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Farmaseuttinen koostumus osteoporoosin hoitamiseksi

Tamad keksintd® koskee farmaseuttista koostumusta
osteoporoosin hoitamiseksi.

Japani on nykyisin ryntddmédssd kehittyneen ajan yh-
teiskunnaksi, jollaista ei ole milloinkaan koettu mennei-
syydessd ja samanaikaisesti sellaisten potilaiden, joilla
on osteoporoosi, mddridn kasvu muodostuu nyt wvakavaksi
ongelmaksi. Sellaisten vanhusten, jotka ovat vuoteenomina
johtuen luunmurtumasta, lisd&dntynyt mé&rd, pakottaa valta-
vaan sairauskulujen lisd&ntymiseen.

Japanissa on kaytetty vitamiini D -valmisteita,
kalsitoniinivalmisteita, ipriflavonivalmisteita ja muita
samanlaisia terapeuttisena aineena osteoporoosiin. Ei kui-
tenkaan ole vakiintunut menetelm&& osteoporoosin radikaa-
liksi hoitamiseksi, vaan téss8 vaiheessa kéytetdln yksin-
kertaisesti oireidenhoitoa. Osteoporoosi kehittyy, kun
Juun muodostuksen ja luun resorption wvalinen tasapaino
h&vidd ja témdn mukaisesti katsotaan olevan mahdollista
ehkdist8 osteoporoosi edistédmilld luun muodostusta tai
ehk8isemdlld luun resorptiota.

Tastd johtuen ti&mé&n keksinndn pddmd&r&nd on tarjota
uusi farmaseuttinen koostumus osteoporoosin hoitamiseksi.
Keksijdt ovat havainneet erilaisten tutkimusten tuloksena
tosiasian, ettd humalauutteen sisdlt&milld aq-hapoilla ja
iso-g-happojohdannaisilla on voimakas inhiboiva aktiivi-
suus luun resorptiota vastaan ja tam& keksintd on nyt teh-
ty valmiiksi.

Humala (Humulus lupulus L.) on alunperin tunnettu
ladkekasvina ja sitd on kauan kdytetty oluen panossa. Iso-
a-happojohdannaiset ovat yhdisteitd, joita muodostuu a-ha-
poista isomerisoinnin kautta oluen panon aikana (humaalan
kiehumisvaiheen aikana) ja olut sis&dltdd niitid kitkersn
komponentin aktiivisena aineena. Edelld esitetyn perus-
teella a-happojen ja iso-a-happojohdannaisten toksisuuden
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voidaan sanoa olevan riittdvdn alhaisen. Tiedet#8n, ettéd
a-hapot saattavat sis8lt88 pddasissa humulonia (kaava 1),
kohumulonia (kaava II) ja adhumulonia (kaava III), Kkun
taas iso-a-happojohdannaiset sis&ltévdt pidasiassa isohu-
mulonia (kaava 1IV), isokohumulonia (kaava V) ja isoadhumu-
lonia (kaava VI).

CH,y OH 0 CH, ch, O 0 CHy
N >~
HyC CHy H;C CHy
0 OH HO OH
CH, |
(1)
HyC CHy (1v)
CH, 0 0
=~ CHj
HO OH
0
! (V)
(11) HoC CH
. 3 3

(tr1te)
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Tamédn takia t&m3 keksintd k8sitt&dsd farmaseuttisen
koostumuksen osteoporoosin hoitamiseksi, joka koostumus
kdsittdd aktiivisena aineosana yhden tai useamman yhdis-
teistd, jotka on valittu ryhmdstd, joka muodostuu humulo-
nista, kohumulonista, adhumulonista, isohumulonista, iso-
kohumulonista ja isoadhumulonista.

Keksijat ovat yritténeet kehittdd terapeuttisen ai-
neen osteoporoosia varten ja he suorittivat seulontakokeet
aineille luun resorption ehk#disemiseksi.

Toisaalta, er&ind luun resorptiota edistivistid te-
kijbistd on raportoitu prostaglandiini E, [IGAKU NO AYUMI
(Journal of Clinical and Experimental Medicine), (1993),
vol. 165, s. 568). Uskotaan, ettd prostaglandiinia E, muo-
dostuu osteoblasteissa, joilla on tdrke&d rooli luunmuodos-
tuksessa ja se voi wvaikuttaa luun resorptiosoluihin luun
resorption edisté@miseksi. Jos loydetddn jokin aine, joka
kykenee inhiboimaan tai antagonisoimaan prostaglandiini
E,:n toiminnan, mainittu aine olisi aine osteoporoosin hoi-
tamiseksi. T&std syysté erilaisten tutkimusten tuloksena,
keksij&at ovat kohdistaneet huomionsa siihen tosiasiaan,
ettd a-hapoilla ja iso-a-happojohdannaisilla, joita huma-
lauutteet sis&lt&vdt, on samanlainen rakenne kuin prosta-
glandiini E,:lla, niissd on nimitt#din 6-j&4seninen tai 5-ja-
seninen rengas, jossa on tyydyttymdtén karbonyyliryhm& ja
puhdistetuja a-happoja ja iso-a-happojohdannaisia, ja he
tutkivat ne niiden luun resorptiota inhiboivan aktiivisuu-
den suhteen kuopanmuodostumiskokeella. Tuloksena havait-
tiin, ett& a-hapot ja iso-a-happojohdannaiset inhiboivat
luun resorptiota konsentraatiolla, joka on niin matala
kuin 1 x 10° M. Sitd tosiasiaa, ett4 a-hapoilla ja iso-
a-happojohdannaisilla on kuopanmuodostumista inhiboiva ak-
tiivisuus, ei oltu raportoitu siihen mennessi, vaan se
selvitettiin ensimmdistd kertaa tédssi keksinndssi.

Kuten edelld on kuvattu, iso-a-happojohdannaisia

valmistetaan isomerisoimalla a-happoja ja tdstd johtuen
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isomerisointi a-hapoista iso-a-happojohdannaisiksi etenee
jatkuvasti eristdmisen ja puhdistamisen aikana. Toisaalta
fosfomolybdeenihapon (ostettavissa Merck AG'ltd) havait-
tiin olevan tehokas varireagenssina, joka kehittd& keller-
tdvén wvihredn vérin sekd a-hapoille ettd iso-a-happojoh-
dannaisille, ja mainittua vidrireagenssia kédytettiin iden-
tifioimisreagenssina a-hapoille ja iso-a-happojohdannai-
sille.

Alfahappoja ja iso-a-happojohdannaisia voidaan val-
mistaa puhdistamalla luonnon humalasta sekd myds tunnetun
kemiallisen rakenteen organosynteesilld traditionaalisen
menetelmdn mukaisesti.

a-happojen tai iso-a-happojohdannaisten annos klii-
nisessd kaytdssd, vaikka se vaihtelee riippuen antamisme-
netelmistd, on tavallisesti v81illd 0,1 g - 2 g aikuiselle
pdivéssd (noin 1,5 mg - 30 mg/kg/pdivéd). Sitd voidaan an-
taa intravenoosisesti, intramuskulaarisesti, oraalisesti
ja intrarektaalisesti. Intravenoosin antamisen tapaukses-
sa voidaan kdyttdd intravenoosia tippaa tavallisten intra-
venoosisten injektioiden lisdksi.

a-happoja ja iso~a-happojohdannaisia sis&ltavéit
valmisteet valmistetaan tavanomaisella menetelmdlla kayt-
t&mdalld tavanomaisia tdyteaineita ja lisdaineita.

Injektoitavia valmisteita voidaan formuloida esi-
merkiksi injektoitavien jauheiden muotoon. Sellaisessa ta-
pauksessa jauheet voidaan valmistaa lisd&m&ll& yhtd tai
useampaa sopivaa vesiliukoista tdyteainetta, sellaista
kuten mannitoli, sakkaroosi, laktoosi, maltoosi, glukoosi,
fruktoosi ja samanlaiset, aktiiviseen aineosaan, liuotta-
malla seos veteen, jakamalla se putkiin tai ampulleihin,
jota seuraa lyofilisointi ja sulkeminen.

Oraalisena valmisteena se voidaan formuloida taval-
listen tablettien, kapseleiden, rakeiden, hienojen rakei-

den tai jauheiden muotoon sekd enteerisiksi valmisteiksi.
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Enteeriset valmisteet voidaan valmistaa lisd&mdlld
aktiiviseen aineosaan tdyteaineita, sellaisia kuten manni-
toli, sakkaroosi, laktoosi, maltoosi, térkkelys, piidiok-
sidi, kalsiumfosfaatti ja samanlaiset, wvoiteluaineita,
sellaisia kuten talkki, magnesiumstearaatti ja samanlai-
set, sitovia aineita, sellaisia kuten karboksimetyylisel-
luloosa, metyyliselluloosa, gelatiini, arabikumi ja saman-
laiset ja disintegroivia aineita, sellaisia kuten kalsium-
karboksimetyyliselluloosa ja samanlaiset, jos se on tar-
peen, tablettien, rakeiden, hienojen rakeiden ja saman-
laisten valmistamiseksi, joihin edelleen lis&t&&n yksi tai
useampia enteerisid emdksis, sellaisia kuten selluloosa-
asetaattiftalaatti, hydroksipropyylimetyyliselluloosafta-
laatti, hydroksipropyylimetyyliselluloosa-asetyylisukki-
naatti, polyvinyylialkoholiftalaatti, styreeni-maleiiniha-
pon anhydridi-kopolymeeri, styreeni-maleiinihappo-kopoly-
meeri, metyylimetakrylaatti-metakryylihappo-kopolymeeri,
metyyliakrylaatti-metakryylihappo-kopolymeeri, ja jos se
on tarpeen, varid muodostavaa ainetta, sellaista kuten
titaanioksidi, pé&dllystettyjen valmisteiden valmistami-
seksi. Edelld valmistetut enteeriset rakeet tai hienot
rakeet voidaan kapseloida kapselien muodostamiseksi.

Lisdksi, Kkapselit, jotka on valmistettu tavanomai-
sella menetelm&dlld, voidaan p&dllystdd edelld mainituilla
enteerisilli emdksills enteeristen kapseleiden valmistami-~
seksi. Vaihtoehtoisesti enteeriset kapselit voidaan val-
mistaa kd8yttamdlld kapselia, joka on valmistettu edelléd
esitetyistd enteerisistd emdksistd yksin&d&n tai seoksena
gelatiinin kanssa.

Laskepuikkoja voidaan valmistaa lisd&m&11& aktiivi-
seen aineosaan lyofiilistd emdstd, sellaista kuten puoli-
syhteettisté emdstd, jossa kaakaovoita tai rasvahapon tri-
glyseridid on sekoitettu rasvahapon monoglyseridin tai
rasvahapon diglyseridin kanssa erilaisissa suhteissa, tai
hydrofiilisid eméksid, sellaisia kuten polyetyleeniglykoli
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ja glyserogelatiini ja samanlaiset, liuottamalla kuumenta-
malla, jolloin saadaan homogeeninen seos ja sen jdlkeen
kaatamalla seos muottiin l&&kepuikon valmistamiseksi.

Titd keksintdd kuvataan havainnollisemmin seuraa-
vien esimerkkien avulla.

Esimerkit

Esimerkki 1

(1) a-happojen puhdistaminen humalasta

250 g:aan kaupallisesti saatavaa humalaa (ostettiin
Rupofresh Co., Inc:lta) lisdttiin 500 ml asetonia, ja per-
kolaatio- ja uuttomenetelmit yhden tunnin ajan toistettiin
vhteensd kolme kertaa. Saatu asetoniuute konsentroitiin
alennetussa paineessa, jolloin saatiin 50 g mustaa siirap-
pimaista ainetta. Osa saadusta siirapista (17,5 g) liuo-
tettiin 500 ml:aan 0,5 % etikkahappo/80-%:ista metanolia
ja kehitettiin anioninvaihtohartsilla Dowex-1 (ristisitou-
tumisaste X4, partikkelikoko 200 - 400 meshi&d, etikkahap-
potyyppi, The Dow Chemical Co.) kdyttdm&lla pylvistd (5 cm
halkaisija x 27,5 cm pituus) virtausnopeudella 3 ml/mi-
nuutti,.

Adsorboituneet humalauutteet eluocitiin etikkahapon
ja metanolin seoksen gradientilla kirjallisuuden mukaises-
ti (Agric. Biol. Chem., (1985), wvol, 49, s. 399 - 403) ja
eluaatti fraktioitiin 10 g:n osiin nestepainosta fraktion-
kerddjalld. Ensin kdytettiin 1 1 0,5-%:inen etikkahap-
po/B0-%:ista metanolia ja sen jdlkeen 2 1 5 %:inen etikka-
happo/80-%:ista metanolia eluution suorittamiseksi.

Jokaisen 10 pl:n ndytteen otto suoritettiin frak-
tioista nrot 1 - 300 sellaisista fraktioista, jotka kukin
oli fraktioitu 10 g:ksi ja ndytteet spotattiin silikagee-
liohutkerrokselle (Silica gel plate No. 5715, saatavana
Merck AG:1t&d), joka kehitettiin sitten orgaanisten liuot-
timien seoksella (etyyliasetaatti : metanoli = 30:1). Si-
likageelilevyn p&dlle ruiskutettiin 4-%:ista metanolipi-
toista fosfomolybdeenihappoliuosta (ostettiin Merck
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AG:1tda) varireaktionesteend fenoliselle hydroksiryhmdlle,
jonka j&lkeen se saatettiin kosketukseen kaasumaisen am-
moniakin kanssa vdrinmuodostuksen aikaansaamiseksi. a-hap-
pofraktio varjdytyi kellertdvdn vihredksi ja t&ta varjiy-
tymisreaktiota kdytettiin seuraavaan a-happofraktion iden-
tifiointiin.

Fraktiot (fraktiot nrot 232 - 240), jotka sis&lsi-
vdt a-happofraktiot, jotka oli eluoitu Dowex-1l-pylvéskro-
matografilla, puhdistettiin edelleen k&yttdm&lla geelisuo-
datuskromatografiaa: Sephadex LH-20 (5 c¢m halkaisija x
39 cm pituus, saatavana Pharmacia AB'ltd). Jokainen 5 g:n
osa frakticoitiin k&yttamdllad metanolia eluenttina frak-
tionkerd&jdd k&ayttamdlla. Tuloksena a-hapot eluoituivat
fraktioista, joiden fraktionumerot olivat 39 - 60, konsen-
troitiin alennetussa paineessa ja kuivattiin, jolloin saa-
tiin 150 mg 6ljymdistd ainetta. T&médn mukaisesti 100 g
humalaa kohti laskettiin saatavan 170 mg a-happoja.

(2) a-happojen rakenteen middrittaminen

Ndin fraktioitujen ja puhdistettujen a-happojen
rakenteen tutkiminen suoritettiin k&yttam&llad varireak-
tiota, protoni- ja !*C-ydinmagneettisen resonanssin spekt-
rid, massaspektrid ja ultraviolettiabsorptiospektrisd. Tu-
loksena havaittiin, ett& a-happofraktiot sisdltavat paa-
asiassa humulonia, edelleen kohumulonia ja adhumulonia.

(3) a-happojen vdrireaktio kidyttdmilld rauta(3)klo-
ridia (FeCl,)

2-%:ista FeCl,~liuosta (ostettiin Wako Pure Chemi-
cals Ltd:1td) etanolissa ruiskutettiin a-happojen p&dlle
silikageelilevylld samanlaisen sinimusta s8vyn kehitté&mi-
seksi Kkuin Kkirjallisuudessa on esitetty (Agric. Biol.
Chem., loc. cit.). Té&mé&n mukaisesti n#diden a-happojen vir-
jaytyminen oli yhdenmukaista kirjallisuudessa esitetyn

kanssa.
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(4) 'H-NMR-spektri

Deuteriometanoliin liuotettiin 20 mg a-happoja ja
mainittu 'H-NMR-spektri ma&dritettiin 400 MHz:ss& (JEOL
Ltd., JNM-GSX400, saatavana JEOL Ltd:1td). Tulokset esi-
tetddn alla. TMS:84 kdytettiin sisdisend standardina.
'H-NMR &6 (CD,0D): 0,928 (3H, d, J = 6,8 Hz, CH,), 0,950 (3H,
d, J=6,8Hz, CH,), 1,508 (3H, s, CH,), 1,632 (3H, s, CH, x
2), 1,704 (3H, s, CH;), 2,048 (1H, m, J = 6,8 Hz, -CH«),
2,415 (3H, d, J = 7,2 Hz, -CH,~), 2,632 (1H, 4, J = 6,0 Hz,
-CH<), 2,737 (1H, 4, J = 7,6 Hz, -CH<), 2,924 (1H, 4, J =
6,8 Hz, -CH<), 2,991 (1H, 4, J = 7,6 Hz, -CH<), 5,095 (1H,
t, J = 6,8 Hz, -CH=), 5,125 (1H, t, J = 7,2 Hz, -CH=).

Na&md arvot ovat yhdenmukaiset humulonille kirjalli-
suudessa esitettyjen arvojen kanssa (Wallestein Lab., tie-
donanto, (1964), vol. 27, s. 19 - 28).

(5) *¥C-NMR-spektri

Deuteriometanoliin liuotettiin 20 mg a-happoja ja
mainittu »C-NMR-spektri madritettiin 100 MHz:ss& (JEOL
Ltd., JNM=-GSX400, saatavana JEOL Ltd:1t&). Tulokset esi-
tetddn alla. TMS:848 kdytettiin sisdisend standardina.
C-NMR & (CD,OD): 18,063, 18,154, 22,283, 23,315, 23,437,
26,275, 27,702, 36,111, 44,384, 83,819, 104,189, 119,566,
125,971, 130,267, 135,397, 182,574, 193,230, 198,937,
199,544.

(6) Ultraviolettiabsorptiospektri

a-happojen metanolipitoisesta liucksesta (10 mg/ml)
mddritettiin ultraviolettiabsorptiospektri. Sen maksimiab-
sorptio oli E (1 %, 1 cm) 236, 283, 323, jotka ovat yhden-
mukaiset kirjallisuudessa esitettyjen arvojen kanssa (Bul-
l. Soc. Chim. Belg., (1963), vol. 72, s. 60 - 68).

(7) Massaspektri

EIMS m/z: 362 (M'), 344, 248, 234, 233, 215, 191,
149, 114, 69.

Erilaisten spektrien tulosten middrittdmisells edel-
14 kohdissa 4 - 7 havaittiin, ettd a-happofraktio sisdltis
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paddasiassa humulonia, edelleen kohumulonia ja adhumulonia,
joilla on samanlainen matriksi humulonin kanssa ja erilai-
set alemmat alkyyliryhmdt verrattuna humuloniin.

Esimerkki 2

a-happojen luun resorptiota inhiboivan aktiivisuu-
den mddrittaminen

(1) Solun valmistus

10 - 11 pé&ivdd vanhoilta ICR-hiiriltd (ostettiin
Charles River Inc.) poistettiin reisiluu ja s8&riluu, jot-
ka pilkottiin sen jailkeen kdyttd&m&lla saksia ao-MEM-vdliai-
neessa (ostettiin Flow Laboratories Inc.), joka sisdlsi
5 % FBS:a (ostettiin Irving Scientific Inc:1ta), 100 U/ml
penisilliinid ja 100 pg/ml streptomysiini&d. Sen jidlkeen
saatu supernatantti otettiin talteen pipetoimalla, pestiin
vdliaineella ja suspendoitiin sitten 5-%:iseen FBS:iin
a-MEM-védliaineessa, jolloin muodostui luusoluja, jotka si-
s8lsividt osteoklasteja. N&in valmistettua luusolususpen-
siota inkuboitiin vdliaineessa, joka sisdlsi rotan paraty-
roidihormonia, yhden viikon ajan. Kun inkubointi oli suo-
ritettu loppuun, solut otettiin talteen k&yttamillia
0,05-%:ista trypsiini-EDTA-PBS:a ja ne kaytettiin kuopan-
muodostuskokeeseen.

(2) Koe, jossa kdytettiin kuopanmuodostuskoetta

Norsunluukapple leikattiin 150 pm:n paksuuteen
kdyttidm&dlla matalanopeuksista té&smdleikkuria (ostettiin
Buehler GmbH:1lta) ja sen jdlkeen leikattiin pydreitd kap-
paleita, joiden halkaisija oli 6 mm kaytt&mi#lls yksirei-
kdistd lé&vistintd. N&m& norsunluukappaleet upotettiin
70-%:iseen etanoliin, altistettiin sonikoinnille kahdesti
kulloinkin 5 minuutiksi ja sen j&lkeen ne pestiin kolme
kertaa steriililla PBS:1la ja kahdesti viliaineella. N&m#
norsunluukappaleet laitettiin 96-kuoppaiselle viljelymal-
jalle (ostettiin Falcon Inc:1td) ja 100 1 v&liainetta,
joka sisdlsi laikkeitd eri konsentraatioissa, lisattiin.

Sen jalkeen jokaiseen kuoppaan lis&dttiin 100 pl v&liainet-
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ta, joka sis#lsi edellid valmistettuja luusoluja 1 x 10°.
Inkubointi suoritettiin 37 °C:ssa 10-%:isessa CO,-inkubaat-
torissa 2 pdiv#&. Inkuboinnin menty& loppuun, solu norsun-
luukappaleen p&&ltd poistettiin, absorptiokolot virjdttiin
Coomassie Brilliant Blue'lla ja n&in muodostuneiden ab-
sorptiokolojen lukum&8rsd laskettiin mikroskoopilla.

Tulokset esitetddn taulukossa 1. Alfahapot inhiboei-
vat luun resorptiota annoksesta riippuvalla tavalla, mak-
simaalisen inhiboivan annoksen puolikkaan (IDg,) ollessa
1,2 x 10°° M.

Taulukko 1
Ladkekonsentraatio Absorptiokolojen Inhiboitumis~
{M) lukumddra prosentti (%)
(keskiarvo * sD}
0 224,0 + 17,4 -
1x 104 0 100
1x 105 12,3 + 7,3 94,5
1x 1068 21,5 + 9,1 90,4
1x 107 32,0 + 9,3 85,7
1x 108 81,5 + 14,7 63,6
1x10° 107,0 + 29,1 52,2
1x1070 188,5 + 57,2 15,8

Esimerkki 3

Koe, jossa kdytetddn kuopanmuodostuskoetta organo-
synteettiselld a-hapclla

Organosynteettinen humuloni valmistettiin Obara H.
et al.:n, julkaisussa Bull. Chem. Soc. Jpn., vol. 62, s.
3034 -~ 3035 (1989) mukaisesti. N&in saadun organosynteet-

tisen humulonin ja esimerkissi8 1 saatujen a-happojen luun
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resorptiota inhiboivat aktiivisuudet m&&ritettiin esimer-
kin 2 kohdassa (2) kuvatulla kokeella.

Tuloksena madritettiin 50-%:inen inhiboiva arvo
(ID,,), jolloin havaittiin, ett& organosynteettinen humu-
loni ja esimerkin 1 mukaiset a-hapot inhiboivat luun re-
sorptiota konsentraationa, joka o0li niin alhainen Kkuin
1,3 x 107 M ja 3,5 x 107 M, mainitussa jarjestyksessi.
Toisaalta esimerkissd 2 valmistettujen ja 10 kuukautta
sdilytettyjen a-happojen ID,,-arvo oli 3,5 x 107 M, noin
300 kertaa alempi kuin esimerkiss& 2 saatu arvo. Syy orga-
nosynteettisen humulonin alempaan aktiivisuuteen voi liit-
tyd alhaiseen stabiiliuteen.

Esimerkki 4

Natiivin humulonin puhdistus a-hapoista

Natiivi humuloni puhdistettiin esimerkissd 1 saa-
duista a-hapoista tavanomaisten menetelmien mukaisesti
[Ber. Chem. vol. 49, s. 780 - 794 (1916) ja J. Chem. Soc.
s. 1906 - 1914 (1952)]. Saadut humulonin kemialliset tu-

lokset ovat seuraavat:

1) MP 362
2) sulamispiste 63 °C
3) [al, -206 °C (C = 0,38, MeOH)
4) IR Ve, CMY (KBR) 3370, 1670, 1630,
1530, 1470, 1350
5) uv Amax DM (EtOH) (€) 228 (15900), 326

(12500), 362 (10400)

Amax DM (happopitoinen EtOH) (e) 234

(T11000), 286 (~7300), 324, 360 (sd)
6) 'H-NMR (CC1,:CDCLl, = 4:1)
6:0,99, 1,03 (kukin 3H, d, J = 7Hz, C9-(CH,),), 1,54, 1,68,
1,70, 1,73 (kukin 3H, s, Cl4-(CH,),, C19-(CH,),), 2,10 -
2,20 (1H, nonetti, CS9-H), 2,43, 2,53, (kukin 1H, dd, J =
8, 14 Hz, Cl2- tai Cl17-H,), 2,70 - 2,80 (2H, oktetti,
C8-H,), 2,99, 3,07 (kukin 1H, d&d, J=7, 14 Hz, Cl12- tai
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C17-H,), 5,00, 5,11 (kukin 1H, triplettimdinen, C1l3- ja
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35

C18-H)

7) PC-NMR ‘
Atomin numero a-happojen tulokset
1 191,0
2 106,0
3 194,8
4 78,8
5 167,4
6 109,6
7 199,1
8 46,4
9 26,1
10 22,9
11 23,1
12 21,3
13 121,6
14 132,0
15 18,0
16 26,3
17 43,0
18 116,5
19 137,6
20 18,1
21 26,5
C1§

0zs 028  C10

I l

Cilz

¢4 c IR
//// l§§cz/' N ¢! //' \\‘

cC18 13 CG “FZ
cs‘ cs
022 / \\ozs
¢17
024 l
e
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Tulokset olivat yhdenmukaiset julkaisussa Organic
Magnetic Resonance, vol. 7, s. 415 - 417 (1975) esitetty-
jen tulosten kanssa.

Esimerkki 5

Natiivin humulonin luun resorptiota inhiboivan ak-
tiivisuuden mddrittaminen )

Esimerkissd 4 saadun natiivin humulonin ja esimer-
kissd 3 saadun organosynteettisen humulonin luun resQrp-
tiota inhiboivat aktiivisuudet m#dritettiin. kdytt&m&lla
esimerkin 2 kohdassa (2) kuvattua koetta. ‘

Tulokset esitettiin taulukossa 2. Tuloksena natii-
vin humulonin ja organosynteettisen humulonin 50 %:n inhi-
boivat arvot (ID;,) inhiboivat luun resorptiota konsentraa-
tiona, joka oli niin matala kuin 5,9 x 10° M ja 2,6 x
10 M, mainitussa jarjestyksessi.

Taulukko 2

Synteettisen humulonin ja natiivin humulonin vai-

kutus kuopan muodostumiseen

PT_'-E!-.—_ e —— = . - — _===ﬂ=
Organosynteettinen - Natiivi humuloni
humuloni
K i s i - Inhi-
anos | luiinaara | b | USRI LT poines
) (keskiarvo * (2) arvo + sD) - (%)
5D) ‘
0 328,0 + 51,0 | — 328,0 51,0 | ~
10°11 281,3 + 38,1 | 14,2 274,3 + 91,6 | 16,4
1010 221,3 + 54,1 | 32,5 274,3 + 54,9 | 16,4
10°¢ 221,8 + 88,3 | 32,4 251,5 + 135,4 | 23,3
108 217,0 + 89,1 | 33,8 128,56 + 23,1 | 60,8
1077 70,7 £ 9,3 | 78,4 34,5 + 7,4 89,5
10 | 33,7 + 20,2 |89,7 6,5 + 3,8 98,0
1078 6,8 +53 |97,9 0,3 +0,5 99,9 |
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Patenttivaatimukset

1. Farmaseuttisen koostumuksen kayttéd ladkkeen val-
mistamiseksi osteoporoosin hoitamiseksi, joka koostumus
kdsittdd aktiivisena aineosana vaikuttavan md&8rin yhté& tai
useampaa yhdistett&, jotka on valittu ryhmastda, joka ké&-
sittdd humulonin, kohumulonin, adhumulonin, isohumulonin,
isokohumulonin ja isoadhumulonin, yhdessd farmaseuttisesti
hyvéksyttdvin kantajan tai tHdyteaineen kanssa.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen farmaseuttisen
koostumuksen kayttd osteoporoosin hoitamiseksi, t u n-
nettu siitd, ettd koostumus késittd&3d humulonin aktii-
visena aineosana.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen farmaseuttisen
koostumuksen kéyttd osteoporoosin hoitamiseksi, t u n-
nettu siita, ettd koostumus kdsittidd8 kohumulonin ak-
tiivisena aineosana.

4. Patenttivaatimuksen 1 mukainen farmaseuttisen
koostumuksen k&yttd osteoporoosin hoitamiseksi, t un-
nettu siitd, ettd koostumus kasittdd8 adhumulonin ak-
tiivisena aineosana.

5. Patenttivaatimuksen 1 mukainen farmaseuttisen
koostumuksen kdyttd osteoporoosin hoitamiseksi, t u n-
nettu siitd, ettd koostumus kdsittdd isohumulonin ak-
tiivisena aineosana.

6. Patenttivaatimuksen 1 mukainen farmaseuttisen
koostumuksen kayttd osteoporoosin hoitamiseksi, t u n-
nettu siitd, ettd koostumus kisittdd isokchumulonin
aktiivisena aineosana.

7. Patenttivaatimuksen 1 mukainen farmaseuttisen
koostumuksen kéayttd osteoporoosin hoitamiseksi, t u n-
nettu siitda, ettada koostumus Kkdsittdd isoadhumulonin
aktiivisena aineosana.

8. Patenttivaatimuksen 1 mukainen farmaseuttisen

koostumuksen kdyttd osteoporoosin hoitamiseksi, t u n-
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nettu siitd, ettd koostumus kisittdd aktiivisena ai-
neosana humulonin, kohumulonin, adhumulonin, ischumulonin,
isokohumulonin ja isoadhumulonin seoksen.

9. Patenttivaatimuksen 1 mukainen farmaseuttisen
koostumuksen kayttd osteoporoosin hoitamiseksi, t u n-
nettu siitd, ettd koostumus kdsittd88 aktiivisena ai-
neosana humulonin, kohumulonin, adhumulonin, isohumulonin,
isokochumulonin ja isocadhumulonin, jotka ovat saatavissa
humalasta uuttamalla, seoksen.

10. Patenttivaatimuksen 1 mukainen farmaseuttisen
koostumuksen kayttd osteoporoosin hoitamiseksi, t u n-
nettu siitd, ettd koostumus késittdd aktiivisina ai-
neosina humulonin, kohumulonin ja adhumulonin, jotka ovat
saatavissa humalasta uuttamalla.

11. Patenttivaatimuksen 1 mukainen farmaseuttisen
koostumuksen kéyttd osteoporoosin hoitamiseksi, t u n-
nettu siitd, ettd koostumus kidsittad aktiivisina ai-
neosina isohumulonin, isokohumulonin ja isocadhumulonin,

jotka ovat saatavissa humalasta uuttamalla.
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