se spojeve moze primijeniti perkutano, ili u obliku supozitorija za rektalnu resorpciju. MoZe se
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upotrijebiti sve uobicajene tipove pripravaka, ukljucujuéi tablete, tablete za zvakanje, kapsule, otopine, parenteralne
otopine, drazeje, supozitorije i suspenzije. Pripravke se tako formulira da sadrZze dnevnu dozu, ili pogodan dio dnevne
doze, u jedinici doziranja koja moze biti jedna tebleta ili kapsula, ili pogodan volumen tekucine.

Opcenito, sve se ove pripravke pripravlja postupcima uobic¢ajenim u farmaceutskoj kemiji i/ili izdvaja iz in vivo ili in
vitro metabolickih reakcija, poput onih iznijetih u ovoj specifikaciji kao primjeri. Roditeljski spoj, PPTN, dobije se
postupcima opisanim ili iznijetim kao primjeri u US patentu br. 5,552,412. Metabolite se moze sintetizirati izravno ili ih
se moZe dobiti enzimskim ili metabolickim reakcijama in vitro ili in vive, poput onih opisanih u Primjerima.

U ovom podrudju tehnike dobro su poznati postupci priprave formulacija i otkriveni su, primjerice, u Remington: "The
Science and Practice of Pharmacy", Mack Publishing Company, Easton, Pa., 19. izdanje, (1995). Farmaceutski
pripravci namijenjeni upotrebi u okviru ovog izuma mogu biti u obliku sterilnih otopina ili suspenzija u nepirogenoj
tekucini, oblozenih kapsula, supozitorija, liofiliziranih praSaka, transdermalnih flastera ili u drugih oblika poznatih u
ovom podrudju tehnike.

Kapsule sc pripravlja mijc$anjem spoja s pogodnim razrjedivacem, tc punjenjem odgovarajuce koli¢ine smjesc u
kapsule. Uobicajeni razrjedivaci ukljuéuju inertne praskaste tvari, poput vrlo razli¢itih vrsta skroba, celuloze u prahu,
osobito kristalne i mikrokristalne celuloze, Secera, poput fruktoze, manitola i saharoze, Zitnog bra$na i sli¢nih jestivih
prasaka.

Tablete se pripravlja izravnom kompresijom, vlaznom granulacijom, ili suhom granulacijom. Njihove formulacije
obi¢no sadrze razrjedivale, veziva, maziva i sredstva za raspadanje, kao i spoj. Tipi¢ni razrjediva¢i ukljucuju,
primjerice, razli¢ite tipove $kroba, laktozu, manitol, kaolin, kalcij-fosfat ili sulfat, anorganske soli, poput natrij-klorida i
$ecera u prahu. Takoder su upotrebljivi derivati celuloze u prahu. Tipi¢na veziva za tablete tvari su poput gkroba,
zelatine 1 Secera, poput laktoze, fruktoze, glukoze i sl. Takoder su pogodne prirodne i sinteticke gume, ukljuéujuéi
arapsku gumu, alginate, metilcelulozu, polivinilpirolidin i sl. Polictilen-glikol, etilceluloza i voskovi takoder mogu
sluziti kao veziva.

Prilikom formuliranja tableta moZe biti potrebno mazivo kako bi se sprijeéilo lijepljenje tableta za zigove u kalupu.
Maziva se bira izmedu klizavih krutina poput talka, magnezija i kalcij-stearata, stearinske kiseline i hidrogeniranih
biljnih ulja.

Tabletna sredstva za raspadanje tvari su koje pomazu raspadanje tableta kako bi se otpustilo spoj kada se tableta
navlazi. Ona primjerice uklju¢uju Skrobove, gline, celuloze, algine i gume, to¢nije kukuruzni i krumpirov $krob,
metilcelulozu, agar, bentonit, drvnu celulozu, prirodnu spuzvu u prahu, ionskoizmenjivatke smole, alginsku kiselinu,
guar-gumu, pulpu citrusa i karboksimetilcelulozu, koje se moZze upotrijebiti, kao i natrij-lauril-sulfat.

Tabletc sc ¢esto oblaze Scéerom u svojstvu korigensa, odnosno brtvenc masc, ili zastitnim srcdstvima koja tvore film,
kako bi se modificiralo svojstvima otapanja tablete. Spojeve se takoder moze formulirati i kao tablete za Zvakanje,
upotrebom u formulaciji velikih koli¢ina tvari ugodnog okusa, poput manitola, kao $to je danas dobro poznato u ovom
podruéju tehnike.

Kada se spoj Zeli primijeniti u obliku supozitorija moze se upotrijebiti tipi¢ne podloge. Kakao-maslac je tradicionalna
baza za supozitorije, koju se moZe modificirati dodatkom voskova kako bi se blago povisilo taliste. U §irokoj su
upotrebi podloge za supozitorije mjesljive s vodom, osobito polictilen-glikoli razli¢itih molekulskih masa.

Uc¢inak spojeva moze se odgoditi ili produljiti pogodnom formulacijom. Primjerice, mo7ze se nacdiniti sporotopive
granule spoja 1 ugraditi ih u tablete ili kapsule. Tehniku se moze poboboljsati pripravom granula s nekoliko razli¢itih
brzina otapanja, te punjenjem kapsula smjesom granula. Tablete ili kapsule moze se oblagati filmom otpornim na
otapanje tijekom predvidljivog vremenskog perioda. Cak se i parenteralne pripravke moZe uéiniti dugodjelujuéima,
otapanjem ili suspendiranjem spoja u uljnim ili emulgiranim vehikulumima koji mu dopustaju samo sporo dispergiranje
u serumu.

Izraz "predlijek" odnosi se na spojeve koji prolaze pretvorbu in vivo kako bi dali spoj prema ovom izumu. Petvorbu se
moze ostvariti razli¢itim mehanizmima, poput hidrolize u krvi. Dobru raspravu o upotrebi predlijekova pruzaju T.
Higuchi i W. Stella: "Pro-drugs as Novel Delivery Systems," svezak 14, A.C.S. Symposium Series, i Edward B. Roche:
"Bioreversible Carriers in Drug Design", American Pharmaceutical Association i Pergamon Press, (1987.).

Primjerice, ako spoj prema ovom izumu nosi karboksilnokiselinsku funkcionalnu grupu predlijek mozZe biti ester,
dobiven zamjcnom atoma vodika u kisclinskoj grupi grupom poput (C;-Cg)alkila, (C,-Ci,)alkanoiloksimctila,

1-(alkanoiloksi)etila s 4-9 atoma ugljika, 1-metil-1-(alkanoiloksi)-etila s 5-10 atoma ugljika, alkoksikarboniloksimetila s
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3-6 atoma ugljika, 1-(alkoksikarboniloksi)etila s 4-7 atoma ugljika, 1-metil-1-(alkoksikarboniloksi)etila s 5-8 atoma
ugljika, N-(alkoksikarbonil)aminometila s 3-9 atoma ugljika, 1-(N-(alkoksikarbonil)amino)etila s 4-10 atoma ugljika,
3-ftalidila, 4-krotonolaktonila, gama-butirolakton-4-ila, di-N,N-(C;-Cs)alkilamino(C,-Cs)aikila (poput B-dimetilamino
etila), karbamoil-(C,-C,)alkila, N,N-di(C,-C,)alkilkarbamoil-(C,-C,)alkila i piperidino-, pirolidino- ili morfolino(C,-C5)
alkila.

Sli¢no tome, ako spoj prema ovom izumu nosi alkoholnu funkcionalnu grupu predlijek se moZe dobiti zamjenom atoma
vodika u alkoholnoj grupi grupom poput (C;-Cg)alkanoiloksimetila, 1-[(C;-Cs)alkanoiloksijetila, 1-metil-1-[(C;-Ce)
alkanoiloksi)etila, (C;-Ce)alkoksikarboniloksimetila, N-(C;-Cs)alkoksikarbonilaminometila, sukcinil, (C;-Ce)alkanoila,
a-amino(C,-Cyalkanoila, arilacila i a-aminoacila, ili a-aminoacil-a-aminoacila, gdje se svaku a-aminoacilnu grupa
neovisno bira izmedu prirodnih L-aminokiselina, P(O)(OH),, -P(O)(O(C;-Ce)alkila), ili glikozila (radikala dobivenog
uklanjanjem hidroksilne grupe hemiacetalnog oblika ugljikohidrata).

Ako spoj prema ovom izumu nosi aminsku funkcionalnu grupu predlijek se moZe dobiti zamjenom atoma vodika u
amino grupi grupom poput R*-karbonila, R*O-karbonila, NR*R*-karbonila, gdje svaki od R* i R* neovisno je ((C,-Cyq)
alkil, (C5-C;)cikloalkil, benzil, ili R*karbonil je prirodni o aminoacil ili prirodni o-aminoacil-prirodni a-aminoacil,
-C(OH)C(0)OY?, gdje (Y* je H, (C,-C)alkil ili benzil), -C(OY* )Y, gdje Y*° je (C,-Cpalkil, a Y™ je ((C,-Cy)alkil,
karboksi(C;-Cy)alkil, amino(C;-C; )alkil ili mono-N- ili di-N,N-(C;-Cg)alkilaminoalkil, -C(Y**)Y™, gdje Y** je H ili
metil, a Y* je mono-N- ili di-N,N-(C,-Cg)alkilamino, morfolino, piperidin-1-il ili pirolidin-1-il.

Kao §to ga se upotrebljava u ovoj specifikaciji, izraz "djelotvorna koli¢ina" odnosi se na koli¢inu spoja iz postupaka
prema ovom izumu koja moze lijeciti specificne bolesti i patoloSka stanja. Specificnu dozu primijenjenog spoja prema
ovom izumu odredit ¢e se, naravno, posebnim okolnostima slucaja, ukljuujuéi, primjerice, primijenjeni spoj, nacin
primjene, stanje subjekta, te teZinu patoloskog stanja kojeg se lijeéi.

Kao posebnu prednost ovaj izum takoder osigurava komplete namijenjene upotrebi od strane konzumenta, u svrhu
lijeCenja bolesti. Ti kompleti sadrze a) farmaceutski pripravak, koji se sastoji od estrogenskih agonista/antagonista i
farmaceutski prihvatljive podloge, vehikuluma ili razrjedivaca; i, izborno, b) upute, koje opisuju nadin upotrebe
farmaceutskog pripravka u lijeCenju specificne bolesti. Upute takoder mogu ukazivati da je komplet namijenjen
lije¢enju bolesti, uz uglavnom smanjenu vjerojatnost istodobne pojave nepozeljnih ucinaka povezanih s primjenom
estrogena.

"Komplet", kada ga se upotrebljava za trenutnu (neposrednu) primjenu, uklju¢uje ambalazu u kojoj se nalaze odvojene
jedinice oblika doziranja, poput podijeljene boce ili podijeljenog paketa u foliji. Ambalaza moZze biti bilo kojeg
uobicajenog oblika ili forme, kao $to je poznato u ovom podrucju tehnike, i od farmaceutski je prihvatljivog materijala,
primjerice papir, karton, staklena ili plastiCna boca ili posuda, vre¢a koju se opetovano moze hermeticki zatvoriti
(primjerice, za Cuvanje rezervne SarZze tableta za smje$taj u razli¢itoj ambalaZi), ili blister-pakiranje s pojedina¢nim
dozama za istiskivanjc iz pakiranja prcma tcrapijskom rasporcdu. Ambalaza koju sc upotrcbljava moZc ovisiti o
odredenom obliku doziranja, primjerice uobi¢ajenu kartonsku kutiju opéenito se neée upotrijebiti za ¢uvanje tekucih
suspenzija. Prednost je ako se vise od jedne ambalaze moze upotrijebiti zajedno u zajedni¢kom pakiranju namijenjenom
stavljanju na trziste pojedinog oblika doziranja. Primjerice, tablete se moze drzati u boci, koja se pri tom nalazi u kutiji.

Primjer takvog kompleta je takozvano blister-pakiranje. Blister-pakiranja dobro su poznata u industriji pakiranja i
§iroko ih se upotrebljava za pakiranje farmaceutskih jedinica oblika doziranja (tablete, kapsule i sl.). Blister-pakiranja
¢ini list od relativno krutog materijala prekritog folijom, po moguénosti od prozirnog plastiénog materijala. Tijekom
postupka pakiranja u plasti¢noj foliji se oblikuje udubljenja. Ove udubine imaju veli¢inu i oblik pojedina¢nih tableta ili
kapsula koje ¢e se pakirati ili mogu imati veli¢inu 1 oblik prilagoden smjestaju vise tableta i/ili kapsula koje se pakira.
Tablete ili kapsule se, zatim, odgovarajuce polaze u udubine, a list od relativno krutog materijala hermeticki se pricvrsti
na plasti¢nu foliju, na lice folije koje je okrenuto suprotno od pravca u kojem se oblikuje udubine. Kao rezultat, tablete
ili kapsule su zatvorene pojedinacno, po Zelji, u udubinama izmedu plasti¢ne folije i lista. Po moguénosti, évrstoca lista
je takva da se tablete ili kapsule moZe ru¢no ukloniti iz blister-pakiranja pritiskom ruke na udubinu, pri ¢emu na listu
nastaje otvor na mjestu udubine. Tablete ili kapsule se zatim mozZe izvaditi kroz navedeni otvor.

Moze biti pozeljno osigurati pisano memorijsko pomagalo, gdje to pisano memorijsko pomagalo sadrzi informacije 1/ili
upute lije¢niku, farmaceutu ili subjektu, npr. u obliku brojeva pored tableta ili kapsula, pri ¢emu brojevi odgovaraju
danima reZima kada se tablete ili kapsule treba progutati, ili karticu koja sadrzi isti tip informacija. Drugi primjer takvog
memorijskog pomagala je kalendar tiskan na kartici, npr. kao Sto slijedi "Prvi tjedan, ponedjeljak, utorak,” ... itd. ...
"Drugi tjedan, ponedjeljak, utorak ..." itd. Lako se moZe zamisliti 1 druge varijante memorijskih pomagala. "Dnevna
doza" moZe biti jedna tableta ili kapsula, ili nekoliko tableta ili kapsula, koje se uzima u odredenom danu.
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Sljedeca specifi¢na izvedba kompleta je dozator, predviden izdavati dnevne doze jednu po jednu. Po moguénosti,
dozator je opremljen memorijskim pomagalom, tako da jo§ viSe olak§ava provedbu rezima. Primjer takvog
memorijskog pomagala mehani¢ko je brojilo, koje pokazuje broj izdanih dnevnih doza. Drugi primjer takvog
memorijskog pomagala je baterijski napajan mikro-¢ip, povezan s ¢ita¢em od tekuceg kristala, ili zvu¢nim signalom kao
podsjetnikom, koji, primjerice, ofitava datum kada je uzeta posljednja dnevna doza i/ili podsjeca kada treba uzeti
sljede¢u dozu.

Na osnovu ¢itanja ovog opisa i zahtjeva, struénjaku u ovom podrudju tehnike bit ¢e ofite izvjesne modifikacije ovdje
opisanih pripravaka i postupaka. Svrha zahtjeva pridruzenih ovoj specifikaciji je obuhvatiti ove modifikacije.

Sve citirane reference 1 patenti ukljuc¢eni su u ovu specifikaciju kao reference.
Primjeri

U ovoj specifikaciji upotrebljava se sljedece kratice.

HOAc octena kiselina

Ph fenil

BulLi n-butillitij

Et,O dietil-eter

NBS N-bromsukcinamid
DMF dimetilformamid
AIBN azodiizobutironitril
Me metil

EtOH etanol

1t sobna temperatura (room temperature)
THN tetrahidronaftalen

Primjer 1: Vezanje na estrogenski receptor

Afinitet vezanja estrogena i PPTN-skog metabolita mjeri se prema sljede¢em protokolu:

c¢DNA -kloniranje ljudskog ERa: Kodirajuéu regiju ljudskog ERa klonira se postupkom RT-PCR s mRNA iz stanica
ljudskog raka dojke, uredajem Ekspand™; High Fidelity PCR System, prema uputama proizvodada (Boehringer-
Mannheim, Indianapolis, IN). PCR produkte klonira se u pCR2.1 TA Cloning Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA), te odredi
slijed. Svaku regiju koja kodira receptor supklonira se u sisavacki ekspresijski vektor pcDNA3J3 ((Invitrogen, Carlsbad,
CA).

Ekspresija u stanici sisavea: Receptorski proteini hipereksprimirani su u 293T stanicama. Ove stanice, izvedene iz
HEK293 stanica (ATCC, Manassas, VA), dizajnirane su u cilju stabilne ekspresije velikog antigena T i stoga mogu
replicirati plazmide koji sadrze ishodiste replikacije iz SV40 do velikog broja kopija. 293T stanice transficira se bilo s
hERa-pcDNA3 ili hERB-pcDNA3, uz upotrebu lipofektamina, kao $to to opisuje proizvoda¢ (Gibco/BRL, Bethesda,
MD). Stanice se prikupi u fosfatno puferiranoj fizioloskoj otopini (phosphate buffered saline, PBS), s 0,5 mM EDTA,
48 sati nakon transfekcije. Pelete stanica jednom se ispere s PBS/EDTA. Kompletne lizate stanica dobiva se
homogenizacijom u TEG puferu (50 mM Tris pH 7,4, 1,5 mM EDTA, 50 mM NaCl, 10 % glicerol, 5 mM DTT, 5
ug/ml aprotinin, 10 pg/ml leupeptin, 0,1 mg/ml Pefabloc™; (Pentapharm AG, Basel, Switzerland), upotrebom
Dounceovog homogenizatora. Ekstrakte se centrifugira na 100.000 x g tijekom 2 sata na 4 °C, te prikupi supernatante.
BioRad reagensom (BioRad, HERcules, CA) odredi se ukupne koncentracije proteina.

Test kompetitivnog vezanja: Svojstvo PPTN-skih metabolita da inhibiraju vezanje [*H]-estradiola mjeri se testom
kompetitivnog vezanja, uz upotrebu drvenog ugljena obloZenog dekstranom, kao $to je opisano (R.E. Leake i F. Habib:
"Steroid hormone receptors: assay and characterization"; i B. Green 1 R.E. Leake: "Steroid Hormones: a Practical
Approach", IRL Press Ltd., Oxford. 67-92, (1987.).) Ekstrakte 293T stanica koje eksprimiraju bilo hERa ili hERp
inkubira se u prisustvu rastuéih koncentracija PPTN-skog metabolita i stalnih koncentracija [*H]-estradiola (141
uCi/mmol, New England Nuclear, Boston, MA) u 50 mM Tris-HCI pH 74, 1,5 mM EDTA, 50mM NaCl, 10 %
glicerol, 5 mM DTT, 0,5 mg/ml -laktoglobulin u kona¢nom volumenu od 0,2 ml. Sve PPTN-ske metabolite otopi se u
dimetil

-sulfoksidu ili vodenom otapalu. Kona¢na koncentracija receptora je 50 pM, uz 0,5 nM [*H]-estradiola. Nakon 16 sati
na 4 °C doda se drveni ugljen oblozen dekstranom (20 ul). Nakon 15 minuta na sobnoj temperature drveni ugljen se
ukloni centrifugiranjem, a radioaktivni ligand prisutan u supernatantu mjeri se scintilacijskim brojanjem. Svi reagensi
nabavljeni su od strane firme Sigma (St. Louis, MO), ukoliko se drugacije ne navodi.
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Primjer 2: Inhibicija rasta stanica ljudskog tumora dojke in vitro

Antiproliferativne u¢inke PPTN-skog metabolita in vitro ispituje se uz upotrebu dva tipa linija stanica ljudskog raka
dojke: prvo, MCF-7 stanice, koje sadrze ER, kao i progesteronske receptore (PgR), 1 drugo, MDA-MB-231 stanice, bez
ER i PgR, te omogucuju odredivanje u¢inka neovisnog o ER mehanizmu. Uéinak PPTN-skog metabolita na rast ovih
razli¢itih stani¢nih linija odreduje se inkubacijom stanica s razli¢itim koncentracijama agonista/antagonista tijekom 6
dana. Zatim se izravnim brojanjem stanica odreduje antiproliferativne uCinke.

Primjer 3: Biosinteza PPTN-skih metabolita kod miSeva

Dozu "*C-PPTN-a pripravi se u obliku suspenzije u 0,5 % metilcelulozi (tez./te.), u koncentraciji od oko 0,898 mg/g.
Doziranu otopinu 2 X se testira prije i nakon doziranja. PPTN-ske metabolite odreduje se visokodjelotvornom
teku¢inskom kromatografijom (high performance liquid chromatography, HPLC), uz detekciju radioaktivnosti, te
identificira analizom tekucinska kromatografija sa spektrometrijom masa/spektrometrija masa (LC/MS/MS).

U ovom Primjeru grupu CD-1 miseva (N = 9 po spolu, 25-30 g) dozira se prisilnim oralnim hranjenjem i smjesta
odvojeno u grupe od po tri Zivotinje po kavezu (3 po spolu) u Nalgene™; kavezima za prou¢avanje metabolizma (Nalge
Nunc International, Rochester, NY), radi odvojenog prikupljanja mokrace i izmeta. Cijev za prisilno hranjenje vaze se
prije i nakon doziranja kako bi se odredilo stvarnu dozu danu svakoj Zivotinji. Mokra¢u, izmet i ispirke od pranja
kaveza sedam dana se 0-24, 24-48, 48-72, 72-96, 96-120, 120-144 i 144-168 sati nakon doziranja kvantitativno
prikuplja u prethodno izvagane posude za uzorke iz svakog kaveza. BiljeZi se teZine mokrace, izmeta i ispirka dobivene
u razli¢itim vremenima. Uzorke mokrace i izmeta razdijeli se i do analize uskladisti u tami na —20 °C. Drugu grupu
zivotinja (N = 6 po spolu, 25-30 g) dozira se prisilnim oralnim hranjenjem radi odredivanja metabolita u krvotoku. U
ovoj drugoj grupi 3 Zivotinje svakog spola Zrtvuje se 1 i 4 sata nakon doziranja, a krv prikupi u heparinizirane epruvete.

Centrifugira se mokracu od svake grupe (priblizno 3 ml od prikupljene koli¢ine iz 0-48 sati), a supernatant prebaci u
¢istu epruvetu i koncentrira u atmosferi dusika u otparivacu. Ostatak se otopi u priblizno 1 ml pokretne faze za HPLC, a
alikvot (80-100 pl) injicira na HPLC bez daljeg proci§¢avanja. Homogenate zivotinjskog izmeta (~2 g), 0-72 sata nakon
doziranja, prikupi se na osnovu tezina prikupljenih u svakom vremenskom intervalu, a prikupljene uzorke razrijedi
acetonitrilom (6 ml). Suspenziju se mijesa preko no¢i na magnetskoj mijesalici i centrifugira. Supernatant se ukloni, a
ekstrakeiju ponovi metanolom (6 ml) i smjesom metanol:voda (50:50, 6 ml). Sve supernatante prikupi se zajedno, a
male alikvote prebroji. Organsko otapalo otpari se u uredaju Turbo Vap. Ostatak se otopi u priblizno 1 ml smjese
metanol:amonij-acetat (1:1). Alikvot (20-50 pl) se injicira na HPLC. Prikupljenu plazmu (2 ml, 1 1 4 sata) razrijedi se s
4 ml acetonitrila, a istalozeni protein ukloni centrifugiranjem. Pelet se ispere s jo§ 2 ml acetonitrila, a oba supernatanta
prikupi zajedno. Supernatante se koncentrira u otparivacu, a ostatke se rekonstituira u 500 ul smjese metanol:amonij-
acetat (1:1). Alikvot (100 pl) se injicira na HPLC.

HPLC se provodi Hewlett Packard HP 1100 kvaternom pumpom i automatskim uredajem za uzorkovanje (Hewlett
Packard, Palo Alto, California), opremljenim detektorom radioaktivnosti (B-RAM, IN/US Systems, Inc., Tampa, FL).
Kromatografiju se provodi na Beckman Ultrasphere™; C-18 stupcu (4,6 mm x 250 mm, 5 pum) (Beckman Coulter, Inc.,
Fullerton, CA) s binarnom smjesom 10 mM amonij-acetata (otapalo A) s metanolom (otapalo B). Pokretna faza sadrzi
inicijalno otapalo A/otapalo B (80:20), zatim je se linearno programira na otapalo A/otapalo B (20:80) tijekom 30
minuta, a zatim programira na otapalo A/otapalo B (5:95) tijekom 5 minuta i odrZava tijekom 5 minuta. Sastav pokretne
faze vraca se na polaznu smjesu otapala tijekom 5 minuta. Sustav se pusti neka se uravnoteZi tijekom priblizno 15
minuta prije provedbe sljedeceg injiciranja. U svim analizama upotrebljava se protok od 1,0 ml u minuti.

Kvantifikaciju metabolita provodi se mjerenjem radioaktivnosti na pojedinim istaknutim vrijednostima razdvojenim
HPLC-om, pomoc¢u detektora radioaktivnosti. Detektor radioaktivnosti osigurava integrirani ispis s brojem pulseva u
minuti (counts per minute, CPM) 1 postotkom radioaktivno obiljezenog materijala, kao i prikazom istaknutih
vrijednosti. Detektor radioaktivnosti radi u modu homogenog tekucinskog scintilacijskog brojanja, uz dodavanje,
brzinom od 3 ml u minuti, scintilacijskog koktela kompatibilnog s pokretnom fazom u izlaznu tekuéinu nakon UV
detckeije.

Identifikaciju metabolita provodi se uredajem Finnigan TSQ 7000 LC/MS/MS (Thermo Quest, San Hose, CA). Izlaznu
tekuc¢inu iz HPLC-stupca se razdijeli, te brzinom od priblizno 50 pl u minuti uvodi u ionizirajuéi izvor spektrometra
masa pod atmosferskim tlakom, putem pneumatski podrzanog elektrosprej sucelja. Preostalu izlaznu tekucinu
usmjerava se u protoénu celiju detektora radioaktivnosti. Odgovor detektora radioaktivnosti biljezi se u realnom
vremenu pomoc¢u podatkovnog sustava spektrometra masa koji osigurava istodobnu detekciju radioaktivnosti i pracenje
podataka spektrometrije masa. Ka$njenje odgovora izmedu ta dva detektora je oko 0,2 minuta, s tim §to se odgovor
spektrometra masa biljezi ranije. Elektrosprej sucelje radi na oko 4000 V, a spektrometar masa radi u pozitivnom modu.
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Studije disocijacije izazvane sudarima (collision induced dissociation, CID) provodi se uz upotrebu plinovitog argona,
pri energiji sudaranja od oko 30-40 eV i tlaku kolizijskog plina od oko 0,3 Pa (2,3 mTorr).

Primjer 4: Biosinteza PPTN-skog metabolita kod ljudi

Pripravi se “C-PPTN (tartarat) specifi¢ne aktivnosti od oko 1,93 mCi/mmol.

Za sudjelovanje u studiji bira se normalne, zdrave mu$karce od 18-45 godina. Subjekti ulaze u klini¢ku ustanovu
priblizno 12 sati prije doziranja i ostaju tamo najmanje 576 sati nakon doziranja, pod stalnim medicinskim nadzorom.
Svi subjekti gladuju najmanje 12 sati prije unosa jedne doze od otprilike 20 mg ekvivalenta slobodne baze *C-PPTN
(~80 pCi/subjekt). Dozu se primjenjuje ujutro, na razli¢ite nacine. Uobi¢ajeni obrok daje se 4 sata kasnije. Formulaciju
doze pripravi se suspendiranjem radioaktivno obiljezenog PPTN-a u vodi. Od subjekata se trazi da se suzdrze od
lezanja, jela i kofeiniziranih, te gaziranih pic¢a tijekom prva 4 sata nakon primjene.

24 i 48 sati nakon doziranja uzima se uzorak krvi dovoljan za izdvajanje 20 ml plazme, kako bi se odredilo metabolite.
Sve uzorke se obiljezava i odmah smrzava.

Uzorke plazme (20 ml) iz svakog subjekta, uzete 24 odnosno 48 sati nakon doziranja, pomijesa se s 40 ml acetonitrila,
protrese 1 sonificira. Smjesu se centrifugira, a supernatante ukloni. Pelete se pomijesa s 5 ml acetonitrila, centrifugira, a
dva supernatanta prikupi zajedno. Supernatante se u atmosferi dusika koncentrira do suhog. Ostatke se rekonstituira u
300 ul smjese metanol/voda (1:1), centrifugira kako bi se odvojilo netopive tvari, a 100 ul alikvota injicira u
HPLC-stupac. PPTN-ske metabolite ekstrahira se iz uzoraka plazme i odredi HPLC-om, uz detekciju radioaktivnosti, te
LC/MS/MS, kao $to je opisano u Primjeru 3, gore.

Primjer 5: [zdvajanje i odredivanje PPTN-skog metabolita kod migeva

Biosintezu PPTN-skog metabolita provodi se kod miSeva postupkom opisanim u Primjeru 3. MiSeve se dozira s 20
mg/kg. Mokracu i izmet prikupi se iz grupe miseva. Dozira se i drugu grupu miseva, te se prikupi krv radi izdvajanja i
odredivanja metabolita u krvotoku. Rezultati studije prikazani su na Slikama 1-18. Slike 1-3 prikazuju
radiokromatograme metabolita u mokraci, izmetu, odnosno u krvotoku. Reprezentativni podaci spekira masa, zajedno
sa strukturnom gradom metabolita izdvojenih HPLC-om prikazani su na Slikama 4-18.
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Primjer 1

1-{2-[4-(6,7-dimetoksi-3.4-dihidronaftalen-1-il)fenoksi]etil } pirolidin

Otopinu 6,75 g (0,025 mol) 1-(2-(4-bromfenoksi)etil)pirolidina u 250 ml etera ohladi se do -78°C u atmosferi N,. Doda
se nekoliko ml THF-a kako bi se otopinu odrzalo bistrom. Ukapa se 16,7 ml 1,6 M r-butillitija, uz odrzavanje
temperature ispod -70°C. Nakon 1 sata mijesanja na -78°C 1 sat se ukapava otopinu 5 g (0,024 mol) 6,7-dimetoksi-1
-tetralona u 25 ml THF-a, uz odrzavanje temperature ispod -70°C. Nakon 2,5 sati mije$anja na -78°C reakciju se ugasi
dodatkom 100 ml 2 N HCI. Reakcijsku smjesu pusti se neka se zagrije do sobne temperature, a pH dodatkom 5 N
NaOH podesi na 7. Odvoji se Et,0O sloj, a vodeni sloj 2 x ekstrahira s EtOAc. Prikupljene Et,O/EtOAc slojeve osusi se
preko Na,SOy, 1 otpari kako bi se dobilo 9 g sirovog produkta, kojeg se pro¢is¢uje na 400 g silikagela, uz eluiranje
smjesom 95/5CH,Cl,/MeOH kako bi se uklonilo polazni tetralon, zatim smjesom 85/15 CH,Cl,/MeOH kako bi se
dobilo 3,3 g produkta.

NMR (CDCLs) 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), (6,39, s, 1H), (6,73, s, 1H), (6,90, d, 2H), (7,25, d, 2H).

Spektar masa: (mati¢ni +1): 379,8.

Polazni materijali:

6,7-dimetoksi-1-tetralon (Aldrich, Milwaukee, WI).
1-[2-(4-bromfenoksi)etil|pirolidin (Aldrich, Milwaukee, WI).

Primjer 2

1-{2-[4-(2-brom-6,7-dimetoksi-3.4-dihidronaftalen-1-il)fenoksi]etil } pirolidin

U otopinu 6 g (0,016 mol) {2-[4-(6,7-dimetoksi-3,4-dihidronaftalen-1-il)fenoksiJetil}pirolidina u 200 ml DMF-a, u
atmosferi N;, na sobnoj temperaturi, ukapa se otopinu 2,8 g (0,016 mol) N-bromsukcinimida u 20 ml DMF-a. Doda se
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AIBN (100 mg), a reakcijsku smjesu mijesa 1 sat, zatim razrijedi vodom i ekstrahira s CtOAc. EtOAc sloj osusi se
preko Na,SO; i otpari kako bi se dobilo 7 g produkta, kojeg se bez pro¢iséavanja upotrebljava u sljedeéem koraku.

NMR (aceton-dg) 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).

Spektar masa: (matini + 1): 458.
Primjer 3

1-{2-[4-(6.7-dimetoksi-2-fenil-3,4-dihidronaftalen-1-il)fenoksi|etil} pirolidin

Smjesu 7 g (0,015 mol) 1-{2-[-(2-brom-6,7-dimetoksi-3,4-dihidronaftalen-1-il)fenoksi]etil} pirolidina, 5,6 g (0,047 mol)
fenilboronske kiseline, 620 mg (0,00054 mol) tetrakis(trifeniltosfin)paladija i 7,6 g (0,072 mol) natrij-karbonata u 500
ml EtOH 10 sati se grije u atmosferi dusika. EtOH se otpari. Doda se vodu i EtOAc, a EtOAc sloj odvoji, osusi preko
Na,S0, 1 otpari kako bi se dobilo 9 g sirovog produkta u obliku ulja. Ulje se proc¢iscuje na 600 g silikagela, uz eluiranje
smjesom CH,C1,/MeOH 9/1 kako bi se dobilo 3,6 g produkta.

NMR (aceton-ds) ppm: (1,74, m, 4H), (2,60, bs, 2H), (2,71, m, 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).

Spektar masa: (mati¢ni + 1): 456.
Primjer 4

1-{2-[4-(6,7-dimetoksi-2-fenil-1,2,3.4-tetrahidronaftalen-1-il)fenoksi|etil } pirolidin

Otopinu 3,6 g (0,0079 mol) 1-{2-[4-(6,7-dimetoksi-2-fenil-3,4-dihidronaftalen-1-il)fenoksi]etil } pirolidina, 10 ml 2 N
HCL, 30 ml H,O 1 100 ml EtOH s 1,9 g paladij-hidroksida na ugljiku 15 sati se trese u Parrovoj tresilici na 50°C pod
atmosferom H,, pod tlakom od 206,843 kPa (30 psi). Reakcijsku smjesu filtrira se kako bi se uklonilo katalizator, a
EtOH otpari, doda se 5 N NaOH kako bi se pH vodene otopine podesilo na 8. Vodenu otopinu ekstrahira se s EtOAc, a
EtOAc sloj osusi 1 otpari kako bi se dobilo 3,0 g produkta u obliku Zutog ulja.

NMR (aceton-ds) 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, d, 1H), (3,60, s, 3H), (3,80, s, 3H), (3,93, 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

Spektar masa: (matiéni + 1): 458.

Primjer 5

6-fenil-5-[4-(2-pirolidin-1-iletoksi)fenil]-5,6.7,8-tetrahidronaftalen-2.3-diol

i

Smjesa 3-metoksi-7-fenil-8-[4-(2-pirolidin-1-iletoksi)fenil]-5.6.7.8-tetrahidronaftalen-2-ola i 3-metoksi-6-fenil-5-[4-(2-
pirolidin-1-iletoksi)fenil]-5,6,7.8-tetrahidronaftalen-2-ola

Otopinu 2 g (0,0044 mol) 1-{2-[4-(6,7-dimetoksi-2-fenil-1,2,3,4-tetrahidronaftalen-1-il)fenoksi]etil} pirolidina, 80 ml
HOACc i 80 ml 48 % vodene otopine HBr 2 sata se grije na 90°C u atmosferi N,. Reakcijsku smjesu se zatim ohladi do
0°C u ledenoj kupelji. Doda se 30 % vodene otopine NH;OH kako bi se pH podesilo na 10. Vodenu otopinu ekstrahira
se s EtOAc, a prikupljene EtOAc slojeve osusi i otpari kako bi se dobilo 1,6 g sirovih produkata. Ovaj materijal
proc¢i$éuje se na 120 g silikagela, uz eluiranje smjesom CH,ClL,/MeOH 99/1, zatim 95/5, zatim 90/10, te kona¢no 85/15,
kako bi se dobilo 520 mg smjese 3-metoksi-7-fenil-8-[4-(2-pirolidin-1-iletoksi)fenil]-5,6,7,8-tetrahidronaftalen-2-ola i
3-metoksi-6

-fenil-5-[4-(2-pirolidin-1-iletoksi)fenil]-5,6,7,8-tetrahidronaftalen-2-ola.

NMR (aceton-dg) ppm: (1,05, m, 1H), (1,24, d, LH), (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).
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Spektar masa: (mati¢ni + 1): 444.

Zatim 180 mg 6-fenil-5-[4-(2-pirolidin-1-iletoksi)fenil]-5,6,7,8-tetrahidronaftalen-2,3-diol.

NMR (aceton-dg): (1,65, m, 4H), (2,20, m, 1H), (2,50, m, 4H), (2,80, m, 4H), (2,95, m, LH), (3,50, d, 1H), (3,95, t, 2H),

(4,05, d, 1H), (6,33, m, 2H), (6,60, d, 2H) (6,66, s, 1H), (6,84, d, 2H), (7,10, m, 3H), (7,55, s, 2H).

Spektar masa: (mati¢ni + 1): 430.

Taliste: 132-134 °C.

Meo:“ HBr/HOAc HO
MeO MeO

Br—< >—O\_\
N
Buli/ Et,0 O

Shema 2

MeQ

PhB(OH 24 Pd(PhsP)4
EtOH

PhH2CO

MeO

Primjer 6

7-hidroksi-6-metoksi-1-tetralon

Otopinu 10 g (0,048 mol) 6,7-dimetoksi-1-tetralona u 100 ml HOAc i 100 ml 48 % vodene otopine HBr 7 sati se grije
na 95°C. Reakeijsku smjesu ohladi se do sobne temperature, prebaci u vodu i ekstrahira s EtOAc. EtOAc sloj osusi se 1
otpari do 12 g sirovog produkta. Pro¢i§¢avanjem na 1200 g silikagela, uz eluiranje smjesom 10 % Et,0 u CH,Cl,,

dobije se 7,5 g produkta,

PhCH,Br

PhHgCO: : i
—
MeO

K,CO; / aceton

PhH,CO ! ‘

NBS / DME
———
AIBN

Hz / PA(OH), / EtOH

PhH,CO ! I Br

MeO

O/\/N

OMe, 7-Ph, THN-2-ol

Taliste 147-148 °C (taliste prema literaturi: 148-152°C, "Journal of Organic Chemistry", 33, str. 508, (1968.)).

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).
Spektar masa: (mati¢ni + 1): 193.

Polazni materijal:
6,7-dimetoksi-1-tetralon (Aldrich, Milwaukee, WI).
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Primjer 7

7-benziloksi-6-metoksi-3.4-dihidro-2 H-naftalen-1-on

Smjesa 4,5 g (0,0233 mol) 7-hidroksi-6-metoksi-1-tetralona, 5,4 g (0,032 mol) benzil-bromida i 10 g (0,072 mol)
K,CO; u 150 ml acetona grije se do refluksa preko noci. Reakcijsku smjesu se ohladi, prebaci u vodu i ekstrahira s
EtOAc. EtOAc sloj osusi se preko Na,SOy i otpari kako bi se dobilo 7 g sirovog produkta. Kristalizacijom s Et,O dobije
se 4,13 g produkta u obliku bijele krutine, taliSta 110-111 °C.

NMR (CDCL) 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).

Spektar masa: (mati¢ni + 1): 283.
Primjer 8

1-{2-[4-(7-benziloksi-6-metoksi-3.4-dihidronaftalen-1-il)fenoksil ]etil} pirolidin

Postupkom analognim onom u Primjeru 1 iz 5,13 g (0,0182 mol) 7-benziloksi-6-metoksi-3,4-dihidro-2H-naftalen-1-
ona, 13,63 ml 1,6 M rn-butillitija u heksanu, i 5,16 g (0,019 mol) 1-(2-(4-bromfenoksi)etil)pirolidina dobije se 3,5 g
naslovnog spoja.

NMR (CDCls) 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), (4,95,
s, 2H), (5.90, t, 1H), (6,58, s, 1H), (6,74, s, 1H), (6,80, d, 2H), (7,10, d, 2H), (7,25, m, 5H).

Spektar masa: (mati¢ni + 1): 456.
Primjer 9

1-12-[4-(7-benziloksi-2-brom-6-metoksi-3.4-dihidronaftalen-1-il)fenoksi]etil } pirolidin

Postupkom analognim onom u Primjeru 2 iz 2,47 g (0,0054 mol) 1-{2-[4-(7-benziloksi-6-metoksi-3,4-dihidronaftalen-
L-il)fenoksi]etil } pirolidina 965 mg (0,0054 mol) NBS-a i 90 mg AIBN-a u 50 ml DMF-a, dobije se 2,37 g naslovnog
spoja.

NMR (CDCls) 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, d, 2H), (7,00, d, 2H), (7,21, m, SH)

Spektar masa: (matiéni + 1): 536.
Primjer 10

1-{2-[4-(7-benziloksi-6-metoksi-2-fenil-3.4-dihidronaftalen-1-il)fenoksi]etil} pirolidin

Postupkom analognim onom u Primjeru 3 iz 2,37 g (0,0044 mol) 1-{2-[4-(7-benziloksi-2-brom-6-metoksi
-3,4-dihidronaftalen-1-il)fenoksi]etil} pirolidina, 1,35 g (0,011 mol) fenilboronske kiseline, 153 mg (0,13 mmol)
tetrakis(trifenilfosfin)paladija i 1,88 g (0,017 mol) Na,CO; u 50 ml EtOH dobije se 1,38 g naslovnog spoja.

NMR (CDCL) 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).

Spektar masa: (mati¢ni + 1): 532.
Primjer 11

3-metoksi-7-fenil-5-[4-(2-pirolidin-1-iletoksi)fenil]-5,6.7.8-tetrahidronaftalen-2-ol

Smjesu 1,38 g (0,0026 mol) 1-{2-[4-(7-benziloksi-6-metoksi-2-fenil-3,4-dihidronaftalen-1-il)fenoksi]etil} pirolidina,
1,46 g paladij-hidroksida na ugljiku, 4 ml 2 N HCI, 15 ml H,O i 100 ml EtOH 36 sati se trese u Parrovoj tresilici na
50°C u atmostferi H,, pod tlakom od 207 kPa (30 psi). Reakcijsku smjesu filtrira se kako bi se odvojilo katalizator, a
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LEtOH otpari. Doda se 1 N NaOH kako bi se pH podesilo na 8, vodeni sloj ekstrahira se s CtOAc. TtOAc sloj osusi se 1
otpari kako bi se dobilo 640 mg naslovnog spoja.

NMR (CDCl;) ppm: (1,80, d, 1H), (1,95, bs, 4H), (2,10, m, 1H), (2,85-3,20, m, 7H), (3,30, d, LH), (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).

Spektar masa: (mati¢ni +1): 444.

2-OMe, 1-OH metabolit i 3-OH, 2-OMe metabolit moZe se sintetizirati postupcima opisanim u Shemama 4 1 5.
3-metoksi-6-fenil-tetrahidronaftalen-2-olni metabolit moze se sintetizirati postupkom opisanim u Shemi 5.

Shema 3

@ MD

O/\./ N
(@]
BulLi/ Et,0 I\'BS [ DME
MeO AIBN Bf
OMe
MeO MeO
Me Me

o/\/N o/\/N
H,/ PA(OH), / EtOH

HBr / IIOAc

PhB(OH), / Pd(Ph;P),
EtOH

+
HO

. i ]

OMe
2-OMe, 6Ph, THN-1-0l 1-OMe, 6Ph. THN-2-0l

Primjer 12

1-42-[4-(5,6-dimetoksi-3.4-dihidronaftalen-1-il)fenoksi]etil } pirolidin

Postupkom analognim onom u Primjeru 1 iz 10 g (0,048 mol) 5,6-dimetoksi-1-tetralona, 33,4 ml 1,6 M r-butillitija u
heksanu i 13,5 g 1-(2-(4-bromfenoksi)etil)pirolidina dobije se 6,5 g naslovnog spoja.

NMR (CDCILy) 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), (3,82, s,
3H), (4,28, bs, 2H), (5,90, s, 1H), (6,63, d, 1H), (6,70, d, 1H), (6,90, d, 2H), (7,22, d, 2H).

Spektar masa: (mati¢ni + 1): 379,8.

Polazni materijal:
5,6-dimetoksi-1-tetralon; ref.: "Organic Process Research & Development", 3, 71-72,(1999.).
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Primjer 13

1-{2-[4-(2-brom-5.6-dimetoksi-3.4-dihidronaftalen-1-il)fenoksiletil } pirolidin

Postupkom analognim onom u Primjeru 2 iz 5,33 g (0,14 mol) 1-{2-[4-(5,6-dimetoksi-3,4-dihidronaftalen-
1-il)fenoksi]etil } pirolidina, 2,5 g (0,014 mol) NBS-a i 230 mg AIBN-a u 50 ml DMF-a, dobije se 6,25 g naslovnog
spoja.

NMR (CDCLy) 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, d, 1H), (6,95, d, 2H), (7,10, d, 2H).

Spektar masa: (mati¢ni + 1): 458.
Primjer 14

1-{2-[4-(5,6-dimetoksi-2-fenil-3.4-dihidronaftalen- 1 -il)fenoksi]etil} pirolidin

Postupkom analognim onom u Primjeru 3 iz 6,25 g (0,0136 mol) 1-{2-[4-(2-brom-5,6-dimetoksi-3,4-dihidronaftalen-1
-i)fenoksi]etil } pirolidina, 4,16 g (0,034 mol) fenilboronske kiseline, 472 mg (0,41 mmol) tetrakis(trifenilfosfin)paladija
15,78 g (0,054 mol) Na,CO; u 200 ml EtOH dobije se 6,3 g naslovnog spoja.

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, d, 1H), (6,60, d, 1H), (6,74, d, 2H), (6,95, d, 2H), (7,05, m, 5H).

Spektar masa: (mati¢ni + 1): 456.
Primjer 15

1-12-[4-(5,6-dimetoksi-2-fenil-1,2,3.4-tetrahidronaftalen-1-il) -fenoksi]etil} pirolidin

Postupkom analognim onom u Primjeru 4 iz 6,3 g (0,0138 mol) 1-{2-[4-(5,6-dimetoksi-2-fenil-3,4-dihidronaftalen-1
-il)fenoksi]etil} pirolidina, 7,7 g (0,055 mol)paladij-hidroksida na ugljiku, 5 ml 2 N HC11 10 ml H,O u 100 ml EtOH
dobije se 5,06 g naslovnog spoja.

NMR (aceton-dy) 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, 7TH).

Spektar masa: (matiéni + 1): 458.
Primjer 16

6-fenil-5-[4-(2-pirolidin-1-iletoksi)fenil ]-5,6.7,8-tetrahidronaftalen-1.2-diol

i

Smjesa 2-metoksi-6-fenil-3-[4-(2-pirolidin-1-iletoksi)fenil]-5.6,7.8-tetrahidronaftalen-1-ola i 1-metoksi-6-fenil-5-[4-(2-

pirolidin-1-iletoksi-fenil]-5.6.7.8-tetrahidronaftalen-2-ola

Postupkom analognim onom u Primjeru 5 iz 2,3 g (0,005 mol) 1-{2-[4-(5,6-dimetoksi-2-fenil-1,2,3 4-tetrahidronaftalen
-1-il)fenoksi]etil} pirolidina, 80 ml HOAc i 80 ml 48 % vodene otopine HBr dobije se 650 mg smjese 2-metoksi-6-fenil
-5-|4-(2-pirolidin-1-iletoksi)fenil |-5,6,7,8-tetrahidronaftalen-1-ola i 1-metoksi-6-fenil-5-|4-(2-pirolidin-1-iletoksi)fenil |
-5,6,7,8-tetrahidronaftalen-2-ola.

NMR (CDCL) ppm: (1,88, bs, 6H), (2,10, m, 1H), (2,84, bs, 4H), (3,00, bs, 2H), (3,25, dt, 1H), (3,35, d, 2H), (3.85, s,
3H). (4,10, bs, 2H), (4,25, d, 1H), (6,25-6.88, m, 8H), (7,15, m, 3H).

Spektar masa: (mati¢ni + 1): 444.
Zatim 140 mg 6-fenil-5-[4-(2-pirolidin-1-iletoksi)fenil]-5,6,7,8-tetrahidronaftalen-1,2-diola.
Spektar masa: (mati¢ni + 1): 430.
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Shema 4
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Primjer 17

5-hidroksi-6-metoksi-1-tetralon

Postupkom analognim onom u Primjeru 6 iz 10 g (0,048 mol) 5,6-dimetoksi-1-tetralona, 100 ml HOAc i 100 ml 48 %
vodene otopine HBr dobije se 7 g naslovnog spoja, talista 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, d, 1H), (7,68, d, 1H).
Spektar masa: (mati¢ni +1): 193.

Polazni materijal:
5,6-dimetoksi-1-tetralon; ref: "Organic Process Research and Development", 3, 71-72, (1999.).

Primjer 18

5-benziloksi-6-metoksi-3,4-dihidro-2 H-naftalen-1-on

Postupkom analognim onom u Primjeru 7 iz 4,5 g (0,024 mol) 5-hidroksi-6-metoksi-1-tetralona, 5,4 g (0,031 mol)
benzil-bromida i 10 g (0,072 mol K,CO; u 100 ml acctona), kristalizacijom s cterom dobijc sc naslovni spoj (5,13 g) u
obliku bijele krutine, talista, 90 °C.

NMR (CDCl;) ppm: (2,10, m, 2H), (2,55, t, 2H), (2,88, t, 2H), (3,88, s, 3H), (5.11, s, 2H), (6,63, s, 1H), (7,20-7.45, m,
5H), (7,60, s, 1H).

Spektar masa: (mati¢ni +1): 283.
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Primjer 19

1-{2-[4-(5-benziloksi-6-metoksi-3.4-dihidronaftalen-1-ilfenoksi]etil } pirolidin

Postupkom analognim onom u Primjeru 1 iz 10 g (0,3555 mol) 5-benziloksi-6-metoksi-3,4-dihidro-2H-naftalen-1-ona,
9,88 g (0,366 mol) 1-(2-(4-bromfenoksi)etil)pirolidina i 13,63 ml 1,6 M r-butillitijja u heksanu dobije se 4,3 g
naslovnog spoja.

NMR (CDCL) 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, 5H).

Primjer 20

1-{2-|4-(5-benziloksi-2-brom-6-metoksi-3.4-dihidronaftalen-1-il)fenoksi |etil } pirolidin

Postupkom analognim onom u Primjeru 2 iz 4,3 g (0,0094 mol) 1-{2-[4-(5-benziloksi-6-metoksi-3,4-dihidronaftalen-1-
iD)fenoksil]etil} pirolidina 1,68 g (,0094 mol) NBS-a i 156 mg AIBN-a u 50 ml DMF-a, dobije se 4 g naslovnog spoja.

NMR (CDCLy) 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, d, 1H), (6,57, d, 1H), (6,93, d, 2H), (7,15-7.30, m, 5H).

Spektar masa: (mati¢ni + 1): 536.
Primjer 21

1-{2-[4-(5-benziloksi-6-metoksi-2-fenil-3.4-dihidronaftalen-1-il)fenoksil ] etil } pirolidin

Postupkom analognim onom u Primjeru 3 iz 4,0 g (0,0075 mol) 1-{2-[4-(5-benziloksi-2-brom-6-metoksi-3,4-dihidro
naftalen-1-il)fenoksi]etil } pirolidina, 2,28 g (0,186 mol) fenilboronske kiseline, 259 mg (0,224 mmol) tetrakis(trifenil
fosfin)paladija, 3,7 g (0,03 mol) Na,COs u 150 ml EtOH dobije se 3,2 g naslovnog spoja.

NMR (CDCL) 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), (5,03, s,
2H), (6,55, d, 1H), (6,65, d, 1H), (6,75, d, 2H), (6,90-7,50, m, 12H).

Spektar masa: (mati¢ni + 1): 532.
Primjer 22

2-metoksi-6-fenil-5-[4-(2-pirolidin-1-iletoksi)fenil]-5.6,7.8-tetrahidronaftalen-1-ol

Postupkom analognim onom u Primjeru 11 iz 3,2 g (0,007 mol) 1-{2-[4-(5-benziloksi-6-metoksi-2-fenil-3,4-dihidro
naftalen-1-il)fenoksi]etil} pirolidina, 3,4 g paladij-hidroksida na ugljiku, 10 ml 2 N HCI, 30 ml H,O i 100 ml EtOH
dobije se 2,2 g produkta.

Spektar masa: (mati¢ni +1): 444.

1-metoksi-6-fenil-tetrahidronaftalen-2-olni metabolit mozZe se sintetizirati kao $to je opisano u Shemi 6.
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Shema 6
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PATENTNI ZAHTJEVI

1. Metabolit(-)cis-6-fenil-5-[4-(2-pirolidin- 1 -il-etoksi)-fenil]-5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-2-ola, naznaen time, da je
odabran iz grupe koju &ine:
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njihovih stereoizomera, tautomera, regio i konilguracijskih izomera, kao i njihovih farmaceutski prihvatljivih soli.
Upotreba metabolita (-)-cis-6-fenil-5-[4-(2-pirolidin-1-iletoksi)-fenil]-5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-2-ola, formule I

gdje se:
R, se bira izmedu

B
Lo
g \7 fj ?Q Q}OR&:
\ 3 \ ] :
Rs se bira izmedu H ili CH;;
Ro,R3,R 1R, su isti ili razliéiti i bira ih se izmedu H i ORs 1
R¢ se bira izmedu -OH, ili -NHCH,COOH,
uz uvjet da:
(a) akoR, je

ili -NH(CH,);COOH, i
(b) R, je OHili OCH;, a R; 1R, su H, ili ako R; je definiran kao u (a), gore, 1
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() RyiR;suH,aR;je OH ili OCHj3, Ry nije H; ili
njegov opticki, stereo-, regio- ili konfiguracijski izomer ili geometrijski izomer, ili tautomer, ili farmaceutski
prihvatljiva sol,
naznadena time,

5 da se spomenuti metabolit koristi za proizvodnju medikamenta za lijeCenje osteoporoze, raka dojke, hiperlipidemije,
ateroskleroze, Alzheimerove bolesti, katarakta, gubitka libida, muske scksualne disfunkcije, raka debelog
crijeva, naboranosti koze, autoimunih bolesti, Celavosti, akni, kardiovaskularnih bolesti, dijabetesa,
endometriozisa, Zenske seksualne disfunkcije, hiperglikemije, pretilosti, opsesivno-kompulzivnog
poremecaja, predmenstrualnog sindroma, karcinoma prostate, benigne hiperplazije prostate, pluéne

10 hipertenzije, reperfuzijskih povreda, reumatoidnog artritisa, osteoartritisa, seboreje, senilne ginekomastije,
testosteronske deficijencije, Tumerova sindroma, fibroze maternice, atrofnog vaginitisa, inkontinencije, raka
maternice, dlakavosti, bulimije, anoreksije, hipoaktivne seksualne Zelje, poremecaja seksualne uzbudenosti,
disparenije, vaginizma, prolapse, infekcija urinarnog trakta, udara, infarkta miokarda, akutnog ili kroni¢nog
zatajenja bubrega, okluzivne bolesti perifernih arterija, Raynaudova fenomena, kancera jajnika, jetre i

15 pankreasa, kao i dezmoidnog kancera, glioma, i karcinoma bubreZnih stanica, ili pospjeSenja zacjeljivanja
povreda, povecanja frekvencije orgazama i snizavanja vaginalnog pH.

3. Upotreba prema zahtjevu 2, nazna€ena time, da je spomenuti metabolit (-)-cis-6-fenil-5-[4-(2-pirolidin-1-il-etoksi)
-fenil)-5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-2-ol odabran iz grupe koju ¢ine:
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i njihovi stereoizomeri, tautomeri, regio- i konfiguracijski izomeri;
injihove farmaceutski prihvatljive soli.

4. Farmaceutski pripravak, naznaen time, da sadrzi metabolit (-)-cis-6-fenil-5-|4-(2-pirolidin-1-il-etoksi)-fenil|
-5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-2-ol, formule I,

€}
gdje se:
R, se bira izmedu

i i

N N,

O
ili -NH(CH,);COR¢*;

R; se bira izmedu H ili CH;;

Ry, R;, R4iR;  suisti ili razli¢iti i bira ih se izmedu H i OR5;

Rg sc bira izmedu -OH, ili -NHCH,COOH,

uz uvjet da:
(d) akoR; je

ili -NH(CH,);COOH, i
(e) Rsje OH ili OCH;, a R31 R7, su H, ili ako R, je definiran kao u (a), gore, i
() R,i1R;suH,aR;je OH ili OCH;, Ry nije H; ili
njegov opti¢ki, stereo-, regio- ili konfiguracijski izomer ili geometrijski izomer, ili tautomer, ili farmaceutski
prihvatljiva sol, 1
farmaceutski prihvatljiv nosac, vehikl ili razrjedivac.
5. Pripravak prema zahtjevu 4, naznacen time, da je metabolit (-)-cis-6-fenil-5-[4-(2-pirolidin-1-il-etoksi)-fenil]
-5,6,7,8-tetrahidro-naftalen-2-ol odabran iz grupe koja se sastoji od:
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injihovih stereoizomera, tautomera, regio i konfiguracijskih izomera, kao i njihovih farmaceutski prihvatljivih soli.
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SAZETAK

Ovaj izum odnosi se na spojeve koji su kod sisavaca metaboliti (-)-cis-6-fenil-5-[4-(2-pirolidin-1-iletoksi)fenil]
-5,6,7,8-tetrahidronaftalen-2-ola. Spojeve prema ovom izumu moze se upotrijebiti kao standarde prilikom analiti¢kih
testiranja ili kao meduprodukte u daljnjoj kemijskoj sintezi ili biosintezi kemijskih entiteta. Ovaj izum takoder se odnosi
na farmaceutske pripravke za lije¢enje bolesti i postupke lije¢enja bolesti.
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