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Farmaceuticky p¥ipravek k prevenci nebo sniZeni tibytku kostni hmoty

Oblast techniky

Vynilez se tyka farmaceutického pfipravku k prevenci nebo sniZeni ibytku kostni hmoty na
zéklad& pouziti novych diarylchromant a jejich farmaceuticky pijatelnych soli.

Dosavadni stav techniky

Prestavba kosti je dynamicky proces, pti kterém se skeletalni hmota a architektura obnovuji
a udrzuji. Tato obnova a udrzovani je rovnovéha mezi kostni resorp&ni a tvorbou kosti, kdy jsou
osteoklasty a osteoblasty povaZovany za dva kliové Giastniky v procesu piestavby. Osteoklast
iniciuje cyklus pfestavby resorbovanim dutiny v kosti, ktera se nasledng znovu napliiuje, kdyz
osteoblast syntetizuje a uklad4 novou kostni matrici do exkavace. Aktivace osteoklastu a osteob-
lastu jsou reguloviny komplexem interakci mezi syntetickymi hormony a lokalni produkci
rustovych faktorti a cytokini v aktivnich ptestavovanych mistech.

Nerovnovéhy v pfestavbé kosti jsou spojeny s takovymi stavy jako je osteoporéza, Pagetova
choroba a hyperparathyroidismus. Osteoporéza charakterizovana bytkem skeletalni hmoty je
Jednou z nejbéznéjsich chorob u postmenopausalnich Zen a je &asto pri¢inou oslabeni a bolesti-
vych fraktur patefe, ky&li a zapésti.

Pfiblizn& 25 % v3ech Zen po menopauze je postizeno osteoporézou a obecné je pfijimano hledis-
ko, Ze etiologie choroby zahrnuje redukci ob&hovych estrogenii (Komm a spol., Science 241:81—
84, 1988). Komm a spol. dale uvadgji, ze podil bilych Zen ve Spojenych statech, u kterych je
nebezpeti fraktury ky¢li je 15 %, nebo 247 000 ky&elnich fraktur za rok u Zen ve véku nad 45 let.

Néklady na osteopordzu, jak perzonélni, tak finanéni, jsou enormni. V roce 1984 bylo provedeno
145 000 repozic zlomenin u pacientek a 107 000 ky&elnich arthroplastik a nahrad u americkych
Zen na 65 let. Z pacientek, které Zily samotné pred frakturou kyéle vyzaduje pak 15 az 20 %
dlouhou dobu pé¢i nasledkem fraktury a o rok pozdgji fraktura stale je§ts neumoztiovala, jejich
nezavislost. Celkové finanéni niklady na 1é&bu osteopordzy, zahmujici fraktury, byly ve Spoje-
nych statech v roce 1986 7 az 10 milioné dolart (Peck a spol., Am. J. Med. 84:275-282, 1988).

Ubytek kostni hmoty spojeny s osteoporézou byl zastaven podavéani exogennich estrogen. Aby
byla i¢inna, musi estrogenova terapie zagit nékolik let pfed menopausou a mély by pokralovat
10 az 15 let ~ podle Thorneycrofta (Am. J. Obstet. Gynecol. 160:1306-1310, 1989). I kdyz
existuji rizné typy estrogent, je 17-B-estrediol primarnim estrogenem, nachazejicim se pfiroze-
né u premenopausalnich Zen a je Easto slougeninou volby pro terapeutické pouziti. P¥i doporuce-
nych davkach viak dochazi k nezadoucim vedlej$im G&inkiim, kde nejvétsim problémem je dobie
znamy vztah estrogenové terapie s rakovinou endometria a prsu. Vyskyt rakoviny je zavisly jak
na dédvce tak na dob¢ trvani.

Vylougeni rakovinového rizika bylo dosaZeno sou¢asnym pouzitim progestogenu s estrogenem.
Tato kombinace nicméng piisobi névrat menses, ktery mnoho Zen shledavéa neZidoucim. Dalgi
nevyhodou je, Ze dlouhodobé Gginky progestogenu nebyl tiplné stanoveny. Velka populace zen
vyZaduje tedy ndhradu k ormonovym néhradovym terapiim, ktera by bezpen& zabréanila rychlé
ztrat€ kostni hmoty, kterd prochazi menopauzou.

Centchroman je nesteroidni sloutenina, o které je zndmo, ze m4 antiestrogenni aktivitu. Pouziva
se v Indii jako ordlni antikoncepce (viz naptiklad Salman a spol., US patent &. 447622; Singh
aspol., Acta Endocrinal (Copenh) 126:444-450, 1992; Grubb, Curr. Opin. Obstet. Gynecol.
3:491-495, 1991; Sankaran a spol., Contraception 9:279-289, 1974; indicky patent ¢. 129187).
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Centchroman miiZe byt také hodnocen jako protirakovinové &inidlo pro 1é¢bu pokrogilé rakoviny
prsu (Misra a spol., Int. J. Cancer 43:781, 1989), ale dosud nebyl povaZzovan za majici vliv na
kostni resorpci.

Zustava zde tedy v oboru potfeba pripravki a zplsobi vhodnych pro sniZeni ubytku kostni
hmoty, zejména bytku kostni hmoty spojené s osteopordzou. Existuje dali potieba takovych
pripravkd, které nevykazuji nezadouci vedlejsi Gginky estrogenu. PiedloZeny vynalez poskytuje
takové prostifedky a zpilisoby a poskytuje i jiné s tim spojené nevyhody.

Popis obrazki na pfipojenych vykresech

Obr. 1 ilustruje G¢inky centchromanu na ibytek kostni hmoty u ovarektomizované mysi.

Obr. 2 ilustruje Geinky centchromanu na spongiozni kostni objemy v proximalni tibii ovarektomi-
zovanych krys.

Obr. 3 ilustruje i€inky centchromanu na kostni resorpci (vlevo) a hmotnosti d€lohy (vpravo)
u ovarektomizovanych krys.

Podstata vynalezu

Pfedmétem vynalezu je pouZiti 3,4—diarylchromanti obecného vzorce I

RS

) .
Y

R1 O Rr2
v ném2

R1, R4 a RS znadi jednotlivé vodik, hydroxyl, halogen, trifluormethyl, C, alkyl, C,_ alkoxyl
nebo terciarni amino—C,_¢ alkoxyl RS kromé toho zna¢i jesté pyrrolidinoethoxy a

R2 a R3 znaéi jednotlivé vodik nebo C,_¢ alkyl,

a jejich farmaceuticky pfijatelnych soli ve spojeni s farmaceuticky pfijatelnymi nosi¢i pro vyrobu
farmaceutickych pFipravku k prevenci nebo sniZeni ibytku kostni hmoty.

Pouziti podle vynalezu se tyka pro vyrobu farmaceutickych prostfedki ke snizeni Gbytku kostni
hmoty vlivem zejména osteopordzy, Pagetovy choroby nebo hyperparathyroidismu.

Jedno provedeni vynalezu pfedstavuje pouZiti uvedenych 3,4—diarylchromanii obecného vzorce I,
v némz R1 je C,¢alkoxyl, R2 a R3 jsou C, alkyly, R4 je vodik a RS je terciarni amino—C,_¢
alkoxyl.

Jiné provedeni vynalezu se tykd pouZiti 3,4—diarylchromani uvedeného obecného vzorce I,
v némZ R1 je methoxyl a ostatni substituenty maji shora uvedené vyznamy.
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Dal3im provedenim tohoto vynalezu je pouziti 3,4-diarylchromanti uvedeného obecného vzorce
I, vnémz R2 a R3 jsou methyly a ostatni substituenty maji shora uvedené vyznamy.

Jinym vyhodnym provedenim vynilezu je pouziti 3,4—diarylchromani uvedeného obecného
5 vzorce I, v némz R4 je vodik a ostatni substituenty maji shora uvedené vyznamy.

DalSim provedenim vynalezu je pouZiti 3 4-—d|arylchromanu uvedeného obecného vzorce I,
v némz RS je skupina vzorce

| PN

a ostatni substituenty maji shora uvedené vyznamy.

Vyhodné provedeni vynélezu pfedstavuje pouZiti 3,4-diarylchromant ve formé izolovanych d-
15 nebo l-enantiomeri, zejména ve formé izolovanych 1-enantiomerd.

Jinym provedenim vynélezu je pouziti 3,4-diarylchromanil, jez maji obecny vzorec Ia

R4
@ (Ia)d
W

RS

0
R1 R2
20
v némzZ viechny substituenty maji shora uvedené vyznamy.
Vyhodnym provedenim vynélezu je pouziti 3,4-diarylchromanu, ktery ma konkrétni vzorec Ib
(Ib)
25

a to ve formé jeho izolovaného d— nebo l-enantiomeru, zejména pak ve formé izolovaného 1-
enantiomeru.

30 PouZiti 3,4-diarylchromanii podle vynilezu je vhodné pro pfipravu farmaceutickych ptipravki
zejména pro postmenopausalni pacientky.
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Vyhodné jsou podle tohoto vynalezu farmaceutické pﬁpfavk}} ve formé pro ordlni podavani
a s obsahem 0,1 az 5,0 mg Géinné latky na kg télesné hmotnosti pacienta v denni davce.

Jinym provedenim tohoto vynilezu jsou farmaceutické pfipravky podavatelné v dennich az
tydennich intervalech.

Dalsim provedenim vynalezu je pouZiti 3,4—diarylchromanti pro vyrobu farmaceutickych pfiprav-
kit podavatelnych ve formé podkozniho implantatu.

Jinym provedenim vynalezu je pouZiti izolovanych d— nebo 1—enantiomeri 3,4-diarylchromanti
inhibujicich ubytek kostni hmoty, shora uvedeného obecného vzorce I, v némz R1, R4 a RS znaci
jednotlivé vodik, hydroxyl, halogen, trifluormethyl, C,¢ alkyl, C, alkoxyl nebo tercidrni
amino—C; alkoxyl a RS kromé toho znadi jesté pyrrolidinoethoxyl a R2 a R3 jsou jednotlivé
vodik nebo Cy alkyl, nebo jejich farmaceuticky pfijatelnych soli, pro vyrobu farmaceutickych
pfipravkil k léeni osteopordzy, obsahujicich u€innou latku v mnoZstvich inhibujicich resorpci
kostni hmoty.

Daldim vyhodnym provedenim vynalezu je pouziti izolovanych d— nebo l-enantiomeri 3,4
diarylchromanii uvedeného obecného vzorce I, v némz R1 je C,_ alkoxyl, R2 a R3 jsou C,
alkyly, R4 je vodik a RS je terciarni amino—C,_¢ alkoxyl.

Jiné provedeni vynalezu se tyka pouziti izolovanych d— nebo l-enantiomerii 3,4—diarylchromant
uvedeného obecného vzorce I, v némz R1 je methoxyl a ostatni substituenty maji shora uvedené
vyznamy.

Jesté jinym provedenim vynalezu je pouziti izolovanych d— nebo l-enantiomert 3,4-diaryl-
chromanii uvedeného obecného vzorce I, v némz R2 a R3 jsou methyly a ostatni substituenty
maji shora uvedené vyznamy.

Dalsi pouzité podle tohoto vynalezu se tyka izolovanych d— nebo l-enantiomeri 3,4-diaryl-
chromani uvedeného obecného vzorce I, v némz R4 je vodik a ostatni substituenty maji shora
uvedené vyznamy.

Jinou vyhodnou moZnosti je pouZiti izolovanych d— nebo l-enantiomeri 3,4-diarylchromant
uvedeného obecného vzorce I, v némz RS je skupina vzorce

o NQ

a ostatni substituenty maji shora uvedené vyznamy.

Dalsi provedeni vynalezu piedstavuje pouziti izolovanych d— nebo l-enantiomeru 3,4-diaryl-
chromanii uvedeného obecného vzorce Ia, v ném v3echny substituenty maji shora uvedené
vyznamy.

Vyhodné je pouZiti izolovanych d— nebo I-enantiomert 3,4—diarylchromani uvedeného konkrét-
niho vzorce Ib, zejména u postmenopausalnich pacientek.

jesté jiné vyhodné provedeni vynalezu pfedstavuje pouziti 3,4-diarylchromani shora uvedeného
obecného vzorce I, vnémz R1, R4 a RS znadi jednotlivé vodik, hydroxyl, halogen, trifluor-
methyl, C,_ alkyl, C,_¢ alkoxyl nebo tercidrni amino—C,_ alkoxyl a R5 kromé& toho znaci jesté
pyrrolidinoethoxyl a R2 a R3 jsou jednotlivé vodik nebo C,_¢ alkyl, pro pfipravu farmaceutickych
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piipravkd k 1é¢eni tbytku kostni hmoty vlivem osteoporézy, Pagetovy nemoci nebo hyperpa-
rathyroidismu.

Termin ,,C, alkyl“ znaii alkyl s pfimym nebo rozvétvenym fetézcem, jako je methyl, ethyl, n—-
propyl, isopropyl, n-butyl, terc.butyl, n-amyl, sek.amyl, n-hexyl, 2—ethylbutyl, 2,3—dimethyl-
butyl a podobné.

Termin ,,C¢ alkoxyl” znali alkoxyl s pfimym nebo rozvétvenym fetézcem, jako je methoxyl,
ethoxyl, n-propoxyl, isopropoxyl, terc.butoxyl, n—amyloxyl, sek.amyloxyl, n-hexyloxyl, 2—
ethylbutoxyl, 2,3—dimethylbutoxy! a podobné.

»Halogen® zahruje chlor, fluor, brom a jod.

»lerciani amino-C,_¢ alkoxyl“ znadi dialkylamin, jako je dimethyl, diethyl, dipropyl, dibutyl
nebo polymethylenimin, napt. piperidin, pyrrolidin, N-methylpiperazin nebo morfolin.

Vyhodné je pouZiti slouceniny obecného vzorce I v trans—konfiguraci. Tyto slougeniny mohou
byt pouZivany jako racemické smési nebo izolované d— nebo l-enantiomery.

PredloZeny vynalez je zaloZzen na objevu, Ze reprezentativni 3,4—diarylchroman, centchroman
(3,4-trans—2,3—dimethyl-3—fenyl-4—[p—(beta—pyrrolidinoethoxy)fenyl]-7-methoxy—chroman),
je w€innym inhibitorem tbytku kostni hmoty u ovarektomizovanych mysi a krys. Tyto zvifeci
modely napodobuji postmenopauzélni stav a jsou obecn& uzndvanymi modely osteoporézy. Tyto
udaje tak indikuji, Ze 3,4-diarylchromany jsou vhodnymi terapeutickymi &inidly pro sniZeni
bytku kostni hmoty u savci, veetné primatt jako je €lovek.

Zvlasteé vyhodnou sloueninou pro pouZiti v pfedlozeném vynalezu je centchroman vzorce I1

(I1)

I'kdyZ je uveden jen enantiomer, je tfeba chépat, Ze vzorec II je zde pouzivan pro ozna&eni trans
konfigurace 3— a 4—fenylovych skupin a 2e zahrnuje jak d— a l-enantiomery jakoZ i racemické
smési.

3,4-Diarylchromany se pfipravi znamymi metodami jako jsou metody popsané v US patentu &.
3340276. Carney a spol., US patent &. 3822287, Bolger a Ray a spol., J. Med. Chem. 19:276—
279, 1976, které jsou zde zahrnuty jako odkazy. Konverze cis izomeru na trans konfiguraci
pomoci pfeskymu katalyzovaného organokovovou bazi je popsana v US patentu &. 3822287.
Opticky aktivni d- a |- enantiomery mohou byt pfipraveny jak popsal Salman a spol. v US
patentu ¢. 4447622 (zahrnut zde jako odkaz) tvorbou soli sopticky aktivni kyselinou, ktera se
podrobi alkalické hydrolyze za vzniku poZzadovaného enantiomeru.
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V predlozeném vynilezu mohou byt 3,4-diarylchromany pfipraveny ve formé farmaceuticky
pfijatelnych soli, zejména adi¢nich soli s kyselinami, zahrnujici soli organickych a anorganickych
kyselin. Priklady takovych soli zahrnuji soli organickych kyselin jako je kyselina mravenci,
kyselina octova, kyselina propinova, kyselina glykolova, kyselina mlécna, kyselina hroznova,
kyselina $tavelova, kyselina jantarova, kyselina jable¢na, kyselina vinna, kyselina citronova,
kyselina benzoova, kyselina salicylova a podobné. Vhodné soli s anorganickymi kyselinami
zahrnuji soli kyseliny chlorovodikové, bromovodikové, sirové a fosforeéné a podobné. Adicni
soli s kyselinami mohou byt ziskany jako piimé produkty syntézy sloudeniny. Alternativné miize
byt volna baze rozpusténa ve vhodném rozpoustédle, obsahujicim vhodnou kyselinu a siil byt
izolovana odpafenim rozpoustédla nebo jinym zpisobem oddéleni soli a rozpoustédia.

3,4-Diarylchromany a jejich soli jsou pouzitelné v lidské a veterindarni medicin€ pro regulaci
kostniho metabolismu. Tyto sloudeniny mohou byt pouZity napiiklad v 1écbé pacienti postize-
nych abytkem kostni hmoty zplisobenym osteoporézou (zahrnujici postmenopauzalni osteoporo-
zu a s glukokortikoidy spojenou osteopor6zu), Pagetovu chorobu, hyperparathyroidismus,
hyperkalcemii malignich a jinych stavii charakterizovanych nadmérnou rychlosti kostni resorpce
a/nebo sniZenou rychlosti tvorby kosti.

Pro pouziti v pfedlozeném vynalezu jsou 3,4—diarylchromany a jejich farmaceuticky pfijatelné
soli formulovany s farmaceuticky pfijatelnym nosi¢em pro poskytnuti lé&iva pro parenteralni,
oralni, nasalni, rektalni, subdermalni nebo transdermalni podani podle bé&znych metod. Formulace
mohou dile obsahovat jedno nebo vice fedidel, plniv, emulgatorl, ochrannych latek, pufri,
pfisad atd. a mohou byt poskytnuty v takovych formach jako jsou kapaliny, prasky, emulze,
&ipky, liposomy, transdermalni naplasti, podkozni implantaty s fizenym uvolfiovanim, tablety
atd. Odbornik v oboru miize formulovat slougeniny vhodnym zpisobem a v souladu s pfijatelnou
praxi tak, jak je popsano v Remington’s Pharmaceutical Sciences, Gennaro ed., mack Publishing
Co., Easton, PA, 1990 (zahrnut jako reference v celém svém rozsahu).

Preferovano je oralni podani. Uginna slouenina se pfipravi ve form& vhodné pro ordlni podani
jako je tableta nebo kapsle. Typicky se farmaceuticky pfijatelna stl sloudeniny kombinuje
s nosi¢em a lisuje do tablet. Vhodné nosice z tohoto hlediska zahrnuji $krob, cukry, fosforednan
divapenaty, stearat vapenaty, stearat hofenaty a podobné. Takové kompozice mohou daile
obsahovat jednu nebo vice pomocnych substanci jako jsou sméceci €inidla, emulgatory, ochranné
latky, stabilizatory, barviva atd.

Farmaceutické pripravky jsou podavany v dennich aZ tydennich intervalech. ,,Uginné mnozstvi“
takového farmaceutického pfipravku je mnoZstvi, které poskytuje klinicky vyznamnou inhibici
iibytku kostni hmoty. Takova mnozstvi budou zejména zaviset na konkrétnich podminkéch, které
maji byt léeny, véku, hmotnosti a celkovém zdravi pacienta a jinych faktorech, které jsou ziejmé
odbornikim v oboru. Obecné je inhibice Ubytku kostni hmoty vyjadfena jako statisticky
vyznamny rozdil ve spongioznim kostnim objemu mezi lé¢enou a kontrolni skupinou. Toto miize
byt ziejmé naptiklad jako5S az 10% nebo vy$Si rozdil ve hmot& spinélni kosti nebo kostnim
obsahu minerali za dva roky. Udaje z pfijimanych zvifecich modeld, jako jsou ovarektomizované
mysi nebo krysi modely osteopordzy, jsou obecné zakladem pro fadovou predpovéd’ velikosti
davek u lidi. Naptiklad terapeutické davky pro 1é¢bu osteoporézy budou obecné v rozmezi od
0,01 a 50 mg/kg/den, vyhodn& 0,05 aZ 10 mg/kg/den, nejvyhodnéji 0,1 az 5,0 mg/kg/den. Pouziti
cis~izomerl nebo racemickych smési muze vyzadovat davky blizsi vy3si hodnoté uvedeného
rozmezi.

Farmaceutické pfipravky mohou byt podavéany v jednotkové davkové formé denné az tydenné.
Alternativné mohou byt poskytnuty jako pfipravky s fizenym uvoliiovanim vhodné pro podkoZni
implantaci. Implanty jsou formulovany pro poskytnuti uvolnéni U¢inné slouceniny béhem
pozadované &asové periody, kterd mize &init az n&kolik let. Piipravky s fizenym uvoliiovanim
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jsou napfiklad popsdny Sandersem a spol., J. Pharm. Sci. 73:1294-1297, 1984, US patent &.
4489056 a US patent &. 4210644, které jsou zde zahrnuty jako reference.

Nasledujici ptiklady jsou minény jako ilustrujici a v Zadném pripadé ne jako omezujici.

Piiklady provedeni vynélezu

Priklad 1

Schopnost centchromanu chrénit pfed osteopenii vyvolanou nedostatkem estrogenu byla
hodnocena v modelu ovariektomizované mysi. Dvacetétyti samic mysi Swiss—Webster (8 tydni
star¢) bylo o3etfeno pfed pokusem ovariektomii nebo klamnym chirurgickym zakrokem pred
potatkem 4tydenniho 1éZebného protokolu. U ovariektomie byl proveden boéni fez kiizi, svalstvo
a abdominalni peritoneum byly odtaZeny, vajeniky lokalizovany a oddéleny od p¥ipojeného tuku
a pojivové tkan€ a vyfiznuty. V klamavém postupu byly vajeniky exteriorizoviny a znovu
navraceny. U vSech zvifat byly peritoneum a svalovina selity a kozni fezy byly uzavieny
svorkami.

Centchroman byl rozpudtén v miniméalnim mnoZstvi dimethylsulfoxidu a ziedén olejovym
vehikulem na koncentraci 50 ug/100 ul. My3i byly oSetieny dvakrat za tyden po 4 tydny
subkutanni injekci centchromanu nebo olejového vehikula podle nésledujiciho rezimu:
simulovany/olejovy vehikulum (SV); OVX/olejové vehikulum; OVX/50 ug centchromanu
dvakrat tydn&. V kazdy skupiné bylo 8 zvitat.

Na zavér 4-tydenniho centchromanového lé&eni byly mysi anestetizovany etherem a usmrceny
cervikélni dislokaci. Ihned po usmrceni byly odebrany femury a fixovany v 70% ethylalkoholu
(EtOH) a dehydratovany postupné zvySujicimi se koncentracemi alkoholu: 95% EtOH po 24
hodin pak tfikrat vyména 100% EtOH vzdy po 24 hodinich. Po konetném 100% EtOH byly
femury vy€iStény ve dvou vyménach xylenu a pak zpracovény tak, aby nedekalcinovaly a byly
uloZeny do methakrylatového plastu podle jiz popsanych metod (Bain a spol., Stain Technology
65: 159163, 1990). Piedni sekce distalnich metafyt femuru silné 5 um byly od¥iznuty na rota&ni
mikrofezalce Reichert-Jung 2050 opatfené wolframo-karbidovym noZem. 5 um sekce byly
umistény na sklitka a vybarveny Goldnerovym trichromanovym barvivem.

Histomorfometricka méfeni distalnich metafyz byla provedena pouzitim Bioquant Bone
Morphometry Program (Biometrics, Inc. Nashville, TN) za sniméni pfes camera lucida
svételnym/epifluorescentnim mikroskopem  Olympus BH-2 (Scientific Instruments, Inc.
Redmond, WA). Morfomotricka méfeni songiozniho kostniho objemu (BV/TV) byla provedena
ve tkafiovém prostoru vétsim nez 0,25 mm od ristového metafyzalniho spojeni pro vyloudeni
primarni songiozy.

Hodnoty uvedené na obr. 1 jsou vyjadfeny jako prumer + SD pro kazdou skupinu Porovnani
sponglozmho kostniho objemu distalniho femuru jsou zaloZeny na analyze variance za pouziti
Statview" statistickych programii (Abacus Concents, Inc. Berkeley, CA). Lécebné rozdily
indikované u ANOVA byly porovnéany za pouziti Dunnettovy nisobného porovnavaciho postupu.
P hodnota mensi nez 0,05 byla povaZovéna za vyznamnou.

U ovariektomizované my3i lé&ené olejovym vehikulem bylo pozorovéano 50% snizeni spongioz-
niho kostniho objemu distdlniho femuru ve srovnani se simulovanymi zvifaty o3etfenymi
vehikulem. U ovariektomizovanych zvifat oSetfenych 50 pg centchromanu dvakrat za tyden bylo
zcela zabranéno bytku kostni hmoty.
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Priklad 2

Pro hodnoceni centchromanovych G&inkd na kostni ibytek a kostni hmotu byly kostry 54 samic
k3rys Sprague-Dawley predem oznacovany po &tyfi po sobé jdouci tydny tritiovanym tetracyklem
(*H-T; ziskany od Dupont NEN ResearchProducrs, Boston, MA). Zvifata dostala 12 az 15
injekci 15 pCi kazda — celkem 200 pCi na zvite. t5i dny po koneéné *H-T injekci bylo osm zvifat
usmrceno jako zakladni kontrola a zbyvajici zvifata byla ndhodné€ o3etfena estrogenem (E2)
nebo centchromanem (C) nasledovné: simulace/placebo; ovariektomie (ovx)/placebo; ovariekto-

- mie/E2 (0,05 mg/kg/den); ovariektomie/C (0,5 mg/kg/den); ovariektomie/C (0,5 mg/kg/den);

a ovariektomie/C (5,0 mg/kg/den). Hormonova 1é¢ba byla poskytnuta podkoZnimi peletovymi
implantaty, obsahujicimi matrici cholesterolu, laktézy, celuldz, fosfatds a stearatii (Innovative
Research, Toledo, OH), v}ypoétenou pro dorugeni vy3e uvedenych davek. Navic ke kvantifikaci
kostni resorpce pouzitim *H~T zkousky, byla také stanovena kostni hmota femuru a obratlii pro
doloZzeni zmén ve fyzikalnich vlastnostech kosti a kvantitativni histomorfometrie byla pouZita pro
porovnani zmén ve spongioznich kostnich objemech proximalni tibiae.

Sest dnii po zapoéteni lééebnych protokolit byla zvifata anestzetizovana etherem a usmrcena
cervikélni dislokaci. Thned po usmrceni byly odfiaty délohy a byly zaznamenany hmotnosti; oba
fumery a tfi hrudni obratle (T11-T13) byly vyiaty pro zkousku kostni resorpce; jedna tibia
a prvni lumbarni obratel byly spojeny pro doloZeni fyzikélnich vlastnosti kosti; a druha tibia byla
vyfiznuta a zpracovana pro kostni histomorfometrii. Viechny tkané¢ byly na potatku fixovany
v 70 % obj. ethylalkoholu (EtOH) a dehydratovany postupné dale EtOH se stoupajici koncentraci
az do 100 % obj. Po kone&né vymeéné 100 % obj. EtOH byly vzorky zpracovany podle zkuSeb-
nich dale uvedenych protokold.

Zkousky celé kostni resorpce byly zaloZzeny na hladinach >H-T zadrzenych v pfedem znadenych
femurech a obratlich v postat& tak, jak popsal Klein a Jackman (Calcified Tissue Research 20:
275-290, 1976). Struéné, vzorky byly zbaveny tuku ve tfech vyménach chloroformu vzdy na -
24 hodin kazda, a suSeny pfi 100 °C po 24 hodin a byly zaznamenéany hmotnosti. K extraktu *H-
T byly femury a obratle demineralizovany v 15 ml 0,5N kyseliny chlorovodikové (HCI) a super-
natanty byly dekantovany a ulozeny. Pro kvantifikaci hladin tritia byly 625 ul podily odpipeto-
vany do sklenénych scintilaénich lahvitek, obsahujicich 10 ml OPtiflor scintilani kapaliny
(Packard Instruments, Meriden, CT) a *H-T hladiny byly odetteny na kapalinovém scintiladnim
spektrometru (Beckman LS 1800).

Po EtOH dehydrataci byly vzorky pro méfeni kostni hmoty odtu¢nény ve tfech vymé&nach
chloroformu po 24 hodin kazda a suseny pfi 60 °C a su3drné pfes noc. Kostni hmota byla
vyjadfena jako mg suché hmotnosti na gram t&lesné hmotnosti.

Po kone&ném zpracovani se 100 % obj. EtOH byly tibie vy¢istény ve dvou vyménach xylenu,
zpracovany tak aby nebyly kalcifikovany a upevnény v methakrylatovych plastech v postaté jak
popsal Bain a spol. (Stain Technology 65: 159-163, 1990). Frontalni sekce proximalni tibiae
5 um silné byly nafezany na Reichert-Jung 2050 rotaénim zafizeni pro mikrovzorky (Leica
Instruments, Nusslock, Némecko) opatfeném noZem z karbidu wolframu. 5 um sekce byly
vybarveny Goldnerovym trichromovym barvivem.

Histomorfometrick4 méfeni proximalni tibiae byla stanovena za pouZiti Bioquanz Bone Morpho-
metry programu (Biometrics, Inc. Nashvolle, TN) spojenym pies camera lucida s Olympus BH-2
svételnym/epifluorecenénim mikroskopem (Scientific Instruments, Ic. Redmond, WA).
Morfometricka mé&feni spongiozniho kostniho objemu (BV/TV) byla provedena ve 3,0 mm’
tkalovém prostoru 1,5 milimetru od spoje ristova plocha—metafyza pro vylou¢eni méfeni
primarni spongiosy. Minimalné byly od kazdého zvifete mé&feny Ctyfi oddélené sekce.
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Analyzy hmotnosti déloh, zkouSek kostniho bytku, fyzikalni viastnosti kosti a kostni histomor-
fometrie byly zalozeny na analyze proménnosti (ANOVA) za pouziti Statview® statistickych
programi (Abacus Concepts, Inc., Barkeley, CA). Jestlize podle ANOVA byla zaznamenéna
vyznamnost byly kontrolni a oSetfené priméry porovniny za pouZiti Dunnettova nasobného
srovnavaciho postupu. P hodnoty mensi nez 0,05 byly povaZovény za vyznamné.

Ve srovnani se simulovanymi-vehikulem oSetfenymi zvitaty vedla avariektomie k vyznamnému
snizeni vlhké hmotnosti délohy. Estrogenova nahrada obnovuje hmotnostni délohy na simulova-
né hmotnosti, ale oSetfeni centchromanem nemélo Zadny statisticky vyznamny vliv na hmotnosti
delohy, ani pfi nejvyssi divce 5 mg na den. Udava se zvySena kostni resorpce, ovariektomii
snizena skeletlni retence *H-T ve femuru a obratlich (tabulka 1 a 2). Podle o&ekavani oetieni
zvy3uje skeletdlni retenci *H~T. Centchroman napodobuje vliv estrogenu na kostni resorpci
vyvolanim dévkov& zavislého zvyseni ve skeletalni retenci H-T na obou skeletalnich mistech
(r* hodnoty rovné 0,96 a 0,92 pro femury a obratle).

Tabulka 1

Retence *H-T ve femurech

cpm (tisice)

Skupina podet prumér std. odch.
simul./placebo 8 3832,25 928,975
ovx/placebo 8 3184,375 680,598
ovx/0,05 mg E2 10 4782 1501,813
ovx/0,05 mg C 9 3373,556 733,896
ovx/0,5mg C 10 3405,1 1107,792
ovx/5,0 mg C 9 4192,222 1107,3
Tabulka 2

Retence *H-T v obratlich

cpm (tisice)

Skupina pocet prumér std. odch.
simul./placebo 8 1876,75 481,552
ovx/placebo 8 1531,625 416,205
ovx/0,05 mg E2 9 2467,556 733,064
vx/0,05 mg C 9 1523,333 406,635
ovx/0,5 mg C 10 1616 509,954
ovx/5,0 mg C 10 2156,7 495,741

Schopnost centchromanu inhibovat kostni resorpci a branit kostnimu tbytku byla potvrzena
méfenim spongiozniho kostniho objemu v tibiae a stanovenimi kostni hmoty femuru a obrathi.
Ve srovnani s ovariektomizovanymi krysami o$etfenymi vehikulem ptisobi centchroman davkové
zavisle zvy3eni ve spongioznim kostnim objemu proximalni tibiae (obr. 2; r* = 0,99). Podobng
m4 centchroman davkoveé zéavislé G¢inky na kostni hmotu femuru a obratli.

Souhrnné tyto udaje indikuji, Ze schopnost centchroman branit ibytku kostni hmoty u ovariekto-
mizovanych krys je nezavisla na jakékoliv zjevné uterotrofni aktivité. Toto je jasné demonstro-
vano na obr. 3 spojenim tdajii o hmotnosti délohy s idaji o kostni resorpci z femuru pro predsta-
veni nezdvislych G¢inku centchromanu na tyto dvé tkang.
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I kdyz byl vynélez popsan v nékterych detailech pro ilustraci a priklady pro lep$i zfejmost
a pochopeni, bude zfejmé, Ze nékteré zmény a modifikace mohou byt provedeny v rozsahu
pfipojenych naroku.

PATENTOVE NAROKY

1. Poutiti 3,4-diarylchromani obecného vzorce I

RS

() e
e

R1 ° R
v némz

R1, R4 a RS znadi jednotlivé vodik, hydroxyl, halogen, trifluormethyl, C, alkyl, C,_¢ alkoxyl
nebo terciarni amino—-C,_¢ alkoxyl a RS kromé toho znaci jesté pyrrolidinoethoxyl a

R2 a R3 znad¢i jednotlivé vodik nebo C,_¢ alkyl,
a jejich farmaceuticky pfijatelnych soli ve spojeni s farmaceuticky pfijatelnymi nosi¢i pro vyrobu

farmaceutickych pfipravki k prevenci nebo sniZeni ibytku kostni hmoty

2. Pouziti 3,4—diarylchromani obecného vzorce I podle naroku 1 pro vyrobu farmaceutického
pfipravku ke sniZeni ibytku kostni hmoty vlivem osteopordzy, Pagetovy choroby nebo hyperpa-
rathyroidismu.

3. Pouziti podle naroku 1 nebo 2 uvedenych 3,4—diarylchromanii obecného vzorce I, v némz
R1 je C; alkoxyl, R2 a R3 jsou C,_ alkyly, R4 je vodik a RS je terciarni amino—C,_s alkoxyl.

4. Pouziti podle n€kterého z pfedchozich naroki 3,4-diarylchromanii uvedeného obecného
vzorce I, v némZ R1 je methoxyl a ostatni substituenty maji shora uvedené vyznamy.

5. Pouziti podle nékterého z pfedchozich narokd 3,4—diarylchromant uvedeného obecného
vzorce I, v némz R2 a R3 jsou methyly a ostatni substituenty maji shora uvedené vyznamy.

6. Pouziti podle n&kterého z pfedchozich narokii 3,4—diarylchromanii uvedeného obecného
vzorce I, v némz R4 je vodik a ostatni substituenty maji shora uvedené vyznamy.

-10-
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7. Pouziti podle nékterého z pfedchozich narokd 3,4—diaryichromanﬁ uvedeného obecného
vzorce I, v némz RS je skupina vzorce

o~ " NQ

a ostatni substituenty maji shora uvedené vyznamy.

8. Pouziti podle n€kterého z predchozich narokii 3,4—diarylchromant ve formé izolovan)’lch d-
10  nebo lenantiomeri.

9. Poutziti podle niroku 9 uvedenych 3,4—diarylchromanti ve formé izolovanych 1—enantio-
mert.

15 10. Pouziti podle n&kterého z pfedchozich narokid 3,4-diarylchromant, jeZ maji obecny vzorec
Ia

RS

@ R4
W

0]
R1 R2

(Iad

20 v némz viechny substituenty maji shora uvedené vyznamy.

11. PouZiti podle nékterého z pfedchozich naroku 3,4—diarylchromanu, vzorce Ib

(Ib)

25
12. Pouziti podle naroku 11 diarylchromanu ve formé& izolovaného d— nebo l-enantiomeru.

13. PouZiti podle naroku 12 diarylchromanu ve formé izolovaného l-enantiomeru.
30

-11-




20

25

30

35

40

45

50

CZ 287603 B6

14. Pouziti podle n&kterého z piedchozich néarokid 3,4—diarylchromanti pro vyrobu farmaceu-
tickych pfipravki pro postmenopausalni pacientky.

15. Pouziti podle n&kterého z predchozich naroki 3,4—diarylchromanii pro vyrobu farmaceutic-
kych pfipravki ve formé pro oralni podavani.

16. Pouziti podle n&kterého z predchozich narokii 3,4—diarylchromani pro vyrobu farmaceutic-
kych pripravki s obsahem 0,1 aZ 5,0 mg G&inné latky na kg t&lesné hmotnosti pacienta v denni
davce.

17. Pouziti podle nékterého z predchozich naroku 3,4-diarylchromant pro vyrobu farmaceutic-
kych ptipravki podavatelnych v dennich aZ tydennich intervalech.

18. Pouziti podle n&kterého z pfedchozich naroki 3,4—diarylchromani pro vyrobu farmaceutic-
kych pripravkt podavatelnych ve formé& podkozniho implantatu.

19. Pouziti izolovanych d— nebo l-enantiomert 3,4—diarylchromani inhibujicich ubytek kostni
hmoty, shora uvedeného obecného vzorce I, vnémZ R1, R4 a R5 znadi jednotlivé vodik,
hydroxyl, halogen, trifluormethyl, C,_s alkyl, C,_s alkoxyl nebo terciarni amino—C,_¢ alkoxyl a RS
kromé toho znagi jesté pyrrolidinoethoxyl a R2 a R3 jsou jednotlivé vodik nebo C,_s alkyl, nebo
jejich farmaceuticky pfijatelnych soli, pro vyrobu farmaceutickych ptipravki k lé€eni osteo-
pordzy, obsahujicich i¢innou latku v mnoZstvich inhibujicich resorpci kostni hmoty.

20. Pouziti podle naroku 19 izolovanych d— nebo l-enantiomert 3,4—diarylchromanii uvedeného
obecného vzorce I, v némz R1 je C, alkoxyl, R2 a R3 jsou C, alkyly, R4 je vodik a RS je
terciarni amino—C,_¢ alkoxyl.

21. Pouziti podle naroku 19 izolovanych d— nebo l-enantiomeri 3,4-diarylchromani uvedeného
obecného vzorce I, v némz R1 je methoxyl a ostatni substituenty maji shora uvedené vyznamy.

22. Pouziti podle naroku 19 izolovanych d— nebo l-enantiomerti 3,4—diarylchromanti uvedeného
obecného vzorce I, vnémz R2 a R3 jsou methyly a ostatni substituenty maji shora uvedené

vyznamy.

23. Pouziti podle naroku 19 izolovanych d— nebo l-enantiomert 3,4—diarylchromanii uvedeného
obecného vzorce I, v némZ R4 je vodik a ostatni substituenty maji shora uvedené vyznamy.

24. Pouziti podle naroku 19 izolovanych d— nebo l-enantiomeri 3,4—diarylchromani uvedeného
obecného vzorce I, v némz RS je skupina vzorce

o~ NQ

a ostatni substituenty maji shora uvedené vyznamy.

25. Pouziti podle naroku 19 izolovanych d— nebo l-enantiomert 3,4—diarylchromanii uvedeného
obecného vzorce Ia, v némz viechny substituenty maji shora uvedené vyznamy.

26. Pouziti podle naroku 19 izolovanych d— nebo l-enantiomeri 3,4—diarylchromani vzorce Ib
podle naroku 11.

27. Pouziti podle naroku 19 izolovanych d— nebo l-enantiomert 3,4—diarylchromani u postme-
nopausalnich pacientek.

-12-
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28. Pouziti 3,4—diarylchromanti shora uvedeného obecného vzorce I, v némz R1, R4 a RS znadi
Jednotlivé vodik, hydroxyl, halogen, trifluormethyl, C,_s alkyl, C, alkoxyl nebo terciarni
amino-C,¢ alkoxyl a RS kromé& toho znati je$té pyrrolidinoethoxyl a R2 a R3 jsou jednotlivé
vodik nebo Cy¢ alkyl, pro vyrobu farmaceutickych p¥ipravki k légeni Ubytku kostni hmoty
vlivem osteoporézy, Pagetovy nemoci nebo hyperparathyroidismu.

3 vykresy
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20 1
[ simul./vehikulum
& ovx/vehikulum

B3 ovx/centchroman

BV/TV 10-
(%)

*p<:05 pokles ve srovnini se simul. zvifaty oSetfenymi vehikulem

a ovx my3i oSetfené centchromanem; n=8 mysi/skupina

Obr. 1
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cpm 3H ve femora

Konec dokumentu
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