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Beschreibung
Gebiet der Erfindung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft die Steige-
rung der Fruchtbarkeit in einem weiblichen Wirt in-
dem durch die Verabreichung eines nicht-polypepti-
den cAMP-Niveau-Modulators, welcher der Phos-
phodiesterase-Hemmer cis-4-cyano-4-(3-cyclopen-
tyloxy)-4-methoxyphenyl)cyclohexan-1-Carbaxyl-
saure ist, eine Ovulation induziert wird.

Hintergrund der Erfindung

[0002] Die Ovulation ist der Vorgang, bei dem eine
Eizelle oder mehrere Eizellen von den Ovarien abge-
geben wird. Fur die Fruchtbarkeit ist die zeitliche Ab-
stimmung der Ovulation innerhalb des Menstruati-
onszyklus von auBerster Wichtigkeit. Es ist allgemein
anerkannt, dass Follikel die Fahigkeit zu ovulieren
nach ihrem Wachstum und ihrer Reifung erlangen,
die durch die pituitdiren Gonadotropine stimuliert
wird. Das follikelstimmulierende Hormon (FSH) ist in
erster Linie fur das Follikelwachstum verantwortlich
und das luteinisierende Hormon (LH) stimuliert die
Ovulation. Dieser koordinierte Prozess der Gonado-
tropinstimulierten Reifung des Follikels stellt sicher,
dass bei der Ovulation eine fortpflanzungsfahige Ei-
zelle abgegeben wird. Das ausreichend vorbereitete
Ovum ist dann innerhalb von Stunden nach der Ovu-
lation firr eine Fertilisation durch Sperma verfiigbar.

[0003] Die Ovulation ist ein genau zeitlich abge-
stimmter Ablauf, welcher durch die pituitdre Gonado-
tropinstimulation der Ovarie Antrieb erhalt und durch
das Wachstum und die biochemische (z. B., steroido-
gen, Inhibinsekretion, etc.) Reaktion der Follikel auf
die Gonadotropinstimulation modifiziert wird. Wah-
rend des normalen weiblichen Menstruationszyklus
zeigen diese Hormone zyklische Muster. Der Menst-
ruationszyklus kann funktionell in drei Phasen einge-
teilt werden; die follikuléare, die ovulatorische und die
luteale Phase. Die follikulare Phase beginnt am Ende
der lutealen Phase des vorhergehenden unempfang-
lichen Zyklus vor dem oder gleichzeitig mit dem Ein-
setzten der Menstruation. Der Zyklus beginnt mit ei-
nem transienten Anstieg der FSH-Niveaus im Blut,
welcher die Entwicklung einer Kohorte von Ovarial-
follikel stimuliert. Die Abmessung der Follikel, die
zum Wachsen rekrutiert wurden, betragt etwa 5 mm
im Durchmesser. In einem natirlichen Menstruati-
onszyklus wird ublicherweise wahrend der follikula-
ren Phase ein groRes oder dominantes Follikel auf-
gebaut, dessen Entwicklung bis zur Reife vorange-
trieben wird. Bei Menschen weist ein Follikel, das fur
eine Ovulation bereit ist, etwa einen Durchmesser
von 15 mm oder mehr auf.

[0004] Das zweite kritische Ereignis, welches in
Ovarie wahrende der follikuldren Phase eintritt ist,

dass Granulosazellen innerhalb des Ovarienfollikels
Rezeptoren fur LH ausbilden und in zunehmenden
MaR auf LH reagieren. Die Sekretion von Estradiol
und Estron von der Ovarie nimmt zuerst langsam,
gleichzeitig mit dem zunehmenden Durchmesser des
Follikels und der Empfindlichkeit des Follikels auf LH
zu. Der relative Anstieg der Estrogen- und Inhibinni-
veaus bewirkt die Inhibition der Sekretion von Gona-
dotropin-Freisetzungshormon (GnRH) vom Hypotha-
lamus und der Gonadotropinsekretion von der Hypo-
physe. Die Estrogenproduktion erreicht einen Tag vor
der LH-Wertspitze ein Maximum und die neuroendo-
krine Reaktion auf das erhdhte Estrogen und die die
graduell anseigenden Progesteronkonzentrationen
ist die praovulatorische Freisetzung von Gonadotro-
pinen, die unten erdrtert wird.

[0005] Wahrend der ovulatorischen Phase kommt
es zu einer Anderung der neuroendokrinen Reaktion
auf Estrogen und Progesteron. An diesem Punkt im
Zyklus ruft das erhoéhte Estrogen aufgrund einer po-
sitiven Rickmeldung zum Hypothalamus einen prao-
vulatorischen Anstieg der Serum-FSH- und LH-Ni-
veaus hervor, wobei das Estrogen nun einen Anstieg
der GnRH-Niveaus und in der Folge der Freisetzung
von FSH und LH von der Hypophyse stimuliert. Die-
ser Anstieg der Gonadotropine induziert den Ab-
schluss der follikuldren Reifung und bewirkt die Rup-
tur des dominanten oder Graafschen Follikels und die
Abgabe des Ovums etwa 16 bis 24 Stunden nach der
LH-Wertspitze. Wahrend des Abschnitts, der auf den
praovulatorischen Anstieg folgt, nehmen die Se-
rum-Estradiol-Niveaus zeitweilig ab, und die Plas-
ma-Progesteron-Niveaus beginnen anzusteigen.

[0006] Nach der Ovulation werden die post-ovulato-
rischen Ovarialfollikel-Zellen unter dem Einfluss von
LH luteinisiert, um ein Corpus Luteum zu bilden - die
luteale Phase. Die diagnostischen Marker der lutea-
len Phase des Menstruationszyklus sind der markan-
te Anstieg der Progesteronsekretion durch das Cor-
pus Luteum und die uterine Transformation, die in
Reaktion auf das Progesteron auftritt. Mit der lutealen
Progesteronproduktion ist eine weniger ausgepragte
Zunahme der Serumestrogen-Niveaus verbunden.
Wahrend das Progesteron und die Estrogene zuneh-
men, nehmen LH und FSH Uber den Grofteil der lu-
tealen Phase ab. Gegen Ende der lutealen Phase
nimmt, in einem unempfanglichen Menstruationszyk-
lus, das Corpus Luteum ab, und die Serum-FSH-Ni-
veaus beginnen anzusteigen, um das Follikular-
wachstum des nachsten Zyklus zu initiieren.

[0007] FSH und LH unterscheiden sich von einan-
der in ihrer Fahigkeit, die follikulédre Entwicklung bzw.
die Ovulation zu stimulieren. Von beiden Wirkstoffen
ist bekannt, dass sie eine Zunahme der intrazellula-
ren cAMP-Konzentrationen stimulieren. Es wurde in
vitro nachgewiesen, dass Wirkstoffe, welche cAMP
nachahmen, wie etwa Forskolin, oder stabile Analo-
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ga von cAMP, in Granulosazellen von unreifen Folli-
kel eine ahnliche Wirkung haben wie FSH, und in Zel-
len reifer Follikel eine ahnliche Wirkung haben wie
LH. Obwohl sowohl fir FSH, als auch fur LH alterna-
tive intrazellulare Signalwege vorgeschlagen wur-
den, wird allgemein anerkannt, dass cAMP in Reakti-
on auf beide Gonadotropine stimuliert wird. Ob und
wann die Erhéhungen der cAMP-Niveaus mit der fol-
likularen Entwicklung und Reifung oder mit der Induk-
tion der Ovulation assoziiert werden, hangt von den
Zelltypen und dem Vorhandensein oder der Abwe-
senheit der entsprechenden Rezeptoren ab. In der
Tat wurde gezeigt, dass Mause, welche in einer be-
stimmten Phosphodiesterase defizient sind, eine be-
eintrachtigte Ovulation und eine verringerte Sensitivi-
tat der Granulosazellen zu Gonadotropinen aufwei-
sen.

[0008] Unfruchtbarkeitsbehandlungen, die derzeit in
klinischer Verwendung sind, beziehen einige der
oben beschriebenen Ereignisse mit ein. Ein Wirkstoff,
welcher das Follikelwachstum stimuliert und fir die
Behandlung von Anovulation verwendet wird, ist Clo-
miphen. Clomiphen ist ein nichtsteroidales Antiestro-
gen, welches mit Estrogenen an deren Bildungsstel-
len konkurriert. Es wird vermutet, dass Clomiphen an
Estrogenrezeptoren im Hypothalamus und der Hypo-
physe bindet, und die negative Riickmeldung, die von
den ovarialen Estrogenen ausgetibt wird, blockiert.
Dies fuihrt wahrend der frihen follikularen Phase zu
einer erhéhten Ausgabe von Gonadotropinen (FSH
and LH). Clomiphen bewirkt eine Zunahme der endo-
genen FSH-Serumniveaus und die Verstarkung des
Wachstums und der Reifung der Follikel. Infolgedes-
sen leiten entweder endogenes LH or exogenes
LH/CG bei diesen Patienten die Ovulation ein.

[0009] Die WO 01/47905 beschreibt Pyrrolidin-Deri-
vate, welche Inhibitoren der Phosphodiesterase-4
sind, fir die Behandlung, unter anderem, von Un-
fruchtbarkeit sowohl bei weiblichen, als auch bei
mannlichen Subjekten. Zussman u. a., Journal of Cli-
nical Pharmacology, Band 41, Nr. 9, 2001, Seiten
950-958 beschreibt den Phosphodiesterase-4-Hem-
mer Cilomilast.

[0010] Zusatzlich zu Clomiphen wurden Frauen
auch mit Ovulationsinduktions-Regimen behandelt,
welche kommerzielle Zubereitungen der humanen
Gonadotropine enthielten, einschliellich des follikel-
stimulierenden Hormons (FSH) und des luteinisieren-
den Hormons (LH) oder des Chorion-Gonadotropins
(CG), von denen alle zuerst durch Reinigung aus Urin
schwangerer Frauen, und in juingerer Zeit durch re-
kombinante Technologien erhalten wurden. Im Allge-
meinen ist diese Behandlung bei der Stimulation der
Follikulogenese und der Steroidogenese hochgradig
wirksam. Komplikationen bei dieser Behandlung er-
geben sich aus der Tatsache, dass diese Praparate
und Regime die follikulare Entwicklung und Reifung

von Follikeln Uberstimulieren kénnen. Bei einer Un-
tergruppe von Patienten, kann die Ovarie hypersti-
muliert werden, was zu mehrfachen Ovulationen und
in der Folge zu Mehrfachgeburten fuhren kann. Eine
ovariale Hyperstimulation kann nicht nur fur die Mut-
ter lebensbedrohlich sein, sondern sie fihrt auch ty-
pischerweise zu Neugebohrenen mit geringerem Ge-
burtsgewicht, die in der Folge einer intensiven Pflege
bedirfen. Man glaubt, dass die wesentlichen Kompli-
kationen, die einer Gonadotropin-induzierten Hyper-
stimulation zugeschrieben werden, und die Mehr-
fachschwangerschaften sich wahrscheinlich aus den
verlangerten Auswirkungen von hCG ergeben. Zu-
satzlich kann die Verwendung von Gonadotropinen
bei Ovulationsinduktions-Regimen zu Reaktionen an
der Injektionsstelle fiihren, sowohl lokal als auch sys-
temisch. Daher béte die Entwicklung von Ovulations-
induktions-Regimen, welche orale Wirkstoffe mit ei-
ner milderen gonadotropinartigen Aktivitat verwen-
den, gegenuber Therapien, welche starke Injektions-
stoffe verwenden, einen erheblichen Vorteil. Ein noch
wichtigerer erheblicher Vorteil ergabe sich, wenn
Ovulationsinduktions-Regime  entwickelt werden
kdénnten, die zu weniger ovarialen Hyperstimulatio-
nen fiihren wiirden, und somit eine geringere Gefahr
fur die Mutter darstellen wiirde und gestindere Neu-
geborene hervorbringen wiirde.

Zusammenfassung der Erfindung

[0011] In einem ersten Aspekt bietet die Erfindung
die Verwendung des PDE4-Hemmers cis 4-cya-
no-4-(3-(cyclopentyloxy)-4-methoxyphenyl)cyclohe-
xan-1-Carboxylsaure fur die Herstellung eines Medi-
kaments zur Induktion der Ovulation bei einem Pati-
enten.

[0012] In einem weiteren Aspekt bietet die Erfin-
dung eine Verwendung des PDE4-Hemmers
cis-4-cyano-4-(3-(cyclopentyloxy)-4-methoxyphe-
nyl)cyclohexan-1-Carbxylsaure fir die Herstellung ei-
nes Medikaments fur die Induktion der Ovulation in
einem Patienten, in einem Regime, wobei die folliku-
lare Reifung vor der Induktion der Ovulation mit Clo-
miphen oder einem Aromatase-Hemmer induziert
wird, welcher aus YM-511, Letrozol, Fadrozol, und
Anastrozol, bevorzugter aus Letrozol and Anastrozol,
ausgewahlt ist.

[0013] In einem weiteren Aspekt bietet die Erfin-
dung die Verwendung des PDE4-Hemmers wie in
den Ansprichen festgelegt.

Detaillierte Beschreibung der Erfindung

[0014] Die vorliegende Erfindung betrifft die Ver-
wendung einer Zusammensetzung, welche den
Phosphodiesterase-Hemmer cis-4-cyano-4-(3-(cyc-
lopentyloxy)-4-methoxyphenyl)cyclohexan-1-Carbo-
xylsdure enthalt, bei der Herstellung eines Medika-
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ments zur Verbesserung der Fruchtbarkeit in einem
weiblichen Wirt. In einem weiteren Aspekt bietet die
Erfindung die Verwendung dieser Zusammensetzung
zur Herstellung eines Medikaments flr die Induzie-
rung der Ovulation des dominanten reifen Follikels
vor der lutealen Phase eines ovulatorischen Zyklus.

[0015] Obwohl Auswirkungen des PDE-Hemmers
auf die LH-stimulierte Steroidogenese von Granulo-
sazellen in vitro beschrieben wurden, beschreibt die
vorliegende Erfindung zwei neuartige Entdeckungen.
Erstens versagen die PDE-Hemmer dabei, das
FSH-stimulierte follikulare Wachstum in vivo zu ver-
starken, abgesehen von der anerkannten Rolle von
CAMP in den zellularen Signalwegen von sowohl
FSH, als auch LH. Darlber hinaus wird der Nachweis
erbracht, dass PDE-Hemmer die Gonadotropin-sti-
mulierte Steroidogenese in vitro verstarkten, was die
neuartige Aktivitdt des PDE-Hemmers auf die LH-ab-
hangige Ovulation weiter verdeutlicht. Zweitens ver-
starkten in Abwesenheit von hinzugefligtem LH oder
hCG die PDE-Hemmer die Ovulationsrate in vivo. An-
betrachts der oralen Aktivitdt der PDE-Hemmer, bie-
tet diese zweite Entdeckung die Basis flr das erste
potentiell injektionsfreie Regime fiir die Ovulationsin-
duktion, da die PDE-Hemmer in Zusammenhang mit
bestehenden Regimen verwendet werden kdénnen,
wie unten beschrieben wird.

[0016] Es wird hierein auch die Stimulation der folli-
kuldren Entwicklung vor der Verabreichung eines
nichtpolypeptiden cAMP-Niveau-Modulators  be-
schreiben, wozu die Verabreichung eines Wirkstoffes
zahlt, welcher die FSH-Konzentrationen wahrend der
follikularen Phase des ovulatorischen Zyklus des
Wirts verstarkt. Das Ziel des Verstarkens des FSH
betrifft alleine die follikulare Entwicklung und Reifung
und nicht die Induktion der Ovulation. Zu bevorzugten
Wirkstoffen zahlen FSH selbst, Clomiphen, selektive
Estrogenrezeptor-Modulatoren, = Aromatase-Hem-
mer und selektive Modulatoren der neuroendokrinen
Regulation der FSH-Produktion.

[0017] In noch einem weiteren Aspekt sieht die Er-
findung die Verwendung des ersten Aspekts vor, wo-
bei die Zusammensetzung weiters LH oder Chori-
on-Gonadotropin (CG), fiir eine Verabreichung vor
der lutealen Phase des ovulatorischen Zyklus des
weiblichen Wirts, aufweist. Zusatzlich sieht die Erfin-
dung die Verwendung geringerer Konzentrationen
von LH oder CG fiir eine Verabreichung an den Wirt
vor, als die Konzentrationen, die in derzeitigen Ovu-
lationsinduktions-Regimen verwendet werden, und
veringert dabei die Wahrscheinlichkeit einer ovaria-
len Hyperstimulation.

[0018] Zusatzlich sieht die vorliegende Erfindung
die Verwendung des Phosphodiesterase-Hemmers
cis-4-cyano-4-(3-(cylopentyloxy)-4-methoxyphe-

nyl)cyclohexan-1-Carboxylsaure zur Herstellung ei-

nes Medikaments vor, wobei das Medikament zur
Verabreichung in einem Verfahren dient, mit dem Oo-
zyten flr eine In-Vitro-Fertilisation gesammelt wer-
den.

[0019] Somit sieht die Erfindung die Verwendung
dieses ersten Aspekts fur eine orale Verabreichung
vor, anstatt einer Verabreichung durch eine Injektion,
welche Verabreichungsform fiir Proteine erforderlich
ist, und die Verabreichungsform darstellt, die bei der-
zeitigen Ovulationsinduktions-Regimen Verwendung
findet. Eine orale Verabreichung verhindert die aku-
ten und systemischen Nebenwirkungen, die mit sol-
chen Injektionen verbunden sind. In erster Linie dient
die Verwendung des ersten Aspekts der Einleitung
von Ovulationen, und er kann fir eine Verabreichung
alleine oder mit oder ohne LH oder CG geeignet sein,
und optional geringere Konzentrationen an LH oder
CG aufweisen, als die derzeit verwendeten, und so-
mit das Auftreten einer ovarialen Hyperstimulation
und die damit verbundenen Risiken verringern. Dem-
zufolge kénnen Mehrfachgeburten und lebensbe-
drohliche Komplikationen fiir die Mutter und die Neu-
geborenen vermieden werden. Zusatzlich ist die vor-
liegende Erfindung fiir die Mdglichkeit nltzlich, frihe-
re diagnostische Schwangerschaftstests durchzufih-
ren, als bei derzeitigen Ovulationsinduktions-Regi-
men, welche die Verwendung von CG enthalten.

[0020] Die Verwendungen der Erfindung, wie sie in
den Anspruchen definiert ist, wird fiir die Behandlung
von Unfruchtbarkeit beim Menschen, aber auch bei
anderen Saugetieren (wie etwa bei Pferden und Vieh,
z. B. Rindern, Schafen, Kiihen und dergleichen) und
anderen Arten, wie etwa Fischarten (z. B. Fischen)
und Végeln (z. B. Gefligel) nutzlich sein.

Kurzbeschreibung der Zeichnungen

[0021] Fig. 1 ist eine schematische Darstellung ei-
nes verallgemeinerten Ovulationsinduktions-Re-
gimes bei Menschen.

[0022] Fig. 2 ist eine Balkendiagramm-Darstellung
der Auswirkung von Phosphodiesterase-Hemmern in
vitro (d. h. Verbindung 1 und Verbindung 2 (Refe-
renz)) auf die zunehmenden intrazellularen cAMP-Ni-
veaus in Granulosazellen.

[0023] Fig. 3 ist eine Balkendiagramm-Darstellung
der Auswirkung eines Phosphodiesterase-Hemmers
(d. h. Verbindung 1) auf die Follikelreifung in Ratten,
in vivo.

[0024] Fig. 4 ist eine Balkendiagramm-Darstellung
der Auswirkung eines Phosphodiesterase-Hemmers
(d. h. Verbindung 1) auf die Ovulation mit CG in Rat-
ten, in vivo.

[0025] Eig. 5. ist eine Balkendiagramm-Darstellung
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der Auswirkung eines Phosphodiesterase-Hemmers
(d. h. Verbindung 1) auf die Ovulation mit und ohne
GC in Ratten, in vivo.

[0026] Fig. 6 ist eine Balkendiagramm-Darstellung
der Auswirkung eines Phosphodiesterase-Hemmers
(d. h. Verbindung 2 (Referenz)) auf die Ovulation mit
und ohne CG in Ratten, in vivo.

[0027] Fig. 7 ist eine Balkendiagramm-Darstellung
der Auswirkung eines Phosphodiesterase-Hemmers
(d. h. Verbindung 2 (Referenz)) auf die Ovulation in
Folge einer oralen und subkutanen Verabreichung.

[0028] Fig. 8 ist eine Balkendiagramm-Darstellung
der Auswirkungen des PDE-Hemmers Verbindung 3
(Referenz) auf die Ovulation in vivo in Folge einer
oralen und subkutanen Verabreichung.

[0029] Fig.9 ist eine Balkendiagramm-Darstellung
der Auswirkungen des PDE-Hemmers Verbindung 4
(Referenz) auf die Ovulation bei Vorhandensein oder
in Abwesenheit einer subeffektiven Dosis von hCG in
vivo.

[0030] Eig. 10 ist eine Balkendiagramm-Darstellung
der Auswirkungen des PDE-Hemmers Verbindung 2
(Referenz) auf die Ovulation und die Fruchtbarkeit.

|. Definitionen

[0031] Die folgenden Worte und Ausdriicke sind,
wenn sie in der Beschreibung, den Beispielen und
den Anspriichen verwendet werden, im Allgemeinen,
wie folgt definiert.

[0032] ,Verabreichung" bezeichnet die Abgabe ei-
nes therapeutischen Wirkstoffs in einen weiblichen
Wirt. Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfin-
dung wuirde dies die Abgabe eines nicht-polypepti-
den cAMP-Niveau-Modulators und/oder eines Wirk-
stoffes, welcher die FSH-Konzentrationen erhdht, be-
inhalten. Dieser Ausdruck ist vollstandiger unter dem
hierein enthaltenen Abschnitt mit dem Titel ,Pharma-
zeutische Zusammensetzungen" beschreiben.

[0033] ,Ovulation” bezeichnet fir die Zwecke hierin
den Vorgang, bei dem ein Ovum oder Ova von den
Ovarien freigegeben wird/werden. Wenn die Mitte
des Zyklus naher rickt, steigt das Estrogen drama-
tisch an, gefolgt von einem Anstieg des LH und in ei-
nem geringeren Ausmal} einem Anstieg des FSH.
Dies I6st die Ovulation des dominanten Follikels aus.
Die Ovulation besteht aus einer schnellen follikularen
Vergrofierung, in deren Folge das Follikel aus der
Oberflache des ovarialen Kortex hervorsteht.
SchlieBlich fihrt eine Ruptur des Follikels zum Aus-
stoRen eines Oozyten-Kumulus-Komplexes. Die
Reste des dominanten Follikels bilden sich dann um,
und werden zum Corpus Luteum.

[0034] ,Anovulation" bezeichnet ein Fehlen einer
Ovulation.

[0035] ,Nicht-polypeptide cAMP-Niveau-Modulato-
ren" bezeichnen Verbindungen, die nicht in ihrer
Ganze aus Aminosauren bestehen, ungeachtet einer
Glycosylierung, und direkt oder indirekt wirken, um
die intrazellularen cAMP-Niveaus zu erhéhen. Sol-
che Verbindungen kénnen die cAMP-Niveaus erh6-
hen, indem sie die cCAMP-Synthese stimulieren, oder
indem sie deren Abbau hemmen, oder durch beides.
Zu Beispielen von Modulatoren, welche die Synthese
von cAMP erhdhen, zahlen Aktivatoren von Adenyl-
cyclase, wie etwa Forskolin. Zu Beispielen von Modu-
latoren, welche den Abbau von cAMP hemmen, zah-
len Inhibitoren von Phosphodiesterasen, wie etwa
Theophyllin.

[0036] ,Weiblicher Wirt" bezeichnet ein Individuum
weiblichen Geschlechts einer Spezies, an welche
Wirkstoffe gemaf der vorliegenden Erfindung verab-
reicht werden. Menschen, andere Saugetiere, und
andere Spezies, wie etwa Fisch oder Gefligel, sind
per Definition hierin miteinbezogen.

[0037] ,Phosphodiesterase-Hemmer" bezieht sich
auf chemische Verbindungen, welche Phosphodies-
terasen (PDEs) blockieren oder hemmen, deren Wir-
kung es ist, ihre zyklischen Nukleotidziele (z. B.
cAMP und cGMP) zu inaktivieren, indem sie die
3'-Phosphodiester-Bindung hydrolytisch spalten, wo-
durch sich eine passive Anhaufung von bestimmten
zyklischen Nukleotiden ergibt. Hemmer koénnen
nichtselektiv fir alle Phosphodiesterase-Isoformen,
oder selektiv fur bestimmte Isoformen wirken. Siehe
hierin zitierte Verbindungen.

[0038] ,Phosphodiesterase-Isoforme" bezeichnen
eine Familie von Isozymen oder Isoformen, die fur
den Metabolismus oder den Abbau der intrazellula-
ren zweiten Messenger, cAMP und cGMP, verant-
wortlich sind. Bestimmte Isoforme kénnen hoch se-
lektive zellulare und subzellulare Lokalisierungen
aufweisen. Zu Beispielen von Phosphodiestera-
se-Isoformen zahlen PDE3 and PDE4.

[0039] ,Follikulare Phase” bezeichnet den ersten
Teil des Menstruationszyklus, woflr eine fortschrei-
tende Zunahme der zirkulierenden Niveaus von Esta-
diol und Inhibin B durch das sich entwickelnde Graaf-
sche Follikel charakteristisch ist.

[0040] ,Vor der lutealen Phase" bezeichnet den Ab-
schnitt des Menstruationszyklus vor der Verschie-
bung von der estrogendominierten follikularen Phase
zu der progesterondominierten lutealen Phase. Vor
der lutealen Phase sind die Estrogenniveaus im All-
gemeinen grolker als oder gleich 150 pg/ml/Follikel
fur ein Follikel von 16 mm Durchmesser und die Fol-
likelgroRe ist im Allgemeinen nicht geringer als 14
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mm im Durchmesser. Diese Kriterien sind nicht abso-
lut und variieren von Patienten zu Patienten. Im Zu-
sammenhang mit der vorliegenden Erfindung und
hinsichtlich der zeitlichen Abstimmung der Verabrei-
chung des nicht-polypeptiden cAMP-Niveau-Modula-
tors, kann der nicht-polypeptide cAMP-Niveau-Modu-
lator einem weiblichen Wirt zu dem Zeitpunkt verab-
reicht werden, zu dem diesem Wirt in bestehenden
Ovulationsinduktions-Regime(n) normalerweise hCG
oder LH verabreicht wird.

[0041] ,Ovulatorischer Zyklus" oder ,Menstruations-
zyklus" bezeichnet eine reihe klinischer Ereignisse
Uber einen speziesspezifischen Zeitraum, welcher
das follikulare Wachstum und die follikulare Entwick-
lung, die Anwerbung, die Selektion, die Dominanz,
die Ovulation und die Bildung und das Absterben des
Corpus Luteum enthalt. Funktional kann dieser Zy-
klus in drei Phasen eingeteilt werden, die follikulare,
die ovulatorische und die luteale Phase. dieser Zy-
klus kann auch als Menstruationszyklus bezeichnet
werden.

[0042] ,Ovulationsinduktion" bezieht sich auf das
Verfahren, bei dem ein (mehrere) Polipeptid(e)
und/oder synthetische Chemikalien verwendet wer-
den, um eine Ovulation in weiblichen Wirten herbei-
zufiihren, die anderenfalls anovulatorisch waren, was
zu einer Induktion einer follikularen Ruptur und einer
Ovulation fertilisierbarer Oozyten fiihrt. Zur Ovulati-
onsinduktion zahlen nicht die vorhergehenden Ereig-
nisse in der Zeit wahrend des ovulatorischen Zyklus
der follikularen Reifung und Entwicklung.

[0043] ,Ovariale Hyperstimulation" bezeichnet eine
pharmakologische Intervention eines ovulatorischen
oder anovulatorischen Menstruationszyklus. Sie hat
die Reifung mehrerer Follikel zur Folge, was zu einer
Kodominanz mehrerer Follikel und zum Vorhan-
densein mehrerer fertilisierbarer Oozyten fuhrt.

[0044] ,Follikel" bezeichnet den mit Fluid gefiillten
Sack, welcher das Ovum umgibt, wobei der Sack
auch Granulosazellen enthalt.

[0045] ,Follikulare Entwicklung" bezieht sich auf das
fortschreitende Wachstum und die Entwicklung ovari-
aler Follikel, insbesondere wahrend der follikularen
Phase des ovulatorischen Zyklus, und sie fihrt zur
Anwerbung und Dominanz eines zur Ovulation be-
stimmten Follikels.

[0046] ,Follikelstimulierendes Hormon (FSH) und
Isofome" bezeichnet ein von der Hypophyse abgege-
benes Hormon, welches das Wachstum des ovaria-
len Follikels stimuliert, und Isoforme von FSH, wie sie
beispielsweise in dem US-Patent Nr. 5,087,615 be-
schrieben sind.

[0047] ,Selektive Estrogenrezeptor-Modulatoren”

bezeichnen chemische Verbindungen oder Polypep-
tide, welche auf dem Niveau des Hypothlamus und
der Hypophyse als Estrogenrezeptor-Antagonisten,
und auf dem Niveau des Uterus als ein Agonist wir-
ken. Zu Beispielen solcher Modulatoren kénnen Ta-
moxifen, Raloxifen, Toremifen, Clomiphen und Drolo-
xifen zahlen. Siehe auch: ,Endocrinology"”, Dezem-
ber 1999: 138(12): 5476-5484.

[0048] ,Aromatase-Hemmer" bezeichnen chemi-
sche Zusammensetzungen oder Polypeptide, welche
die Aktivitat der Aromatase, welche ein Enzym ist,
das Androgene in Estrogene umwandelt, blockieren
oder hemmen. Zu Beispielen fir Aromatase-Hem-
mern zahlen Letrozol, Anastrozol und Vorozol. Siehe
auch 1) ,Journal of Endocrinology"”, Feb. 2000:
164(2): 225-238; und 2) ,Journal of Steroid Bioche-
mistry and Molecular Biology", April 1997: 61(3-6):
157-166.

[0049] ,Zugehdrige steroidogene Enzyme" bezieht
sich auf alle Enzyme, welche in die Katalyse von bio-
chemischen Reaktionen miteinbezogen sind, welche
zur Synthese von Estrogen und Progesteron fiihren,
Einschliellich 3-B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase,
und zu Hemmern dieses Enzyms zahlen Daidzein,
Genistein, Biochanin A und Formononetin. Siehe
auch: ,Journal of Steroid Biochemistry and Molecular
Biology", April 1996: 58(1): 95-101.

[0050] ,Clomiphen" bezieht sich auf 2-[4-(2-chlo-
ro-1,2-diphenylethenyl)phenoxy]-N,N-Diethylethana-
min und dessen Salze.

[0051] ,Luteinisierendes Hormon" bezeichnet ein
von der Hypophyse freigesetztes Hormon, welches
dem zweifachen Zweck hat, ein dominantes Follikel
zu veranlassen, sein Ovum freizusetzen, und den
Corpus Luteum zur Abgabe von Progesteron zu sti-
mulieren.

[0052] ,Verringerte Konzentrationen" bezeichnet
geringere Konzentrationen eines verabreichten Wirk-
stoffs im Vergleich zu Standardniveaus von verab-
reichten Wirkstoffen. Im Zusammenhang mit der vor-
liegenden Erfindung, werden geringere Konzentratio-
nen von LH oder CG verabreicht, als bin bestehen-
den Ovulationsinduktions-Regimen verabreicht wer-
den.

[0053] ,Bestehende Ovulationsinduktions-Regime"
bezeichnen derzeitige Verfahren zur Einleitung der
Ovulation, einschlieflich der Verwendung von Clomi-
phen, Gonadotropinen (d. h. FSH, LH und CG) oder
einer Kombination dieser Wirkstoffe, um eine Folliku-
logenese und eine induzierte Ovulation in anovulato-
rischen weiblichen Subjekten zu férdern. Die Regime
werden hinsichtlich der zeitlichen Abstimmung, der
Frequenz und der Konzentration der verabreichten
Wirkstoffe variiert. Diese Definition beinhaltet die Mo-
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difikationen von derzeitigen Regimen, welch immer
noch die Verabreichung von hCG oder LH zu einem
Zeitpunkt wahrend des Ovulationsinduktions-Re-
gimes erfordern. Die folgenden Abhandlungen be-
handeln die Themen weibliche Unfruchtbarkeit, sti-
mulierte Follikulgenese und Ovulationsinduktion:
-Reproductive Endocrinology, Surgery, and Techno-
logy", Bande 1 und 2; Herausgeber: E.Y. Adashi, J.A.
Rock and Z. Rosenwaks; Lippincott-Rauen Publis-
hers, Philadelphia 1996 und ,Female Infertility Thera-
py Current Practice"; Herausgeber: Z. Shoham, C.M.
Howles und H.S. Jacobs; Martin Dunitz Ltd., London
1999.

[0054] ,Chorion-Gonadotropin" bezeichnet ein Gly-
coprotein-Hormon, welches pituitarem LH biologisch
und immunologisch &hnlich ist. In der normalen
Schwangerschaft wird CG von der Plazenta produ-
ziert und kann uber erhéhte Niveaus in der Serum-
konzentration als ein diagnostischer Marker fir eine
Schwangerschaft verwendet werden. Das Akronym
hCG bezeichnet humanes Chorion-Gonadotropin.

[0055] ,Wirkstoffe, welche die FSH-Konzentratio-
nen steigern" betreffen alle Stoffzusammensetzun-
gen, Proteine oder synthetische Chemikalien, welche
die Serumniveau-Konzentrationen von FSE steigern,
wenn sie einem weiblichen Wirt verabreicht werden,
entweder direkt oder indirekt, durch Verabreichung
von FSH selbst oder einem Wirkstoff, welcher die en-
dogene Produktion davon stimuliert oder den endo-
genen Abbau davon hemmt. Die Definition dieses
Ausdrucks und der Wirkstoff schlieRt Zusammenset-
zungen mit ein, welche die FSH-Konzentrationen
moglicherweise nicht steigern, jedoch eine biologi-
sche Funktion und Aktivitat eines follikelstimulieren-
den Hormons aufweisen.

II. Prinzipien der Ovulationsinduktion

[0056] Die Probleme unzureichender oder ungeeig-
neter Gonadotropinniveaus wurden seit den
1960-ern als eine Ursache ovulatorischer Fehlfunkti-
onen erkannt. Die klinische Effektivitat der verschie-
denen verwendeten Gonadotropinpraparate verhielt
sich proportional zum Betrag des verabreichten FSH.
Anfangliche Belege legten nahe, dass exogenes LH
fur eine ausreichende Follikulogenese wahrend der
Ovulationsinduktion nicht erforderlich waren. Es wur-
de jedoch klar, dass Frauen, denen nur exogenes
FSH verabreicht wird, nicht ausreichend follikulares
Estradiol fir die Ovulationsinduktion erzeugen. Das
Vorhandensein von zumindest einer gewissen Men-
ge an exogenen oder endogenen LH fir die Ovulati-
onsinduktion scheint beim Menschen wichtig zu sein.
Eig. 1 zeigt eine schematische Darstellung eines ver-
allgemeinerten Ovulationsinduktions-Regimes. Ein
FSH-Praparat wird bei 75 |U/Tag fir die ersten 7 Tage
verabreicht. Am Ende der 7 Tage wird ein Ultra-
schallscan durchgefiihrt, um den follikularen Durch-

messer zu ermitteln und das Serum-Estradiol wird
gemessen. Falls das Follikel kleiner als 12 mm ist,
wird die FSH-Dosis verdoppelt, und nach weiteren
5-7 Tagen wird eine nachfolgender Scan durchge-
fuhrt. Patienten mit einem Follikeldurchmesser 215
mm erhalten eine ovulatorische Bolusdosis hCG.

[ll. Verallgemeinertes Ovulationsinduktions-Regime

[0057] Die Ovulationsinduktion ist gleichermalien
als Kunstfertigkeit und als Wissenschaft zu sehen.
Trotz eines beachtlichen Feldes an Behandlungspro-
tokollen kann kein einzelner Ansatz oder eine be-
stimmtes Verfahren als einzigartig richtig angesehen
werden. Bestimmte Prinzipien sind jedoch anwend-
bar und bieten die Basis fur eine sichere und effektive
Behandlung. Es ist jedoch zu erwahnen, dass die un-
ten dargelegten Kriterien fir die Ovulationsinduktion
nur beispielhaft dargelegt sind, und je nach Klink, Pa-
tient und Behandlungsziel erheblich variieren kon-
nen.

[0058] Der erste Zyklus beinhaltet Giblicherweise die
tagliche Verabreichung von FSH beginnend mit Tag 4
bis 7 einer Abbruchsblutung. Das Follikelwachstum
und die Reaktion werden sowohl Uber Estrogenni-
veaus als auch Uber Ultraschall tberwacht. Eine aus-
reichende Follikelstimulation wird {blicherweise
durch eine kontinuierliche Verabreichung von FSH
Uber 7 bis 14 Tage erzielt. Die Behandlung mit FSH
fur weniger als 8 Tage ist mit einer steigenden Rate
an spontanen Aborts bei schwangeren Patienten ver-
bunden.

[0059] Sobald eine ausreichend Follikelentwicklung
erreicht wurde (zwei Follikel mit 16 bis 18 mm zusam-
men mit einem zunehmenden Ansteigen des Se-
rum-Estrogens auf 500 bis 1.000 pg/mL), wird hCG
(5.000 oder 10.000 IU) verabreicht. Die zeitliche Ab-
stimmung der hCG-Verabreichung ist wichtig, da sich
die vorrangigen Komplikationen, die einer Gonado-
tropininduzierten Hyperstimulation zugerechnet wer-
den, und multiple Schwangerschaften wahrscheinlich
das Ergebnis der anhaltenden Auswirkungen von
hCG sind. Obwohl die Halbwertszeit von hCG etwa 8
Stunden betragt, kann es im Blut des Patienten fur 7
bis 10 Tage nach der Injektion nachweisbar bleiben
und falschlich als eine erfolgreiche Behandlungs-
schwangerschaft diagnostiziert werden. Nach erfolg-
ter Verabreichung von hCG wird das Paar angehal-
ten, in dieser Nacht und ein bis zweimal zuséatzlich in
den nachsten 48 Stunden Geschlechtsverkehr zu ha-
ben.

[0060] Die grundsatzliche Regel betreffend einer
Gonadotropin-Verabreichung ist, dass jeder einzelne
Behandlungszyklus passend individualisiert, tber-
wacht und eingestellt werden muss. Die Uberwa-
chung ist nicht nur notwendig, um die Ovulation und
die Schwangerschaftsraten zu verbessern, sondern
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auch um das Risiko einer ernsthaften ovarialen Hy-
perstimulation und deren potentieller Folgen, sowie
von Mehrfachschwangerschaften zu verringern.

[0061] Dies wird durch haufige Bestimmungen der
Plasma-/Serum-Estradiolniveaus und durch Inspekti-
on der Ovarien mittels Ultraschall erzielt. Die Estradi-
olniveaus korrelieren im Allgemeinen mit der Anzahl
wachsender Follikel, jedoch nicht notwendigerweise
mit der Anzabhl reifer Follikel. Vertraute man auf die
Estradiolniveaus als Marker fir die Follikelreife,
kdnnte die Tatsache, dass mehrere kleine Follikel
vorhanden sind, falschlich auf eine Follikelreife hin-
weisen, was zu einer verfriihten hCG-Verabreichung
fuhrt. Da das Follikelwachstum direkt mit der Reifung
des Ovums korreliert, kann eine Ultraschalluntersu-
chung des mittleren Follikeldurchmessers einen bes-
seren Hinweis bei der Beurteilung der Reife und der
zeitlichen Abstimmung der hCG-Verabreichung bie-
ten. Die Estrogenniveaus sollten daher verwendet
werden, um eine fruhe follikulare Entwicklung als Hin-
weis auf eine Gonadotropin-Reaktion zu beurteilen,
und Ultraschall sollte verwendet werden, um die An-
zahl und die GroRe der reifenden Follikel zu bewer-
ten.

[0062] Das Ziel der meisten Behandlungen ist es,
die Mdglichkeiten fur eine Einzelschwangerschaft zu
maximieren, wahrend das Risiko fir ein Hyperstimu-
lationssyndrom minimiert wird. Estradiolniveaus zwi-
schen 1000 und 1500 pg/mL scheinen optimal zu
sein, die tatsachlichen Niveaus kdnnen jedoch in Ab-
hangigkeit des verwendeten Labors und der Erfah-
rung des Arztes variieren. Das Risiko einer Hypersti-
mulation nimmt mit hoheren Estradiolniveaus zu.
Wenn das Serum-Estradiol 2000 pg/mL Ubersteigt,
sollte das hCG im Allgemeinen mit groRer Vorsicht
verabreicht oder vorenthalten werden, um der Folli-
keln zu ermdglichen, sich zuriickzuentwickeln. In ei-
nem hypogonadotropischen Hypogonadismus be-
tragt das Risiko einer schweren Hyperstimulation bei
Werten, die 2400 pg/mL Ubersteigen, 5% in Schwan-
gerschaftszyklen und 1% in Nichtschwangerschafts-
zyklen. Da eine Hyperstimulation mit der Anzahl vor-
handener Follikel zu korrelieren neigt, kann dariber
hinaus eine Entscheidung, das hCG vorzuenthalten,
auch darauf gegriindet werden, dass per Ultraschall
10 oder mehr sich entwickelnde Follikel gefunden
werden.

[0063] Die folgenden Abhandlungen haben die
weibliche Unfruchtbarkeit, die stimulierte Folliculoge-
nese und die Ovulationsinduktion zum Thema: ,Re-
productive Endocrinology, Surgery, and Technology",
Bande 1 und 2; Herausgeber: E.Y. Adashi, JA. Rock
and Z. Rosenwaks; Lippincott-Rauen Publishers,
Philadelphia 1996 und ,Female Infertility Therapy
Current Practice"; Herausgeber: Z. Shoham, C.M.
Howles und H.S. Jacobs; Martin Dunitz Ltd., London
1999.

[0064] Man glaubt, dass die vorrangigen Komplika-
tionen, die einer Gonadotropininduzierten ovarialen
Hyperstimulation zugeordnet werden, und daraus fol-
gende Mehrfachschwangerschaften wahrscheinlich
auf die anhaltenden Auswirkungen des hCG zuriick-
zuftihren sind. Ein Nutzen der Erfindung liegt darin,
dass sie es ermoglicht, dem Wirt geringere Konzent-
rationen von LH oder CG zu verabreichen, als die
Konzentrationen, die in bestehenden Ovulationsin-
duktions-Regimen verwendet werden, und dadurch
die Wahrscheinlichkeit einer ovarialen Hyperstimula-
tion zu verringern und in der Folge die nachteiligen
Auswirkungen, die mit diesem Zustand einhergehen
— Mehrfachschwangerschaften, geringes Gewicht
der Neugeborenen und gesundheitliche Komplikatio-
nen fur die Mutter — zu verhindern.

[0065] Es ist zu erwahnen, dass die Verabreichung
von nichtpolypeptiden cAMP-Niveaumodulatoren
keine therapeutischen Auswirkungen auf die follikula-
re Reifung und Entwicklung wahrend des Ovulatori-
schen Zyklus haben.

[0066] Somit betrifft die vorliegende Erfindung die
Verwendung des ersten Aspekts. Nichtpolypeptide
cAMP-Niveaumodulatoren bewirken, direkt oder indi-
rekt, einen Anstieg intrazellularer cAMP-Niveaus.
Solche Verbindungen kdénnen die cAMP-Niveaus
steigern, indem sie die cAMP-Synthese stimulieren,
oder indem sie deren Abbau hemmen, oder beides.
Zu Beispielen von Modulatoren, welche die Synthese
von cAMP stimulieren, zahlen Aktivatoren von Ade-
nylylcyclase, wie etwa Forskolin. Zu Beispielen von
Modulatoren, welche den Abbau von cAMP verrin-
gern, zdhlen Hemmer von Phosphodiesterasen, wie
etwa Theophyllin. Zu nichtpolypeptiden cAMP-Nive-
aumodulatoren zahlen Phosphodiesterase-Hemmer,
insbesondere  Hemmer der Phosphodiestera-
se-4-Isoformen.

[0067] Die Erfindung ist auch deshalb nitzlich, da
sie die Stimulation der follikularen Entwicklung vor
der Verabreichung des nichtpolypeptiden cAMP-Ni-
veaumodulators, wie in den Anspriichen definiert, er-
moglicht, um die Ovulation einzuleiten, wobei dies
das Verabreichen eines Wirkstoffs beinhaltet, wel-
cher die Konzentrationen an follikelstimmulierenden
Hormon (FSH) wahrend der follikularen Phase des
Ovulationszyklus des Wirts stimuliert. Diese Wirkstof-
fe sind in den Ansprichen definiert. Somit wird gel-
tend gemacht, dass die Verabreichung der hierein
beschriebenen Wirkstoffe in einer auf das Wachstum
und die Reifung der Follikel bezogenen vorgeschrie-
benen zeitlichen Abstimmung die Vorgange der Ovu-
lation und der darauffolgenden Fertilisation, die statt-
finden missen, damit eine Empfangnis eintritt, ver-
bessern.

[0068] Es ist zu erwahnen, dass die vorliegende Er-
findung, wenn der nichtpolypeptide cAMP-Niveau-
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modulator, wie in den Anspriichen definiert, alleine
ohne einer gleichzeitigen Verabreichung von hCG
verabreicht wird, die Mdglichkeit fur ein friheres dia-
gnostisches Testen der Schwangerschaft bietet, als
dies mit derzeitigen Ovulationsinduktions-Regime,
welche die Verwendung von GC miteinbeziehen,
moglich ist.

V. Phosphodiesterase-Hemmer

[0069] Die in der Erfindung verwendeten Phospho-
diesterase-Hemmer sind Ariflo® (SmithKline Bee-
cham) und Cilomilast (SmithKline Beecham).

[0070] In einer Ausflihrungsform sieht die Erfindung
die Verwendung dieses ersten Aspekts vor, um die
Ovulation auszulésen, nachdem das follikulare
Wachstum und die follikulare Reifung mit FSH, Letro-
zol (Novartis), Anastrozol (AstraZeneca) oder Fadro-
zole (Novartis) induziert wurde. In einem Regime fir
unterstutzte reproduktive Technologien (ART) bei
dem es erwinscht ist, mehrere Oozyten fur die In-Vi-
tro-Fertilisation zu erhalten, wird Patienten ein Aro-
matasehemmer (z. B. 2.5-5 mg/Tag Letrozol oder
Anastrozol) von etwa Tag 3 an bis etwa Tag 7, oder
von etwa Tag 3 bis etwa Tag 8 des Menstruationszy-
klus, zusammen mit 50-225, bevorzugt 50-150 U
FSH/Tag, beginnen mit etwa Tag 3 bis Tag 7 des
Menstruationszyklus verabreicht, wobei die FSH-Ga-
be fortgesetzt wird, bis es zumindest zwei flihrende
Follikel gibt, welche einen mittleren Durchmesser
aufweisen der grof3er ist als 16 mm oder etwa 16 mm
groR ist. An diesem Punkt wird der PDE-Hemmer, wie
in den Ansprichen definiert, in einer Dosierung ver-
abreicht, die ausreicht, um die Ovulation auszulésen.

[0071] Optional kann der Aromatasehemmer als al-
leiniger das Follikelwachstum stimulierende Wirkstoff
verwendet werden (d. h. in Abwesenheit von FSH),
indem eine héhere Dosis des Aromatasehemmers
verwendet wird, (z. B. 2-10 mg/Tag Letrozol oder
Anastrozol) und/oder indem die Verabreichung ver-
langert wirde (z. B. Tage 3 bis 8, 3 bis 9, oder 3 bis
10). Wenn durch Sonographie die follikulare Reife als
ausreichende erachtet wird, wird eine die Ovulation
auslésende Dosis des PDE-Hemmers, wie in den An-
sprichen definiert, verabreicht. Diese Regime er-
laubt es, mehrere Oozyten einzusammeln, wahrend
Injektionen vermieden werden, da alle verwendeten
Wirkstoffe oral verfigbar sind.

[0072] Bei der Induktion der Ovulation ist es win-
schenswert, die Freisetzung von nur einem Ovum zu
bewirken. Dies kann erfindungsgemal erzielt wer-
den, indem FSH verwendet wird, um Follikelwachs-
tum und -reifung zu stimulieren, und darauf folgend
der in den Anspriichen definierte PDE-Hemmer ver-
abreicht wird, um die Ovulation auszulésen. Im
Schutzbereich der Erfindung sind auch Ovulationsin-
duktions-Regime enthalten, bei welchen das Follikel-

wachstum und die Follikelreifung mit einem Substitut
fur FSH induziert wird, beispielsweise einem Aroma-
tasehemmer, wie in den Ansprichen definiert.

[0073] In einem bevorzugten Regime fir die Ovula-
tionsinduktion wird einem Patienten von etwa Tag 3
an bis etwa Tag 7, oder von etwa Tag 5 bis etwa Tag
9 des Menstruationszyklus eine Dosis eines Aroma-
tasehemmers (z. B. 2.5-5 mg/Tag Letrozol oder Ana-
strozol) verabreicht (in Abwesenheit von FSH). Opti-
onal kann etwa bei Tag 3 oder Tag 4 des Menstruati-
onszyklus eine Einzeldosis eines Aromatasehem-
mers verabreicht werden (z. B. 5-30 mg Letrozol
oder Anastrozol, bevorzugt 10 oder 20 mg). Die Ovu-
lation wird mit einer die Ovulation auslésenden Dosis
des PDE-Hemmers, wie in den Anspriichen definiert,
ausgeldst. Dieses Regime sieht ein Ovulationsinduk-
tions-Protokoll vor, welches ohne Injektionen aus-
kommt.

VI. Pharmazeutische Zusammensetzungen.

[0074] Der nichtpolypeptide cAMP-Niveaumodula-
tor, wie in den Ansprichen definiert, und Wirkstoffe,
welche die FSH-Konzentrationen in einem weibli-
chen Wirt erhéhen, wie in den Ansprichen der Erfin-
dung definiert (hierin auch als ,aktive Verbindungen"
bezeichnet), kdénnen in pharmazeutische Zusam-
mensetzungen eingebunden sein, die fir eine Verab-
reichung geeignet sind. Solche Zusammensetzun-
gen beinhalten typischer Weise die aktiven Verbin-
dungen und einen pharmazeutisch vertraglichen Tra-
ger. Wie hierin verwendet soll der Ausdruck ,,pharma-
zeutisch vertraglicher Trager" irgendwelche und alle
Lésungsmittel, Dispersionsmittel, Beschichtungen,
antibakterielle und antifungale Wirkstoffe, isotoni-
sche und die Absorption verzégernde Wirkstoffe be-
inhalten, die mit einer pharmazeutischen Verabrei-
chung vereinbar sind. Geeignete Trager sind in der
jungsten Ausgabe von ,Remington's Pharmaceutical
Sciences", einem Standardwerk in dem Fachgebiet,
beschrieben. Zu bevorzugten Beispielen solcher Tra-
ger oder Verdinnungsmittel zahlen Wasser, Salzl6-
sung, Ringer-Ldsung, Dextroseldsung, und 5% hu-
manes Serumalbumin. Liposome und nichtwassrige
Tragerstoffe, wie etwa Fettéle kbnnen auch verwen-
det werden. Die Verwendung solcher Medien und
Wirkstoffe flr pharmazeutische Wirkstoffe ist dem
Fachmann wohlbekannt. Insofern wird die Verwen-
dung aller herkdbmmlichen Medien in den Verbindun-
gen in Betracht gezogen, ausgenommen, sie sind mit
dem Wirkstoff unvereinbar. Es kénnen auch Zu-
satz-Wirkstoffe in die Zusammensetzungen aufge-
nommen sein.

[0075] Eine pharmazeutische Zusammensetzung
der Erfindung wird so formuliert, dass sie mit ihrer
vorgesehenen Verabreichungsroute vereinbar ist. Zu
Beispielen von Verabreichungsrouten zahlen paren-
terale, (z. B., intravendse, intradermale, subkutane),
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orale, inhalatorische, transdermale (topische), trans-
mucosale, und rektale Verabreichung. L&sungen
oder Suspensionen, die fur eine parenterale, intra-
dermale, oder subkutane Anwendung verwendet
werden, kénnen die folgenden Bestandteile aufwei-
sen: ein steriles Verdinnungsmittel, wie etwa Was-
ser, fur die Injektion, Salzldsung, Fettdle, Polyethy-
lenglycole, Glycerin, Propylenglycol oder andere syn-
thetische Ldsungsmittel; Antibakterielle Wirkstoffe,
wie etwa Benzylalkohol oder Methylparabene; Antio-
xidantien, wie etwa Ascorbinsaure oder Natriumbisul-
fit; Chelatbildner, wie etwa Ethylendiamintetraessig-
saure; Puffer, wie etwa Acetate, Citrate oder Phos-
phate, und Wirkstoffe zum Einstellen der Tonizitét,
wie etwa Natriumchlorid oder Dextrose. Der pH-Wert
kann mit Sauren oder Basen eingestellt werden, wie
etwa Salzsaure oder Natriumhydroxid. Das parente-
rale Praparat kann in Ampullen, Einwegspritzen oder
in Mehrwegampullen aus Glas oder Plastik einge-
schlossen sein.

[0076] Zu pharmazeutischen Zusammensetzungen,
die fur eine Injektions-Verwendung geeignet sind,
zahlen sterile wassrige Losungen (wenn wasserlos-
lich) oder Dispersionen und sterile Pulver fur die
Ad-hoc-Zubereitung von sterilen injizierbaren Lésun-
gen oder Dispersionen. Fir die intravendse Verabrei-
chung zahlen zu geeigneten Tragerstoffen physiolo-
gische Salzldsung, bacteriostatisches Wasser, Cre-
mophor EL™ (BASF, Parsippany, N.J.) oder phos-
phatgepufferte Salzlésung (PBS). In allen Fallen
muss die Zusammensetzung steril sein, und sie sollte
in dem Ausmal flissig sein, dass sie leicht fur die
Verwendung mit Spritzen geeignet ist. Sie muss unter
Herstellungs- und Lagerbedingungen stabil sein, und
muss gegen die kontaminierende Wirkung von Mikro-
organismen, wie etwa Bakterien und Pilzen ge-
schutzt sein. Der Tragerstoff kann eine Lésungsmittel
oder ein Dispersionsmedium sein, welches beispiels-
weise Wasser, Ethanol, Polyol (zum Beispiel, Glyce-
rin, Propylenglycol, und flissiges Polyethylenglycol,
und dergleichen), und geeignete Mischungen davon
enthalt. Die passende Fluiditat kann beispielsweise
durch die Verwendung einer Beschichtung, wie etwa
Lecithin, durch die Aufrechterhaltung der erforderli-
chen PartikelgréRe im Falle von Dispersionen und
durch die Verwendung oberflachenaktiver Stoffe auf-
rechterhalten werden. Die Verhinderung der Wirkung
von Mikroorganismen kann durch verschiedene anti-
bakterialle und antifungale Wirkstoffe erzielt werden,
beispielsweise Parabene, Chlorobutanol, Phenol,
Ascorbinsaure, Thimerosal. In vielen Fallen wird es
bevorzugt sein, isotonische Wirkstoffe, zum Beispiel
Zucker, Polyalkohole, wie etwa Mannitol, Sorbitol,
Natriumchlorid, in die Zusammensetzung miteinzu-
beziehen. Eine verlangerte Absorption der injizierba-
ren Zusammensetzungen kann bewerkstelligt wer-
den, indem die Zusammensetzung einen Wirkstoff
enthalt, welcher die Absorption verzdgert, zum Bei-
spiel Aluminummonostearat und Gelatin.

[0077] Sterile injizierbare Losungen kénnen bereitet
werden, indem die Wirksubstanz in der erforderlichen
Menge, nach Erfordernis mit oder ohne einer Zusam-
mensetzung der oben aufgezahlten Inhaltsstoffe, in
eine passendes Lésungsmittel eingebracht wird, ge-
folgt von einer Sterifiltration. Im Allgemeinen werden
Dispersionen zubereitet, indem die Wirksubstanz in
einen sterilen Tragerstoff eingebracht wird, welcher
als Basis ein Dispersionsmedium und die erforderli-
chen anderen Inhaltsstoffe, die aus den oben aufge-
zahlten ausgewahlt sind, enthalt. Im Falle steriler Pul-
ver fur die Zubereitung der sterilen injizierbaren Lo-
sungen, sind die Verfahren zur Herstellung das Vaku-
umtrocknen und Gefriertrocknen, wodurch ein Pulver
der aktiven Inhaltsstoffe plus den zusatzlich ge-
wulinschten Inhaltsstoffen aus einer zuvor sterilfiltrier-
ten Lésung davon erhalten wird.

[0078] Orale Zusammensetzungen enthalten im All-
gemeinen ein inertes Verdinnungsmittel oder einen
essbaren Tragerstoff. Sie kénnen in Gelatinkapseln
eingeschlossen oder in Tabletten gepresst sein. Zum
Zwecke der oralen therapeutischen Verabreichung
kann die Wirksubstanz mit Hilfsstoffen eingegliedert
sein, und in Form von Tabletten, Pastillen oder Kap-
seln verwendet werden. Orale Zusammensetzungen
kénnen auch unter Verwendung eines flissigen Tra-
gerstoffes zur Verwendung als Mundwasser zuberei-
tet sein, wobei die Zusammensetzung in dem flussi-
gen Tragerstoff oral angewendet wird, und ge-
spult/gegurgelt und dann ausgespieen oder ge-
schluckt wird. Pharmazeutisch vertragliche Bindemit-
tel und/oder Hilfsstoffe konnen als Teil der Zusam-
mensetzung enthalten sein. Die Tabletten, Pillen,
Kapseln und Pastillen kdnnen irgendwelche der fol-
genden Inhaltsstoffe, oder Verbindungen mit ahnli-
chen Eigenschaften aufweisen: ein Bindemittel, wie
etwa mikrokristalline Cellulose, Tragantgummi oder
Gelatine; einen Hilfsstoff, wie etwa Starke oder Lak-
tose, ein Sprengmittel, wie etwa Algisaure, Primogel,
oder Maisstarke; ein Schmiermittel, wie etwa Magne-
siumstearat oder Sterotes; ein Gleitmittel, wie etwa
colloidales Siliziumdioxid; ein StRstoff, wie etwa Su-
crose oder Saccharin; oder ein Geschmacksstoff, wie
etwa Pfefferminz, Methylsalicylat, oder Orangenaro-
ma.

[0079] Fir eine Verabreichung per Inhalation wer-
den die Verbindungen in Form eines Aerosolsprays
von einem Druckbehalter oder einer Abgabeeinheit,
welche(r) ein geeignetes Treibmittel enthalt, z. B. ein
Gas, wie etwa Kohlendioxyd, oder einem Zerstauber
abgegeben.

[0080] Eine systemische Verabreichung kann auch
mit transmucosalen oder transdermalen Mitteln
durchgefiihrt werden. Fir eine transmucosale oder
transdermale Verabreichung, werden zu der zu
durchdringenden Barriere passende Durchdrin-
gungsmittel in der Formulierung verwendet. Solche
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Durchdringungsmittel sind im Fachgebiet allgemein
bekannt, und fur eine transmucosale Verabreichung
zahlen dazu beispielsweise Detergentien, Gallensal-
ze und Fusidinsaurederivate. Eine transmucosale
Verabreichung kann durch Verwendung von Nasen-
sprays oder Zapfchen erzielt werden. Fir eine trans-
dermale Verabreichung werden die Verbindungen in
Salben, Pasten, Gels oder Cremen formuliert, wie im
Fachgebiet allgemein bekannt ist.

[0081] Die bevorzugte Verabreichungsroute fir
nichtpolypeptide cAMP-Niveau-Modulatoren, wie in
den Ansprichen definiert, als auch fur Clomiphen,
Selektive Estrogenrezeptor-Modulatoren, Aromata-
sehemmer und Hemmer von steroidogenen Enzy-
men, wie in den Ansprichen definiert, ist eine orale
Verabreichung. Diese Wirkstoffe kénnen auch subku-
tan durch Injektion, intravends oder trans-vaginal (fur
eine lokale Verabreichung) verabreicht werden. Die
bevorzugte Verabweichungsroute von FSH, LH oder
hCG ist eine subkutane Injektion, es ist jedoch auch
eine intravendse Verabreichung maoglich.

[0082] Die Verbindungen kénnen auch in Form von
Suppositorien hergestellt werden (z. B. mit herkdmm-
lichen Zapfchen-Grundstoffen, wie etwa Kakaobutter
und anderen Glyceriden), oder als rektal oder vaginal
verabreichte Bleibeklistiere.

[0083] Die aktiven Verbindungen kénnen mit Tra-
gerstoffen hergestellt sein, welche die Verbindung
gegen eine schnelle Ausscheidung aus dem Koérper
schitzen, wie etwa Formulierungen fiir eine gesteu-
erte Freisetzung, einschlieBlich Implantaten und Mi-
kroeinkapselungs-Freisetzungssystemen. Es kon-
nen Biologisch abbaubare, biokompatible Polymere,
wie etwa Ethylenvinylacetat, Polyanhydride, Polygly-
colidsaure, Kollagen, Polyorthoester, und Polylactid-
saure verwendet werden. Dem Fachmann werden
Verfahren zur Herstellung solcher Formulierungen
bekannt sein. Die Materialien kénnen auch kommer-
ziell von Alza Corporation und Nova Pharmaceuti-
cals, Inc. bezogen werden.

[0084] Verbindungen der Erfindung kénnen, wie
oben erortert, entweder alleine oder in Kombination
mit einem oder mehreren anderen therapeutischen
Wirkstoffen als eine pharmazeutische Zusammen-
setzung in einer Mischung mit herkdmmlichen Hilfs-
stoffen verwendet werden, d. h. pharmazeutisch ver-
tragliche organische oder anorganische Tragerstoffe,
die fUr eine orale, parenterale, enterale oder topische
Anwendung geeignet sind, die mit den aktiven Zu-
sammensetzungen nicht schadigend reagieren, und
die fur ihren Empfanger nicht schadlich sind. Zu ge-
eigneten pharmazeutisch vertraglichen Tragern zah-
len Wasser, Salzlésungen, Alkohol, Pflanzendle, Po-
lyethylenglycole, Gelatin, Laktose, Amylose, Magne-
siumstearat, Talkum, Kieselsaure, viskoses Paraffin,
Duftdl, Fettsaure-Monoglyceride und -diglyceride,

petroetherische Fettsdureester, Hydroxymethylcellu-
lose, Polyvinylpyrrolidon, etc. Die pharmazeutischen
Zusammensetzungen koénnen sterilisiert, und wenn
gewinscht mit Hilfsstoffen, die mit den aktiven Zu-
sammensetzungen nicht schadigend reagieren, ver-
mischt werden, z. B. Schmierstoffen, Konservie-
rungsmitteln,  Stabilisatoren, Benetzungsmitteln,
Emulgatoren, Salzen zur Beeinflussung des osmoti-
schen Drucks, Puffer, Farbstoffen, Geschmacks-
und/oder Aromastoffen.

[0085] Fir die Einfachkeit der Verabreichung und
eine Einheitlichkeit der Dosierung ist es besonders
vorteilhaft, orale und parenterale Zusammensetzun-
gen in einer Dosierungseinheitsform zu formulieren.
Dosierungseinheitsform bedeutet, wie hierein ver-
wendet, physikalisch getrennte Einheiten, die sich als
einheitliche Dosierungen fir das zu behandelnde
Subjekt eignen; Jede Einheit enthalt eine vorbe-
stimmte Menge des Wirkstoffs, die berechnet ist, um
in Verbindung mit dem erforderlichen pharmazeuti-
schen Trager den erwiinschten therapeutischen Ef-
fekt zu erzeugen. Genauen Vorgaben fir die Dosie-
rungseinheitsformen der Erfindung werden von den
einzigartigen Charakteristiken des Wirkstoffs, von
dem bestimmten therapeutischen Effekt, der erzielt
werden soll, und von den Einschrankungen, die in der
Technik der Zubereitung solch einer aktiven Zusam-
mensetzung fir die Behandlung von Individuen lie-
gen, bestimmt und sind direkt davon abhangig.

[0086] Es wird zu erkennen sein, dass die tatsach-
lich bevorzugten Mengen der aktiven Zusammenset-
zungen, die in einer bestimmten Therapie verwendet
wird, gemaf den spezifischen Verbindungen, die ver-
wendet werden, den jeweiligen formulierten Zusam-
mensetzungen, der Anwendungsform, der bestimm-
ten Verabreichungsstelle, etc. variieren wird. Optima-
le Verabreichungsraten fiir ein vorgegebenes Verab-
reichungsprotokoll kbnnen von Fachleuten unter Ver-
wendung herkdmmlicher Dosierungsbestim-
mungs-Tests, die gemall den obigen Richtlinien
durchgefiihrt werden, leicht ermittelt werden. Siehe
auch ,Remington's Pharmaceutical Sciences". Im All-
gemeinen wird eine geeignete wirksame Dosis von
einer oder mehreren Verbindungen der Erfindung,
insbesondere wenn die wirksamere(n) Verbin-
dung(en) der Erfindung verwendet wird (werden), im
Bereich von 0,01 bis 100 Milligramm pro Kilogramm
Kérpergewicht des Empfangers pro Tag liegen, vor-
zugsweise im Bereich von 0,01 bis 20 Milligramm pro
Kilogramm Koérpergewicht des Empfangers pro Tag,
noch bevorzugter im Bereich von 0,05 bis 4 Milli-
gramm pro Kilogramm Kérpergewicht des Empfan-
gers pro Tag. Die gewilinschte Dosis wird entspre-
chend einmal Taglich, oder in mehreren Teildosierun-
gen verabreicht, z. B. werden 2 bis 4 Teildosierungen
mit passenden Intervallen Uber den Tag, oder nach
einem anderen angemessenen Zeitplan verabreicht.
Solche Teildosierungen kénnen als Dosierungsein-
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heitsformen verabreicht werden, z. B. indem sie von
0,05 bis 10 Milligramm der Verbindung(en) der Erfin-
dung pro Dosierungseinheit enthalten.

[0087] Die pharmazeutischen Zusammensetzun-
gen kénnen zusammen mit den Anweisungen fur die
Verabreichung in einem Behalter, einer Packung
oder einem Spender enthalten sein. Die folgenden
Beispiele dienen der Verdeutlichung der Erfindung
und/oder dem Vergleich.

VII. Erlauternde Beispiele:

[0088] Es wurden ein in-vivo-Ovulationsmodell ent-
wickelt, in welchem FSH an unausgereifte Ratten bid
x 2 oder 3 Tage verabreicht wurde, um eine follikulare
Reifung zu induzieren, gefolgt von einer einzelnen
ovulatorischen Dosis hCG. Eine einzelne Injektion
nicht-polypeptider cAMP-Niveaumodulatoren (z. B.:
Verbindung 1, Verbindung 2, etc.) welche zusammen
mit einer subovulatorischen Dosis von hCG oder al-
leine verabreicht wurde, fiihrte zu einer Induktion der
Ovulation. Diese Ergebnisse sind mit einem Modell
konsistent, in welchem erhéhte cAMP-Niveaus hCG
steigern oder substituieren, nicht jedoch FSH. Die
Rolle des FSH in jedem Ovulationsinduktions-Re-
gime ist es, die follikulare Entwicklung und Reifung zu
fordern, nicht die Ovulationsinduktion.

[0089] Im Folgenden werden die Verbindungen der
Beispiele 1 bis 9 ausgewiesen:

Verbindung 1 ist Cis-4-cyano-4-(3-(cyclopentylo-
xy)-4-methoxyphenyl)cyclohexan-1-Carboxylsaure;
Verbindung 2 ist 3-(Cyclopentyloxy)-N-(3,5-dichloro-
pyridin-4-yl)-4-methoxybenzamid; Verbindung 3 ist
2-(4-(6,7-Diethoxy-2,3-bis(hydroxymethyl)naphtha-
len-1-yl)pyridin-2-yl)-4-(3-pyridyl)pthala-
zin-1(2H)-one-Hydrochlorid; und Verbindung 4 ist
7-Benzylamino-6-chloro-2-piperazino-4-pyrrolidinop-
teridin. Die Verbindungen 2, 3 und 4 dienen dem Ver-
gleich. Die Beispiele 5, 6, 7, 8 und 9 sind Vergleichs-
beispiele.

Beispiel 1: Auswirkung der Verbindungen 1 und Ver-

bindungen 2 auf die cCAMP-Niveaus ovarialer Granu-

losazellen von Ratten, alleine oder mit Gonadotropi-
nen in vitro.

[0090] Von unausgereiften, 25 Tage alten, mit Diet-
hylstilbesterol behandelten Sprague-Dawley-Ratten,
an denen eine Hypophysektomie durchgeflihrt wor-
den war, wurden die Ovarien entfernt. Die Ovarien
wurden wiederholt mit 27 Gauge Nadeln punktiert,
um Granulosazellen von den Follikeln herauszul6-
sen. Die Zellen wurden gewaschen und in McCoys
5A Medium + 0.1% BSA + 2 pM Androstendion re-
suspendiert. Entwicklungsfahige Zellen in einer An-
zahl von 100.000 wurden in einem Volumen von 1,0
ml (mit der Verbindung 1 und Verbindung 2 bei einer
Konzentration von 25 Mikromolar, entweder alleine

oder zusammen mit einer niedrigen, 0.1 pM, Dosis
Gonadotropin) in 6-Kammer-Zellkulturschalen gela-
den. Die Platten wurden in einem 37°C Inkubator bei
100% Luftfeuchtigkeit, 5.0% CO, fir 48 Stunden in-
kubiert. Die konditionierten Medien wurden in einem
fur cAMP spezifischen RIA untersucht. Die Ergebnis-
se werden als Mittelwert plus oder minus den Stan-
dardabweichungen ausgedriickt. Wie in Fig. 2 zu se-
hen ist, verursachen die Verbindungen 1 und 2 bei
Vorhandensein von subeffektiven Konzentrationen
von Gonadotropin einen erheblichen Anstieg der
cAMP-Niveaus.

Beispiel 2: Auswirkung der PDE-Hemmer-Verbin-
dung 1 auf die follikulare Reifung in vivo.

[0091] Reife ovariale Follikel wurden in unreifen
weiblichen Ratten durch Behandlung mit einer sub-
optimalen Dosis FSH (1.08 IU/Ratte/Injektion; bid x 3
Tage) mit und ohne gemeinsamer Verabreichung von
Verbindung 1 (0.1, 1, 10, und 50 mg(kg/Injektion: bid
x 3 Tage) erzeugt. Mit der letzten FSH-Injektion wur-
de eine einzelne Injektion einer ovulatorischen Dosis
von hCG (20 1U) verabreicht. Die PDE-Hemmer wur-
den in Verbindung mit sub-optimalen Dosen von FSH
verabreicht. Alle Injektionen wurden subkutan verab-
reicht. Eine Ovulationsbestimmung wurde 18 Stun-
den nach der hCG-Verabreichung durchgefiihrt, in-
dem Oozyten im Eileiter gezahlt wurden. Die Ergeb-
nisse sind als Mittelwert plus oder minus der Stan-
dardabweichungen ausgedruckt. Wie in Eig. 3 zu se-
hen ist, reprasentieren die Daten die durchschnittli-
che Anzahl von Oozyten in den Eileitern aller Ratten
in jeder Gruppe und die Haufigkeit der ovulierenden
Ratten. Wie in Fig.3 ebenfalls festgehalten ist,
hemmte ein mit 50 mg/kg verabreichter PDE-Hem-
mer (Verbindung 1) alle Ovulationen (anstatt sie zu
stimulieren). Die Ergebnisse zeigen, dass erhdhte
Dosen eines PDE-Hemmers dabei fehlschlugen, die
Fahigkeit einer suboptimalen Dosis von FSH zu ver-
starken, ein Follikel darauf vorzubereiten, zu ovulie-
ren.

Beispiel 3 : Auswirkung der PDE-Hemmer-Verbin-
dung 1 auf die Ovulation, in der Gegenwart einer su-
beffektiven Dosis hCG in vivo.

[0092] Ausgereifte ovariale Follikel, die in unausge-
reiften weiblichen Ratten durch Behandlung mit einer
wirksamen Dosis FSH (2.16 IU/Ratte/Injektion; bid x
2 Tage) erzeugt wurden, wurden mit einer einzelnen
Injektion von hCG zum Ovulieren induziert. hCG wur-
de in einer subeffektiven Dosis (3 1U) mit oder ohne
einer einzelnen Injektion von Verbindung 1 (50, 10
und 1 mg/kg) zur Zeit der letzten FSH-Injektion ver-
abreicht. Die Ovulation wurde 18 Stunden nach der
Verabreichung von hCG bestimmt, indem die Anzahl
der Ova im Eileiter gezahlt wurde. Wie in Fig. 4 zu
sehen ist, fuhrte eine einzelne Injektion von Verbin-
dung 1, die gleichzeitig mit einer subovulatorischen

12/25



DE 601 30813 T2 2008.07.03

Dosis von hCG verabreicht wurde, zu einer Induktion
der Ovulation. Alle Injektionen wurden subkutan
durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind als Mittelwert plus
oder minus der Standardabweichung ausgedrickt.
Diese Daten zeigen, dass ein nicht-polypeptider
cAMP-Niveau-Modulator, in diesem Fall ein
PDE-Hemmer, die hCG-stimulierte Ovulation stei-
gert, wenn eine suboptimale Dosis von hCG verab-
reicht wird. Es sind die Auswirkungen der Verbindung
1, einem bekannten PDE-Hemmer, dargestellt.

Beispiel 4: Auswirkung der PDE-Hemmer-Verbin-
dung 1 auf die Ovulation in Gegenwart oder Abwe-
senheit einer subeffektiven Dosis von hCG in vivo.

[0093] Nach einer FSH-induzierten follikularen Rei-
fung (2.16 IU/Ratte/Injektion; bid x 2 Tage) wurde die
Verbindung 1 mit und ohne einer sub-effektiven Dosis
von hCG injiziert. Die Ovulation wurde 18 Stunden
nach der Verabreichung von hCG/Verbindung 1
durch Zahlen der Oozyten im Eileiter ermittelt. Die
Daten zeigen die durchschnittliche Anzahl von Oozy-
ten im Eileiter aller Ratten in jeder Gruppe, und die
Haufigkeit ovulierender Ratten. Wie in Fig. 5 zu se-
hen ist, fuhrte eine einzelne Injektion von Verbindung
1, die alleine, ohne eine subovulatorische Dosis von
hCG verabreicht wurde, zu einer Induktion der Ovu-
lation in FSH-vorbehandelten Ratten. Die Ergebnisse
sind als Mittelwert plus oder minus der Standardab-
weichung ausgedriickt. Diese Daten zeigen, dass ein
nicht-polypeptider cAMP-Niveau-Modulator, in die-
sem Fall ein PDE-Hemmer, Verbindung 1, in der
Lage ist, die Ovulation in Abwesenheit jeglichen inji-
zierten hCG zu induzieren. Vorherige Experimente,
und die hierin dargestellten, zeigten, dass Follikel,
welche mit diesen Dosen von FSH vorbereitet sind,
nicht spontan ovulieren, sondern eine nachfolgende
Verabreichung von hCG benétigen.

Beispiel 5: Auswirkung der PDE-Hemmer-Verbin-
dung 2 auf die Ovulation in Gegenwart oder Abwe-
senheit einer subeffektiven Dosis von hCG in vivo.

[0094] Nach einer FSH-induzierten follikularen Rei-
fung (2.16 IU/Ratte/Injektion; bid x 2 Tage) wurde die
Verbindung 2 mit und ohne einer sub-effektiven Dosis
von hCG injiziert. Die Ovulation wurde 18 Stunden
nach der Verabreichung von hCG/Verbindung 2
durch Zahlen der Oozyten im Eileiter ermittelt. Die
Daten zeigen die durchschnittliche Anzahl von Oozy-
ten im Eileiter aller Ratten in jeder Gruppe, und die
Haufigkeit ovulierender Ratten. Die Ergebnisse sind
als Mittelwert plus oder minus der Standardabwei-
chung ausgedriickt. Wie in Fig. 6 zu sehen ist, flihrte
eine einzelne Injektion von Verbindung 2, die alleine,
ohne eine subovulatorische Dosis von hCG verab-
reicht wurde, zu einer Induktion der Ovulation in
FSH-vorbehandelten Ratten. Diese Daten zeigen,
dass ein nicht-polypeptider cAMP-Niveau-Modulator,
in diesem Fall ein PDE-Hemmer, Verbindung 2, in der

Lage ist, die Ovulation in Abwesenheit jeglichen inji-
zierten hCG zu induzieren.

Beispiel 6: Auswirkung der PDE-Hemmer-Verbin-
dung 2 auf die Ovulation in vivo infolge einer oralen
und einer subkutanen Verabreichung.

[0095] Nach einer FSH-induzierten follikularen Rei-
fung (2.16 IU/Ratte/Injektion; bid x 2 Tage) wurde die
Verbindung 2 entweder subkutan (subkutis) injiziert
oder durch orale Sondenfitterung verabreicht. Die
Ovulation wurde 18 Stunden nach der Verabreichung
von Verbindung 2 durch Zahlen der Oozyten im Eilei-
ter ermittelt. Die Daten zeigen die durchschnittliche
Anzahl von Oozyten im Eileiter aller Ratten in jeder
Gruppe, und die Haufigkeit ovulierender Ratten. Die
Ergebnisse sind als Mittelwert plus oder minus der
Standardabweichung ausgedriickt. Wie in Fig. 7 zu
sehen ist, fUhrte die Verabreichung von Verbindung 2
entweder auf subkutanem oder oralem Weg zu einer
Induktion der Ovulation in FSH-vorbehandelten Rat-
ten. Diese Daten zeigen, dass ein nicht-polypeptider
cAMP-Niveau-Modulator, in diesem Fall ein
PDE-Hemmer, Verbindung 2, in der Lage ist, die Ovu-
lation zu induzieren, wenn er oral verabreicht wird.

Beispiel 7: Auswirkung der PDE-Hemmer-Verbin-
dung 3 auf die Ovulation in vivo infolge einer oralen
und subkutanen Verabreichung.

[0096] Nach einer FSH-induzierten follikularen Rei-
fung (2.16 IU/Ratte/Injektion; bid x 2 Tage) wurde die
Verbindung 3 entweder subkutan (subkutis) injiziert
oder durch orale Sondenfitterung verabreicht. Die
Ovulation wurde 18 Stunden nach der Verabreichung
von Verbindung 3 durch Zahlen der Oozyten im Eilei-
ter ermittelt. Die Daten zeigen die durchschnittliche
Anzahl von Oozyten im Eileiter aller Ratten in jeder
Gruppe, und die Haufigkeit ovulierender Ratten. Die
Ergebnisse sind als Mittelwert plus oder minus der
Standardabweichung ausgedriickt. Wie in Fig. 8 zu
sehen ist, fUhrte die Verabreichung von Verbindung 3
entweder auf subkutanem oder oralem Weg zu einer
Induktion der Ovulation in FSH-vorbehandelten Rat-
ten. Diese Daten zeigen, dass ein nicht-polypeptider
cAMP-Niveau-Modulator, in diesem Fall ein
PDE-Hemmer, Verbindung 3, in der Lage ist, die Ovu-
lation zu induzieren, wenn er oral verabreicht wird.

Beispiel 8: Auswirkung der PDE-Hemmer-Verbin-
dung 4 auf die Ovulation in Gegenwart oder Abwe-
senheit einer subeffektiven Dosis von hCG in vivo.

[0097] Nach einer FSH-induzierten follikularen Rei-
fung (2.16 IU/Ratte/Injektion; bid x 2 Tage) wurde die
Verbindung 4 mit und ohne einer sub-effektiven Dosis
von hCG subkutan injiziert. Die Ovulation wurde 18
Stunden nach der Verabreichung von hCG/Verbin-
dung 4 durch Zahlen der Oozyten im Eileiter ermittelt.
Die Daten zeigen die durchschnittliche Anzahl von
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Oozyten im Eileiter aller Ratten in jeder Gruppe, und
die Haufigkeit ovulierender Ratten. Wie in Fig. 9 zu
sehen ist, fuhrte eine einzelne Injektion von Verbin-
dung 4, die mit einer subovulatorischen Dosis von
hCG verabreicht wurde, zu einer Induktion der Ovu-
lation in FSH-vorbehandelten Ratten. Wenn sie allei-
ne verabreicht wurde, induzierte die Verbindung 4
keine, oder nur eine geringe Ovulation. Die Ergebnis-
se sind als Mittelwert plus oder minus der Standard-
abweichung ausgedrickt. Diese Daten zeigen, dass
ein nicht-polypeptider cAMP-Niveau-Modulator, in
diesem Fall ein PDE-Hemmer, Verbindung 4, der
nicht ausreicht, um eine Ovulation alleine zu induzie-
ren, in der Lage ist, die Ovulation in der Gegenwart
einer sub-effektiven Dosis von hCG zu induzieren.

Beispiel 9: Auswirkung der PDE-Hemmer-Verbin-
dung 2 auf die Ovulation und die Fruchtbarkeit.

[0098] In unausgereiften Ratten wurde eine folliku-
lare Reifung mit FSH (4.33 IU/Ratte/Injektion; bid x 2
Tage) und Pregnant Mare Serum Gonadotropin
(PMSG) (1.5 IU/Ratte/Injektion; bid x 2 Tage) indu-
ziert. Von dieser Kombination wurde zuvor herausge-
funden, dass sie eine follikulare Reifung induziert,
und das Paarungsverhalten fordert, wahrend sie, in
Abwesenheit einer zusatzlichen Injektion von hCG,
eine geringe Rate spontaner Ovulationen aufrechter-
halt. Mit FSH und PMSG induzierte Ratten wurden
dann durch subkutane Verabreichung entweder mit
Verbindung 2 (12 Ratten) oder mit Tragerstoff (12
Ratten) behandelt. In einer Kohorte von Ratten (6
Ratten pro Behandlung) wurde 18 Stunden nach der
Verabreichung von Verbindung 2 oder des Trager-
stoffs die Ovulation durch Zahlen der Oozyten im Ei-
leiter ermittelt. Um die Fruchtbarkeit zu untersuchen,
wurden die Ratten einer weiteren Kohorte (6 Ratten
pro Behandlung) einzeln tber Nacht mit je einer ein-
zelnen erwachsenen mannlichen Ratte, deren
Fruchtbarkeit nachgewiesen war, in einem Kéfig plat-
ziert. Am nachsten Tag wurden die mannlichen Rat-
ten entfernt und die weiblichen wurden bis zum Tag
der Geburt pro Gruppe in einem gemeinsamen Kafig
gesperrt. Die Anzahl lebender, reifgeborener Jungtie-
re wurde zum Zeitpunkt der Geburt aufgezeichnet.
Wie in Fig. 10 zu sehen ist, fihrte eine einzelne Injek-
tion von Verbindung 2 zu einer Induktion der Ovulati-
on in mit FSH/PMSG vorbehandelten Ratten. Zusatz-
lich hatten die mit Verbindung #2 behandelten Ratten
zum Zeitpunkt der Geburt eine erhéhte Anzahl leben-
der Jungtiere. Die Ergebnisse sind sowohl fiir die
Ovulation, als auch fiir die lebenden Jungtiere als
Mittelwert plus oder minus der Standardabweichung
ausgedrickt. Diese Daten zeigen, dass ein nicht-po-
lypeptider cAMP-Niveau-Modulator, in diesem Fall
ein PDE-Hemmer, Verbindung 2, die Ovulation von
Oozyten induziert, welche in der Lage sind, in vivo
fertilisiert zu werden.

Patentanspriiche

1. Verwendung einer den Phosphodiesterase-In-
hibitor cis-4-cyano-4-(3-cyclopentyloxy)-4-methoxy-
phenyl)cyclohexan-1-Carboxylsdure  enthaltenden
Zusammensetzung bei der Herstellung eines Medi-
kaments zur Induzierung der Ovulation in einem
weiblichen Wirt.

2. Verwendung einer den Phosphodiesterase-In-
hibitor cis-4-cyano-4-(3-cyclopentyloxy)-4-methoxy-
phenyl)cyclohexan-1-Carboxylsdure  enthaltenden
Zusammensetzung bei der Herstellung eines Medi-
kaments zur Behandlung eines Anovulationsleidens.

3. Verwendung nach Anspruch 1, wobei die Zu-
sammensetzung zusatzlich humanes Choriongona-
dotropin oder Luteinisierungshormon enthalt.

4. Verwendung nach Anspruch 1 oder Anspruch
2, wobei das Medikament eine Lésung, eine Tablette
oder eine Kapsel ist.

5. Verwendung nach Anspruch 1, wobei das Me-
dikament fUr die Verabreichung vor der lutealen Pha-
se des Ovulationszyklus des Wirts bestimmt ist.

6. Verwendung nach Anspruch 5, wobei das Me-
dikament fur die Verabreichung als Teil einer kombi-
nierten Behandlung zur Stimulierung der Follikelent-
wicklung und Ovulation in einem weiblichen Wirt be-
stimmt ist, welche Verwendung die Verabreichung ei-
nes Wirkstoffes aufweist, welcher die Konzentratio-
nen an Follikel stimulierendem Hormon in dem Wirt
wahrend der follikularen Phase des Ovulationszyklus
des Wirt erhéht, wobei der genannte Wirkstoff ausge-
wahlt ist aus der Gruppe bestehend aus: Follikel sti-
mulierendem Hormon; Clomiphen; Tamoxifen; Ralo-
xiphen; Toremifen; Droloxifen; Letrozol; Fadrozol;
Anastrozol; Vorozol; Daidzein; Genistein; Biochanin
A; und Formononetin.

7. Verwendung gemaR Anspruch 5, wobei die Zu-
sammensetzung weiters Luteinisierungshormon ent-
halt.

8. Verwendung nach Anspruch 5, wobei die Zu-
sammensetzung zusatzlich Choriongonadotropin
enthalt.

9. Verwendung gemall Anspruch 7, wobei die
Konzentration von Luteinisierungshormon im Ver-
gleich zu bestehenden Verabreichungsschemata re-
duziert ist.

10. Verwendung gemal Anspruch 8, wobei die
Konzentration von Choriongonadotropin im Vergleich
zu bestehenden Verabreichungsschemata reduziert
ist.
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11. Verwendung nach Anspruch 1, wobei das
Medikament fir die Verabreichung zu einem Zeit-
punkt einer bestehenden Ovulation induzierenden
Behandlung bestimmt ist, an welchem Chorion-Go-
nadotropin oder Luteinisierungshormon an den Wirt
verabreicht wird.

12. Verwendung des Phosphodiesterase-Inhibi-
tors cis-4-cyano-4-(3-cyclopentyloxy)-4-methoxy-
phenyl)cyclohexan-1-Carboxylsdure bei der Herstel-
lung eines Medikaments, wobei das Medikament fur
die Verabreichung in einem zur Sammlung von Oocy-
ten fur die In Vitro Fertilisation dienenden Verfahren
bestimmt ist.

Es folgen 10 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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