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PouZiti mono— a disulfosubstituovanych anthrachinoni pro p¥ipravu léfiva, mono— a di-
sulfosubstituované anthrachinony, zpisob jejich p¥ipravy a farmaceuticky prostfedek

Oblast techniky

Predkladany vynalez se tyka slouenin pouzitelnych pro 1é€bu patologii, pti kterych se vyskytuje
eroze chrupavéité a kostni matrice v nejpokrocilej$im stadiu onemocnéni, jako je osteoartrosa
arematoidni artritida, a farmaceutickych prostfedki, které je obsahuji. Dale se vynalez tyka
novych anthrachinonovych derivati a procesi pro jejich pfipravu.

Dosavadni stav techniky

Osteoartrosa je léZena zejména substancemi pdsobicimi na bolest a vykazujicimi sviij sympto-

-----

napiiklad hydrokortison a bethametason.

Jinymi pouZivanymi sloueninami jsou latky, chelatujici méd’, jako je penicilamin, a slouceniny,
které interferuji se syntézou kolagenu, DNA nebo synovialnich membran, jako je cyklofosfamid.

Mezi nové substance pouZivané u vy$e uvedenych patologii patii diacetylrhein, prekurzor rheinu,
ktery pusobi jako &inidlo chelatujici m&d’ a navic inhibuje tvorbu ceruloplasminu v prib&hu akut-
ni fize artritického zanétu a je také vapnikovym chelataénim &inidlem, vytvafejicim rozpustné
komplexy s vapnikem diky solubilizaéni COOH skupiné pfitomné v jeho struktufe. Takova
charakteristika tvorby rozpustnych komplexii s vipnikem ma pravdépodobné prvofady vyznam,
protoZe neumoZiiuje tvorbu a precipitaci mikrokrystali v kloubech a tak zabrafiuje zanétlivym
reakcim z tohoto vychazejicim (Friedman, patent US 4 244 968 z 13.1. 1981). Kromé toho, rhein,
inhibuje tvorbu a uvoliiovani superoxidového aniontu z NADPH—dependentnich biologickych
systémii (Mian M. et al., J. Pharm. Pharmacol. 39: 845 — 847, 1987) a aktivitu serinovych
proteas, jako je elastasa a kathepsin G u lidi (Raimondi I. et. al., Pharmacol. Res. Comm., 14 (2):
103 - 112, 1982); Zembower DE. et al., J. Med. Chem. 35: 1597 — 1605, 1992).

Dal3i farmakologické a klinické studie popsané v literatufe zjistily, Ze, kromé& vySe uvedenych
mechanismd, i¢inkuji jiné patologické mechanismy u onemocnéni postihujicich klouby, zpiso-
bujicich eroze chrupavdité a kostni matrice.

Mezi takovymi mechanismy by mélo byt zdirazn&no zvySeni nékterych enzymovych aktivit nebo
nerovnovaha mezi takovymi aktivitami a jejich inhibitory. Jak bylo nedavno zjist€no n€kterymi
vyzkumniky. Cysteinové proteasy, jako je kathepsin B a L, jsou enzymy pfisné napojené na
degradaci chrupavky a proto jsou ve vztahu s uvedenymi patologiemi. V literatufe bylo mnoho-
krat popséano, Ze cystainové proteasy kathepsin B a L jsou schopné pfimo nebo nepfimo (aktivaci
proenzymil) indukovat degradaci hlavnich sloZek chrupaviité a kostni extraceluldrni matrice
(Roughley PJ. et al., Biochem. J. 167: 639 — 637, 1977; Sakamoto S. et al., MOL. Aspects Med.
10: 299 — 428, 1988; Nguyen PJ. et al., Biochem. J. 1991 Aug. 15: 278 (pt 1); Maciewiez RA: et
al., Bochem. Biochim. Acta 50 (4 — 6): 561 — 4,; 1991; Buttle DJ: Arthritis Rheum 36 (12): 1709
— 17, 1993; pelletier JP. et al., Osteoarhritis 19 (3): 545 — 568, 1993).

Kromé toho, zdjem o tyto enzymatické aktivity byl potvrzen studiemi provedenymi na labora-
tornich zvifatech (krysach), u kterych byla indukovana revmatoidni artritida. U uvedenych zvifat
byl hodnocen G&inek inhibitord cysteinovych proteas, jako jsou fluoromethylketony, na rozvoj
onemocnéni a zejména na rozvoj kloubnich 1ézi chrupavky a kosti.
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Vysledky uvedenych studii ukazuji, Ze inhibitory enzymé mohou mit klinicky vyznam v 16bé&
arthritidy (Ahmed NK. et al., Biochem. Pharmaco. 44 (6): 1201 — 7, 1992; Meijers M., Billing-
ham M. et al., Agents actions 39 (1): 219 - 21, 1993; Esser RE. et al., J. Reumatol. 20 (7): 1176 —
83, 1993).

Jini autofi (Gabrijelcic D. et al., J. Clin. Chim. Biochem. 28 (3): 149 — 53, 1990) dokazali pfitom-
nost kathepsinu B a H v synovidlni tekuting pacientli s riiznymi onemocné&nimi kloubu, zatimco
Martel-Pelletier J. et al., J. Orthop. 8 (3): 336, 1990, uk4zal pfitomnost nerovnovahy mezi hladi-
nami kathepsinu B a jeho inhibitori v chrupav¢ité tkani od pacienti s osteoartrosou.

Huet et al., Arthritis Rheum. 36 (3): 772, 1993) ukézal, %¢ IL-1 a TNF stimuluji aktivitu
cysteinovych proteas v synoviélnich buiikich explantitii od pacientii postiZenych osteoartrosou
a artritidou.

Z toho, co bylo uvedeno vyse, je zfejmé, Ze cysteinové proteasy jsou aktivng zapojeny v osteo-
artrose a artritidé, a proto Ze pouZiti terapeutickych agens vyznamné inhibujicich aktivitu uvede-
nych proteas je opravnéné.

Nyni bylo pfekvapivé zjiSténo, Ze derivaty anthrachinonovych mono- a disulfonovych kyselin

maji vyznamnou aktivitu proti cysteinovym proteasam.

Podstata vynalezu

Pfedmétem vynilezu je pouZiti mono- a disulfosubstituovanych anthrachinonii obecného vzorce
I,

(1),

kde

A je skupina vzorce ~SOsR, kde R je vodik nebo kation schopny poskytnout ve vod& rozpustny
farmakologicky pfijatelny derivat, nebo

A je skupina vzorce —SO;R!, kde R! je NRR? skupina, ve které je R? vodik nebo C—Cs piimy
nebo rozvétveny alkyl, R’ je -CH(COOH)-R’, kde R’ je C—Cs alkyl nebo C—Cy; arylalkyl;
—~(CH,),—COOH, kde n je celé &islo od 1 do 6, C;—C ptimy nebo rozvétveny alkyl, —C¢H~O—
(CH;)~CHs, kde m je celé &islo od 1 do 4, nebo

R' je —OR’ skupina, kde R* Jje C—Cs pfima nebo rozvétvena alkyl skupina nebo Cs—C, arylova
skupina, popfipadé substituovana substituentem ze skupiny aminoskupina, C,—Cs alkylamino-
skupina, hydroxyskupina, C;—Cs alkoxyskupina nebo merkaptoskupina,

B je atom vodiku, nebo
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B ma stejny vyznam jako A, s vyjimkou pfipadu, ze A a B jsou simultanné —-SO;R nebo
—SO,R!, pro pripravu léiva pro lé¢eni patologii, pfi kterych se vyskytuji eroze chrupavéité

vy

a kostni matrice pfi nejpokrocilejsim stadiu onemocnéni.

Vyraz ,kation schopny poskytnout ve vodé rozpustny derivat“ znamena kationty, které maji
solubilizujici funkci a zaroveii davaji vznik netoxickym derivatim, které neovlivituji nezédoucim
zpisobem farmakologickou aktivitu sloucenin vzorce I. Pfiklady uvedeného typu kationtl jsou
kationty kovi jako je lithium, sodik, draslik.

Pfiklady C,—Cs pfimé nebo rozvétvené alkyl skupiny jsou methyl, ethyl, propyl, izopropyl, butyl,
izobutyl, terc.butyl, pentyl, hexyl.

Piiklady C;—C,, arylalkyl skupiny jsou benzyl, 2—fenylethyl, 1-fenylethyl, 3—fenylpropyl,
1-naftylmethyl, 2—naftylmethyl.

Piiklady C¢—C,o skupiny jsou fenyl, naftyl. Pfipadnymi substituenty mohou byt napiiklad amino,
mono— nebo —(C,—Cg)-alkylamino, jak je diethylamino, hydroxy, C,—Cs alkoxy, jako je
izopropoxy, merkaptoskupina.

V obecném vzorci I jsou zahrnuty nasledujici nové slouceniny podle pfedkladaného vynalezu:
2,6—antrachinonsulfonamido—N, N~kapronova kyselina,

N, N—diethyl-2,6—antrachinondisulfonamid;

N, N—«(p—ethoxyfenyl)-2,6—antrachinondisulfonamid.

Antrachinonové dibazické sulfonamidy s antivirovou aktivitou byly popsdny M. Grisarem et al.,
v Journal of Medicinal Chemistry, 1974, svazek 17, €. 8. str. 890 — 893.

Antrachinonové sulfonamidy jsou popsany v GB 2 025 954 jako obecné pouZitelné jako mezip-
rodukty pro barviva, chemické produkty pro zemé&délstvi a farmacii. Zejména jsou popisovany
jako slozky pro vodné roztoky pro odstratiovani sirovodiku z plyni.

Sloudeniny podle pfedkladaného vynalezu mohou byt pfipraveny z antrachinonové mono— a/nebo
disulfonové kyseliny prostfednictvim meziproduktt '

o

kde X je halogen, zejména chlor.
O takovych meziproduktech je znamo, Ze mohou byt pfipraveny reakci mono— nebo disulfonové
kyseliny s kyselinou chlorsulfonovou nebo s chloridem fosfore¢nym nebo s oxychloridem fosfo-

ritym nebo se smési poslednich dvou.

Vysledny halogenovany derivat se uvede do reakce se slou¢eninou obecného vzorce HNR’R®.
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Techniky, které mohou byt pouZity pro posledni krok se lii podle R? a R?, &istoty a vytéZku.
V nékterych piipadech reaguje chlorid kyseliny sulfonové s NHR?R® ve zna&ném prebytku,
zatimco v jinych piipadech je vyhodné provedeni reakce ve vhodném rozpoustédle; jako ptiklad
vhodného rozpoustédla mohou byt uvedeny ethylether nebo methylenchlorid. Pokud je vhodna
pfitomnost baze, pak jsou vyhodné baze jako jsou aminy, naptiklad triethylamin a paradimethyl-
aminopyridin.

Podminky reakce zviseji na vlastnostech reak&nich slozek, rozpoustédla a na pfitomnosti nebo
na absenci baze stejné jako na jejim mnoZstvi, pokud je n&jaka pfitomna. Rozmezi teplot je od
—10 °C do teploty varu rozpoustédla. Nejvhodn&jsi operativni podminky jsou v rozsahu od 5 °C
do 30 °C. Reakéni Casy se velmi li§i v zavislosti na jinych parametrech, ale obvykle jsou v roz-
sahu od 2 hodin do 3 dni.

Analogicky halogenovany derivét reaguje s alkoholem R'OH, kde R je C1—Cs alkyl za vzniku
esteru kyseliny sulfonové. Preferovani metoda spo&iva v reakci sodné soli kyseliny sulfonové
s kyselinou chlorsulfonovou v ptebytku pfi teplot& mistnosti po asi 24 hodin.

Potom je sulfurylchlorid odstranén filtraci, po hydrolyze ptebytku kyseliny chlorsulfonové vodou
a ledem. Sulfurylchlorid reaguje s aminem NHR'R? nebo s alkoholem R’OH, kde R, RZa R}
maji vyznam definované vy3e, s vyhodou pfi teploté mistnosti a za pitomnosti tercidlnich aminu,
zejména pokud je reakce provadéna v rozpoustédle.

Antrachinonmono- a disulfonové kyseliny a substituované derivaty podle predkladaného vyna-
lezu jsou zna¢né G&inné v riznych farmakologickych testech.

Napfiklad jsou popsany experimentalni vysledky n&kterych enzymovych testi provedenych
s mono— a disulfonovymi derivaty majicimi SO;R skupiny v poloze 1,5 a 2,6 (viz tabulky 1 a 2).

Ukinky na enzymatickou aktivitu lidského kathepsinuBaL.

Antrachinonmonosulfonované a disulfonované sloudeniny jsou rozpudtény v destilované vodé,
zatimco jejich derivéty jsou rozpuitény v dimethylsulfoxidu. Koncentrace testovaného produktu
je pfidana do reak&ni smé&si v objemu 100 pl.

SloZeni reakéni smési: 0,005 M octanového pufru pH 6,0 + 2 mM cysteinu + 1 mM EDTA;
Enzym 1 U/ml (kathepsin B nebo L) (Calbiochem); substrat 0,2 mM Z-Phe-Arg-AMC (Nova-
biochem), kone¢ny reakéni objem 2 ml; teplota 25 °C; pozorovaci &as pro kathepsin B: 2 minuty;
pro L: 8 minut. Toto je fluorimetrické uréeni, kde excitani vinova délka je 380 nm, kde emisni
vlnova délka je misto toho 460 nm. Fluorescence je odeitana na Perkin—Elmer spektrofotometru
model LS-3B.

Studované koncentrace:

Antrachinon-2,6—disulfonova kyselina : 1 -5 —10 uM
Antrachinon-1,5-disulfonova kyselina : 1 —5 - 10 uM
N,N,—~(p—ethoxyfenyl)-2,6—antrachinon

disulfonamid :1-10 uM

Vysledky popsané v tabulkach 1 a 2 ukazuji, Ze testované slouéeniny vyznamng inhibuji aktivitu
lidského kathepsinu B a L.
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Tabulka 1 — Uginek antrachinon mono— a disulfonovych kyselin na enzymatickou aktivitu
lidského kaphepsinu B

Sloudenina Konc. pm Pokus ¢. % Inhibice
1 2 3
2,6—antrachinondisulfonova kyselina 10 98,9 98,2 87,7 94,9
68,5 65,8 76,0 70,1
1 43,7 33,7 38,5 40,7
1,5—antrachinondisulfonova kyselina 10 55,1 36,6 41,6 44 4
10,3 7,2 11,4 9,6
1 4,1 3,6 2,5 34
N,Np—ethoxyfenyl)-2,6—antra- 10 76,6 80,6 83,4 80,2
chinondisulfonamid
1 23,7 18,6 14,8 19,0

Tabulka 2 — Uginek antrachinonmono— a disulfonovych kyselin na enzymatickou aktivitu
lidského kathepsinu L

Sloucenina Konc. pm Pokus €. % Inhibice
1 2 3
2,6—antrachinondisulfonova kyselina 10 92,1 96,5 94,8 94,5
1 39,6 31,4 35,8 35,6
1,5-antrachinondisulfonova kyselina 10 48,6 60,5 53,9 54,3
1 10,5 8,4 5,5 8,1
N,N“~(p—ethoxyfenyl)-2,6—antra- 10 53,6 48,1 63,8 55,2
chinondisulfonamid
1 8,5 71 109 8,8
Adjuvantni artritida

Test hodnoti G&inek antrachinon—2,6-disulfonové kyseliny a N,N“diethylantrachinon—2,6~di-
sulfonamidu na revmatoidni artritidu u krys indukovanou podanim kompletniho Freaudova
adjuvans. Diacetylrheim byl pouZit jako kontrola.

Pro test byli albini krys Sprague Dawley o hmotnosti 200 + 10 g rozdéleni do Etyfech skupin po
Sesti zvitatech. Vechny sloueniny byly podany oraln& v davce 20 mg/kg. Artritida byla induko-
vana podanim 5 mg kompletniho Freudova adjuvans suspendovaného v 0,05 ml parafinového
oleje viem zvifatim, do levé zadni tlapky (pfed 1é¢bou byl méfen objem obou zadnich tlapek).
Lé&ba testovanymi produkty zadala 5 dnt po indukci artritidy a byla provddéna po dobu deseti
dni. Na konci této doby byla zvifata usmrcena pro provedeni analyzy nasledujicich parametri:
méfeni objemu levé a pravé zadni tlapky; Rtg v lateralni a pfedozadni poloze tibio—tarsilniho
kloubu levé tlapky; histologického vySetfeni kloubli obou zadnich tlapek.

Ziskané vysledky ukazuji, Ze antrachinon—2,6-disulfonova kyselina a N,N“diethylantrachinon-
2,6—disulfonamid inhibuji o 18,6 a 21,4 %, v pfisluiném potadi, zvySeni objemu levé zadni tlap-
ky, zatimco diacetylrhein zptsobuje 8,3 % sniZeni. Ukinek dvou disulfonovanych sloucenin na
zvyseni objemu pravé tlapky byl mnohem vyrazngjsi. Skutetn€ byla pozorovana inhibici 67,5
a 62,3 % (antrachinon—2,6—disulfonova kyselina a N,N“diethylantrachinon—2,6—disulfonamid)




10

20

25

30

35

40

CZ 293326 B6

oproti uplnému chybéni aktivity u diacetylrheinu (viz tabulka 3). Dale, radiografie ukazala, %e
dv& disulfonované sloudeniny inhibuji ztrdtu kostni hmoty a signifikantné chrani tibio—tarsalni
skloubeni. Mimo to je z histologického vySetfeni skloubeni ziejmé, ze disulfonované sloudeniny
vyrazn€ inhibuji tvorbu fibrosni tkané ve skloubeni, zatimco tato fibrosni tkati je vyznamné
pfitomna ve skloubeni u kontrolnich skupina a u skupin oetfenych diacetylrheinem.

Tabulka 3 — Uginek antrachinonmono— a disulfonavych kyselina na edem indukovany Freundo-
vym kompletnim adjuvans

Slou¢enina Dévka mg/kg/os Objem zvySeni edemu po 15 dnech
leva tlapka prava tlapka

Kontrola - 252 +£26 77+29

2,6—antrachinondisulfonova kyselina) 20 205 +41 25+20

N,N*“diethyl-2,6— 20 198 + 31 29+ 12

antrachinondisulfonamid

Diacetylrhein 20 231+22 92 £+ 30

Tato ochrannd aktivita je také dokdzana histologickymi vySetfenimi provedenymi na tibio-
tarsalnim skloubeni krys.

vvvvvv

produkci a uvoliiovani superoxxdovych aniontti z NADPH—dependentmch blologlckych systému,
neinhibuji aktivitusperoxid dismutasy, nejsou inhibitory serinovych proteas, nejsou mutagenni
v Amesové testu a nezpiisobuji chromosomalni aberace.

Test indukce chromosomalnich aberaci

Klastogeneticky ¢inek rheinu a 2,6-antrachinondisulfonové kyseliny byl hodnocen za pouziti
testu indukce chromosomélnich aberaci v bun&nych kulturach ovarii &inského kfetka (CHO).
V tomto testu se na bunénou linii pisobi testovanymi litkami a vhodnymi kontrolami, za
pfitomnosti metabolického aktivaéniho systému PO dobu &ty hodin. Potom se na buiiky v expo-
nencidlni fazi ristu pisobi kolchicinem (Colcemid®) po dobu 909 minut tak, aby byl ziskan signi-
fikantni po€et bun€k v metafézi a buiiky se odeberou pro ptipravu chromosomalni suspenze. Jako
pozitivni standard byl pouZit cyklofosfamid (1 — 5 — 10 — 12,5 — 25 pg/ml).

Toxicita testované sloueniny je hodnocena pomoci testu d¢innosti péstovani na plotnach,
plsobenim na buiiky po dobu &tyf hodin a potom jejich preotkovanim v koncentraci 200 bu-
nék/5 ml Eerstvého kultivaéniho média.

Na zéklad€ vysledkii ziskanych v tomto testu jsou vybrany davky pro oSetfeni v testu indukce
chromosomélnich aberaci tak, Ze nepfesahuji, v nejvy3s3i davce, 50% hladinu toxicity.

Vybrané davky byly:

rhein: 25-50-100-200 pg/ml
2,6-antrachinondisulfonové kyselina 50 — 100 — 150 — 200 — 250 pg/ml

Chromosomélni aberace jsou zaznamenavéany popisem typu strukturalniho poskozeni. Aberace
poctu a mezery jsou odstranény. Jsou vybrany metafaze vykazujici dobré otevieni chromosomu,
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dobré barveni a akceptovatelny po&et chromosomu (20 + 2). Pro statistické hodnoceni vysledki
je pouzit kvadraticky chi test.

Vysledky ukazuji, Ze 2,6—antrachinondisulfonova kyselina neindukuje Zadné chromosomélni
aberace, zatimco rhein je pozitivni v davkach 100 a 200 pg/ml (viz tabulky 4 a 5).

Tabulka 4 — Test chromosomalnich aberaci na ovaridlnich buitkich ¢inského kiecka

Slouenina Davka Metaféze celkem Metaféze s aberacemi P
Kontrola+S -9 I 220 13
10 pg/ml 32 12 P<0,001
CPS+S-9 5 pg/ml 100 25 P<0,001
1 pg/ml 100 10 N.S
250 pg/ml 100 6 N.S
2,6- 200 pg/ml 100 8 N.S
antrachinondisulfon 150 o/m| 100 8 N.S
ovikyselina+S8-9 199 pg/ml 100 4 N.S
50 pg/ml 100 2 N.S

CPS = Cyklofosfamid

S - 9 = metabolicky aktivaéni systém

Tabulka 5 — Test chromosomalnich aberaci na ovarialnich bufikach ¢inského kfecka

Sloudenina Davka Aberace Aberace Aberace P
(ug/ml)  jednoduché komplexni S+C
Kontrola 400 metabazi /! 8 4 12
CPS 25 0 87 87 P<0,001
100 metafazi 12,5 0 44 44 P<0,001
Rhein 200 3 5 8 P<0,05
100 metafazi 100 3 6 9 P<0,05
50 1 3 4 N.S
25 1 1 2 N.S

Tyto charakteristiky jasné odli¥uji slouteniny podle pfedkladaného vynélezu od rheinu.
Utinek disulfonovanych antrachinonti na méd’ ,,vychytavajici u&inek.

Studie zahrnuje produkci superoxidového aniontu prostfednictvim hypoxantin/xantin oxidasové-
ho systému a cilem je sniZeni obsahuje kovu v cytochromu C. O médi je znamo, Ze je schopna
vychytavat radikily produkované uvedenym systéme. Cinidla, chelatujici m&d’ inhibuji takovy
efekt ,,vychytavani®.

Tabulka 6 ukazuje, Ze rhein inhibuje uvedeny uéinek, zatimco 1-antrachinonsulfonova kyselina
a 2—-antrachinonsulfonova kyselina jsou téméf inaktivni.
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Tabulka 6 — Uéinek ,,vychytavani“ zpisobené médi

Slouéenina % redukce
1-AQ 3

2-AQ 5

1,5-AQ 4

2,6-AQ 6

rhein 45

1-AQ: antrachinon—1-sulfonova
2—-AQ: antrachinon—2—sulfonova
1,5-AQ: antrachinon-1,5-disulfonova kyselina
2,6-AQ: antrachinon-2,6—disulfonova kyselina

Pfedkladany vynélez se také tykad farmaceutickych prostfedkd obsahujicich terapeuticky t¢inné
mnozZstvi slou¢eniny podle vzorce I ve smési s béZnymi nosi€i a pomocnymi latkami.

Prostfedky podle ptedkladaného vynalezu jsou pfipraveny podle metod v oboru znamych, naptik-
lad podle téch, které jsou popsany v ,Remington’s Pharmaceutical Sciences Handbook®, XVII
Ed., Mack Pub. Inc., N.Y., USA.
Pfiklady prostfedkii pro enterilni, parenterdlni, lokalni podani jsou tablety, kapsle, granule,
piipravky s fizenym uvoliiovanim, kapalné pfipravky pro piti, injektovatelné piipravky, &ipky,
krémy, transdermalni p¥ipravky.

V orélnich pfipravcich je divka aktivni slozky v rozsahu od 10 do 500 mg v zavislosti na aktivita
produktu a terapeutickém pouZiti. Pro systémové pouZiti je divka od 1 do 100 mg.

Daéle jsou popsany ilustrativni pfiklady.

Priklady provedeni vynélezu

Ptiklad 1
N, N “diethyl-2,6—antrachinondisulfonamid

13,0 g antrachinon—2,6—disulfonylchloridu je suspendovano do 300 ml methylenchloridu za

(dikladného michéni. Do smési se ptidd 300 ml diethylenaminu, pomoci kapaci nalevky takovou

rychlosti, aby teplota nepfesahla 25 az 30 °C, za chlazeni roztoku, pokud je nezbytné. Vznikla
suspenze se michd po dobu 6 hodin, a potom se necha stat pfes noc. Suspenze se potom ptida
k 100 ml IN NaOH za miseni, potom se mich4 po dobu 2 hodin a potom se vznikl4 pevna latka
zfiltruje a pevny podil se dikladné promyje vodou.

Ziska se 9,3 g produktu s dobrou &istotou (95 — 97 % podle HPLC), ktery, pokud je to nutné,
miiZe byt rekrystalizovan z 3/1 roztoku dimethylacetamidu/vody.

IR a NMR analyzy potvrdily identitu produktu.



10

15

20

25

30

35

40

45

CZ 293326 B6

Ptiklad 2
N, N~(p—-ethoxyfenyl)-2,6—antrachinondisulfonamid

15,5 ml p—fenetidinu se pfida k 150 ml methylenchloridu, za dikladného michani. Pak se ptida
6,1 g antrachinon—2,6—disulfonylchloridu postupné po malych Eastech tak, aby teplota nepfesahla
15 az 20 °C, za chlazeni roztoku, potom je nezbytné. Vznikla suspenze se micha po dobu
3 hodin, a potom se necha stat po 3 dny; vznikla pevna latka se zfiltruje a pevny podil se promy-
va v 1M kyseliné chlorovodikové a potom ve vodg. Ziska se 9,8 g produktu, ktery se rekrysta-
lizuje dvakrat z roztokt dimethylacetamidu/vody. Nakonec se ziska 3,8 g Eistého produktu.

IR a NMR analyzy potvrdily identitu produktu.

Ptiklad 3
2,6—antrachinondisulfonamido—N, N “kaproova kyselina

16,4 g methyl-6—aminokaproat hydrochloridu, 18 ml trimethylaminu a 200 ml p-dimethyl-
aminopyridinu je pfidano k 150 ml diethyletheru, za dikladného promichani. 6,1 g antrachinon—
2,6—disulfonylchloridu je pfidano gradualné, pomalych &astech tak, aby teplota nepfesahla 15 az
20 °C, za chlazeni roztoku, pokud je nezbytné. Vznikla suspenze je michana po dobu 3 hodin pfi
pokojové teploté a potom se necha odstit po dobu 3 dni; potom je rozpoustédlo odpafeno
a ziskand pevna latka ziskana s 35 g KOH rozpusténym v 500 ml voda/methanol 1/1. Smés je
michana po dobu 1 hodiny pfi pokojové teploté, potom je acidifikovana 20% kyselinou chlorovo-
dikovou na silné kyselé pH; po michéani po dobu 5 minut se vznikla pevna latka zfiltruje a pevny
podil se dikladné promyje vodou. Ziska se 5,0 g produktu, ktery se dvakrat rekrystalizuje z roz-
tokt dimethylacetamidu/vody. Nakonec se ziska 2,1 g €istého produktu.

IR a NMR analyzy potvrdily identitu produktu.

Ptiklad 4
Kapsle z mékké Zelatiny:

kazda kapsle z mekké Zelatiny obsahuje:

1) 2)
Aktivni slozka 100 mg 300 mg
Sojovy olej 50 mg 150 mg

Disperze aktivni sloZky v sojovém oleji je po kapsli zm&kké Zelatiny davkovana za pouZiti
vhodného prostfedku.

Aktivni slozky pouZité v této lékové formé jsou s vyhodou:
1) - N N4diethyl-2,6—antrachinondisulfonamid

2) — N, NAp-ethoxyfenyl)-2,6—antrachinondisulfonamid
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Priklad 5

Kapsle z tuhé Zelatiny:

kazda kapsle obsahuje:
Aktivni slozka 40 mg 200 mg
Lakt6za 200 mg 285 mg
Stearat hofe¢naty 10 mg 1S mg

Produkty jsou smiseny a potom dévkovany do kapsli vhodné velikosti.
Aktivni sloZky pouZité v této formulaci jsou s vyhodou vybrany z:

1) - sodnych soli 2,6— nebo 1,5-antrachinondisulfonové kyseliny;
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2) - 2,6-antrachinondisulfonamido—N, N'—kapronové kyseliny

Piiklad 6
Tablety
Kazda tableta obsahuje:

Aktivni slozka

Mikrokrystalicka celul6za
Bezvoda lakt6za

Sodna siil karboxymethyl $krobu
Stearat hofe¢naty

Aktivni sloZka je dikladné smisena s mikrokrystalickou celulézou a bezvodou laktézou, za stalé-
ho michani se pfida sodna sil karboxymethyl $krobu a stearat hofednaty a potom je. vznikla smés

250 mg
200 mg
220 mg
21 mg
9 mg

15 mg
800 mg
97 mg
6 mg

2 mg

proseta a tabletovana za ziskani tablet o hmotnosti 700 a 920 mg, v pfislu$ném potadi.

Aktivni sloZky pouZité v této formulaci jsou s vyhodou:

1) - N,N“diethyl-antrachinondisulfonamid;

2) — N ,NZ(p—ethoxyfenyl)-2,6—antrachinondisulfonamid;

3) —sodné soli kyseliny antrachinonsulfonové vzorce (1)

Ptiklad 7

Krém

Aktivni sloZka 2,000 g
Smés cetyl- a stearylalkohol 15,000 g
laurylsiran sodny 1,500 g
decyloleat 10,000 g
Vaselinovy olej 5,000 g
Pfecisténa voda 66,000 g
Methyl-para—oxybenzoat 0,160 g

-10 -
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Propyl-para—oxybenzoat 0,040 g
RiZova esence 0,300 g

Smés cetyl a stearyl alkoholil je rozpusténa s laurylsulfatem sodnym a decyl aloatem, pak se
prida aktivni slozka a dikladné se promicha. Ziskany produkt je potom pfidan do vody o stejné
teploté, pii které byl methyl-p—oxybenzoét a propyl-p-oxybenzoat rozpuitén, pak je pedlivé
emulsifikovin ve vhodném prostfedku, ochlazen na asi 60 °C za michani, je pfidana rizova
esence a potom je produkt ochlazen a distribuovan ve vhodnych kontejnerech.

Vhodnymi aktivnimi slozkami ptipravku jsou:

— N, N4diethyl-2,6-antrachinondisulfonamid,

— N, N~(p-ethoxyfenyl)-2,6—antrachinondisulfonamid.

Piiklad 8
Mast

Podobnym zplisobem miiZze byt pfipravena mast, kde se aktivni slozka sklada ze soli slougenin
vzorce (I) za pouziti smési nasledujiciho sloZeni:

Aktivni slozka 3,000 g
Hamamelis voda 27,000 g
Cetyl alkohol 16,500 g
Volné a esterifikované steroly 1,000 g
Methyl-para—oxybenzoat 0,150 g
Propylgalat 0,030 g
Propylenglykol 7,000 g
RiZzova esence 0,250 g
versenat dvojsodny 0,050 g
Vitamin F 80% 1,250 g
Polyglykolové estery nasycenych a

nenasycenych mastnych amidi Cy3—Cy 0,500 g

PretiSténa voda q.s. 100 g.

Priklad 9
Intramuskularni injekce

KaZda ampule obsahuje:

Aktivni sloZka 25,00 g
Chlorid sodny 3,80g
Dihydrét citratu sodného 2573 g
Monohydrat kyseliny citronové 787 ¢
Aqua pro inj. qs. 2ml

Roztok aktivni slozky a pomocnych latek je steriln& filtrovan a rozd€len do ampuli, které jsou
potom sterilizovany v autoklavu po dobu 15 minut pfi 121 °C.

Aktivnimi slozkami pouZitymi v této lékové formé jsou s vyhodou sodné soli antrachinonsulfo-
nové Kyseliny vzorce (I).

-11-
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Priklad 10

Intraartikularni injekce

KaZda ampule lyofilizovaného produktu obsahuje:
Aktivni slozku 1 mg
Manitol 50 mg
Hydroxid sodny  q.s. pH 6,5

KaZzda ampule na fefeni obsahuje:

Aqua pro inj. 2ml

Roztok aktivni sloZky a pomocnych latek je sterilng filtrovan a rozdélen do ampuli, a potom je
suen lyofilizaci ve vhodném prostfedku.

Aktivni slozkami pouZitymi v této formulaci jsou s vyhodou sodné soli antrachinonsulfonové
kyseliny vzorce (I).

PATENTOVE NAROKY

1.  Pouziti mono- a disulfosubstituovanych antrachinoni obecného vzorce I:

(1),

kde

A je skupina vzorce —SO;R, kde R je vodik nebo kation schopny poskytnout ve vodé rozpustny
farmakologicky pfijatelny derivat, nebo

A je skupina vzorce —-SO,R’, kde R' je NR’R? skupina, ve které je R? vodik nebo C,—Cg primy
nebo rozvétveny alkyl, R® je -CH(COOH)-R®, kde R’ je C,—C; alkyl nebo C,~C,, arylalkyl;
—(CH;),—COOH, kde n je celé &islo od 1 do 6, C,—Cs pfimy nebo rozvétveny alkyl, —-C¢H,~O—
(CH)u—CHj, kde m je celé &islo od 1 do 4, nebo

R' je —OR® skupina, kde R* je C;—Cs pfima nebo rozvétvena alkyl skupina nebo Cs—Co arylova
skupina, popfipadé substituovana substituentem ze skupiny aminoskupina, C,—Cs alkylamino-
skupina, hydroxyskupina, C,~C¢ alkoxyskupina nebo merkaptoskupina,

B je atom vodiku, nebo

-12-
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B ma stejny vyznam jako A, s vyjimkou pfipadu, Ze¢ A a B jsou simultann€ —SOs;R nebo
~SO;R!, pro ptipravu lé¢iva pro 1é¢eni patologii, pii kterych se vyskytuji eroze chrupavéité
a kostni matrice pfi nejpokroéilej$im stadiu onemocnéni.

2. Pouziti mono- a disulfosubstituovanych antrachinond podle naroku 1, pro pfipravu farma-
ceutického prostfedku pouzitelného pro 1é¢bu osteoartrosy.

3. Pouziti mono— a disulfosubstituovanych anthrachinoni podle naroku 1, pro pfipravu farma-
ceutického prostfedku pouzitelného pro 1é¢bu revmatoidni artritidy.

4. Pouziti mono— a disulfosubstituovanych antrachinoni podle naroku 1 nebo 2 nebo 3, kde
antrachinon je vybran ze skupiny skladajici se z:

2,6—antrachinonsulfonamido—N, N “kapronové kyseliny,

N,N “diethyl-2,6—antrachinondisulfonamidu,
N,N'—(p—ethoxyfenyl)-2,6-antrachinondisulfonamidu.

5. Mono- a disulfosubstituované antrachinony ze skupiny

2,6—antrachinonsulfonamido—N, N-kapronova kyselina,

N,N ~diethyl-2,6—-antrachinonsulfonamid,

N,N~(p—ethoxyfenyl)-2,6—antrachinondisulfonamid.

6. Zpisob ptipravy mono- a disulfosubstituovanych antrachinoni podle naroku 5, vyzna-
€ujici se tim, Ze zahrnuje reakci odpovidajicich halogeni antrachinonmono- nebo
disulfonovych kyselin s vhodnym aminem.

7. Farmaceuticky prostfedek, vyznac¢ujici se tim, Ze obsahuje terapeuticky Gcinné

mnoZzstvi mono— a disulfosubstituovanych antrachinoni podle naroku 5 ve smési s farmaceuticky
akceptovatelnymi nosic¢i a pomocnymi latkami.

Konec dokumentu
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