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Sis i§radimas yra skitas naujam kristaliniam 6-hidroksi-3-(4-[2-(piperidin-1-il)etoksi]fenoksi)-2-(4-

metoksifenil)benzo[b]tiofeno hidrochioridui ir jo panaudojimui, jskaitant inhibavima ligy, susijusiy su estrogeno
stygiumi, jskaitant Sirdies ir kraujagysliy ligas, hiperlipidemijg ir osteoporoze; ir inhibavima kity patologiniy bukliy,
tokiy kaip endometriozé, gimdos fibrozé, nuo estrogeno priklausomas vézys (jskaitant krities ir gimdos vézj),
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prostatos véZys, gérybiné prostatos hiperplazija, CNS sutrikimai, jskaitant Alcheimerio liga; krities véZio
profilaktikg ir ChAT sureguliavima,



10

15

20

30

LT 4789 B

ISradimo prielaidos

6-Hidroksi-3-(4-[2-(piperidin-1-il)-etoksi]fenoksi)-2-(4-metoksifenil ) benzo-
[b]tiofeno hidrochloridas (arzoksifenas) pirmg karta buvo apraSytas JAV patente
Nr. 5510357 ir tiksliai atskleistas JAV patente Nr. 5723474 (‘474) ir Europos
patento paraiSkoje Nr. 0729956. Arzoksifenas yra nesteroidinis miSrus estrogeno
antagonistas/agonistas, galintis, be kita ko, paZeminti serumo cholesterolio lygj ir
inhibuoti hiperlipidemija, osteoporozg, nuo estrogeno priklausoma véZj, jskaitant
kriities ir gimdos véZj, endometriozg, CNS susirgimus, jskaitant Alcheimerio liga,
aortos lygiyjy raumeny lasteliy proliferacija ir restenoze.

Konkre¢iai, arzoksifenas yra naudingas ir klinikiniu poZiiiriu jvertintas gydant
metastazinj kriities vézj; kaip pagalbiné priemoné gydant pacientus po tam tikros
sisteminés arba vietinés terapijos; sumaZinant invazinio ir neinvazinio kriities véZio
paplitimg; sumaZinant invazinio kriities véZio ir lataky karcinomos in situ
paplitimg. Arzoksifenas taip pat naudingas kartu su radioterapija, aromatazés
inhibitoriais, LHRH analogais ir acetilcholino esterazés (AChE) inhibitoriais.

Arzoksifeno, iSskirto pagal metodikas, aprasytas ‘474, milteliy Rentgeno
spinduliuotés difrakcija (XRD), termogravimetrija (TGA), protony magnetinis
rezonansas ('H BMR) ir Karl Fischer (KF) analizé véliau parodé, kad minéta
medZiaga yra hidratuota, menkai kristaliné ir kristale turi jvairius kiekius organiniy
lakiy medziagy (etilo acetato).

Kompozicijos sudaryme menkai kristalinés medZiagos paprastai maZiau
pageidautinos nei gerai kristalinés. Be to, paprastai nepageidautina jtraukti j
kompozicija farmacines medziagas, turinéias Zymy organinio tirpiklio (pavyzdziui,
etilo acetato) kiekj dél potencialaus tirpiklio toksiskumo kompozicijos vartotojui ir

farmacinés medziagos veikimo pakitimy dél tirpiklio buvimo.
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Nors arzoksifenas, pagamintas pagal ‘474 aprasytas metodikas, galéty biiti
vartojamas kaip vaistiné medziaga, biity labai pageidautina ir naudinga turéti
daugiau arzoksifeno kristaliniy formy, kurios neturéty kristalo viduje organinio

tirpiklio ir biity atsikartojanciai ir efektyviai gaminamos komerciniu mastu.
ISradimo santrauka

Sis  iSradimas susijes su nauja 6-hidroksi-3-(4--[2-(piperidin-1-il)-
etoksi]fenoksi)-2-(4-metoksifenil)benzo[b]tiofeno hidrochlorido (F-III)
nestechiometriSkai hidratuota kristaline forma, turinia Rentgeno spinduliuotés
difrakcijos spektre, gautame su vario radiacijos $altiniu 25 + 2 °C temperatiiroje ir
esant 35 * 10 % santykiniam drégnumui, tokius maksimumus: 4,6 + 0,2, 7,8 £ 0,2,
93£0,2,140+0,2,17,6 £0,2, 20,8 £ 0,2 ir 24,3 £ 0,2, esant 26. ..

Sis i§radimas dar susijes su farmacine kompozicija, susidedancia is.F-III;
vieno arba daugiau farmaciniy. nesikliy, skiedikliy arba uZpildy; pasirinktinai,
estrogeno, pasirinktinai, progestino, pasirinktinai, aromatazés  inhibitoriaus, .
pasirinktinai, LHRH analogo ir, pasirinktinai, acetilcholinesterazés (AChE)
inhibitoriaus.

Be to, §is iSradimas yra susijgs su F-III panaudojimo inhibuoti patologines
biikles, tokias kaip gimdos fibrozé, endometriozé, aortos lygiyjy raumeny lasteliy
proliferacija, restenozé, kriities véZys, gimdos véZys, prostatos veZys, gerybiné
prostatos hiperplazija, kauly iSretéjimas, osteoporozé, Sirdies ir kraujagysliy
susirgimas, hiperlipidemija, CNS sutrikimai ir Alcheimerio liga, bidais ir su F-III
panaudojimu gaminti medikamentus ty paciy bikliy inhibavimui.

Sis i$radimas dar susijes su F-III panaudojimo cholino acetiltransferazés
(ChAT) sureguliavimui biidais ir su panaudojimu gavimui medikamenty, skirty

Siam sureguliavimui.
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Trumpas bréziniy aprasymas

Fig.1 yra S-II diferencinés skanuojancios kalorimetrijos (DSC)/TGA vaizdas.
Fig.2 yra F-I (DSC)/TGA vaizdas.

Fig.3 yra F-III (DSC)/TGA vaizdas.

Fig.4 vaizduoja F-I ir F-III drégmés sugérimo izotermas.

Fig.5 vaizduoja S-II desolvatacijos priklausomybe nuo dziovinimo laiko ir

tempcratiros.

Smulkus iSradimo apra$ymas

s

Arzoksifenas, pagamintas pagal ‘474 apraSyta metodika (41 pavyzdys,- - - -
kristalinimas i§ etanolio ir etilo acetato miSinio, filtravimas ir nufiltrudtos - - -
medziagos dZiovinimas vakuume kambario temperatiiroje iki pastovios mas&§), =~
buvo charakterizuotas XRD duomenimis ir nustatyta, kad medZiaga yra meri¥i:

kristaliné. '"H BMR duomenys patvirtino, kad visoje medZiagoje yra 6 % e#d .

acetato. &

Kristalinimo metodika, aprasyta ‘474, toliau modifikuota tokiu biidu, kad
etanolis pridedamas | nevalyto arzoksifeno suspensija verdanéiame etilo acette.
AtSaldZius ir nufiltravus vakuume, Sioje modifikuotoje procediiroje gauta kieta
medziaga yra gerai kristalinis arzoksifeno misrus solvatas su etilo acetatu ir
vandeniu (toliau vadinamas S-II), kuris véliau tapo pradine medziaga F-I1 gamyboje
(kita nestechiometriné hidratuota kristaliné arzoksifeno forma).

F-I gali biti pagamintas pasalinat etilo acetatg i§ S-II kristaly dziovinant S-II
vakuume/atkaitinant paaukStintose temperatiirose. Laikas ir temperatiira,
reikalingi atkaitinrti S-II, siekiant gauti F-I, skirsis jvairiuose meginiuose, tadiau
tipiskai yra 5 dieny ir mazdaug 100 °C eilés. Kad S-II virsty $ioje procediiroje j F-1,
reikalingos aukStos temperatiiros, kadangi S-II sumaiSius su vandeniu kambario

temperatiiroje arba palaikius 3 savaites 98 % santykinio drégnumo aplinkoje,

et

[
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ncgauta jokio virtimo | F-I. Be to, S-II dziovinimas konvekcinéje krosnyje auk$tosc
temperatlirose taip pat nedesolvatuoja medZiagos, kas leidzia manyti, jog etilo
acetato iSstimimui iS S-II kristaly reikalingas vakuumas.Geriausia, F-I lengvai
gaunamas ir iSskiriamas kambario temperatiiroje kristalinant arzoksifena (arba bet
kokj jo polimorfa/solvatg) i§ tetrahidrofurano.

Pagal §j iSradima arzoksifeno forma, kuriai ypa¢ teikiama pirmenybé yra F-
ITL. F-III lengvai gaunamas ir i$skiriamas kambario temperatiiroje. Gaunant F-III,
maZiems liekamojo kristalizacinio tirpiklio kiekiams paSalinti reikia tik vidutiniy
dziovinimo salygy. Siose vidutinése dziovinimo salygose pastoviai gaunama kieta
didelio Svarumo laipsnio (t.y., neturinti liekamojo organinio tirpiklio) ir gerai
kristaline medzZiaga, ir, tokiu blidu, F-III panaudojimas eliminuoja toksi$kumo
prieZastj, susijusig su lickamuoju ir ktristale esanéiu organiniu tirpikliu. Be to, F-III
gavimas yra paprastas ir efektyvus, t.y., tinka gamybai dideliu mastu.

F-IIT lengvai gaunamas ir iSskiriamas kambario temperatiiroje kristalinat. .
arzoksifeng (arba. bet kokj jo polimorfa/solvata) i§ izopropilo alkoholio -(IPA) ir
vandens miSinio. Paprastai arzoksifenas gali biiti suspenduojamas. IPA ir-vandens
miSinyje ir kaitinamas, kad istirpty pradiné arzoksifeno medziaga. Kai ji iStirpsta,
tirpalui leidZiama l€tai atvésti iki kambario temperatiiros ir po to dar (ledo vonios
arba Saldytuvo pagalba) iki 0-5 °C. Kai praeina pakankamai laiko, kad jvykty
kristalizacija, kristalai gali biti atskiriami filtruojant vakuume, ir i§dZiovinami
vakuume iki pastovios masés, gaunant F-III didesne nei 80 % iSeiga.

Siam kristalinimui tinkama pradine arzoksifeno medZiaga apima, bet
neapsiriboja, S-II, F-I, pagal ‘474 metodikas pagaminta arzoksifena, arba bet koki
ju misinj. Nesvarbu, nuo kokios arzoksifeno formos pradedama, kadangi
kristalinimas i$ IPA ir vandens pagal &ia apraSyta metodikg duoda F-III kristalus.
Vandens santykis su IPA (t/t) paprastai yra mazdaug 1:1 iki 9:1. Geriau, kai
santykis yra tarp 2,5 ir 5,6:1. Geriausia, kai santykis yra tarp 3 ir 5,6:1. Atskyrus
kristalus filtruojant vakuume, drégnas F-III prie§ dZiovinima vakuume gali biiti

perplautas Saltu dejonizuotu vandeniu. Be to, teikiama pirmenybé Siek tiek
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aukStesnems dziovinimo temperatiiroms (apie 50 °C 12-24 val.). Komercinés
apimties F-III sintezei gali biiti naudinga inicijuoti kristalinimasi F-III.

Gavimo blide, kuriam teikiama pirmenybé, F-III yra gaunamas, i$skiriamas ir
iSgryninamas chemiSkai pasalinant hidroksilg blokuojangia 6-izopropilo grupe nuo
6-izopropoksi-3-(4-[2-(piperidin-1-il)etoksifenoksi)-2-(4-metoksifenil)benzo[b]tio-
feno hidrochlorido (prekursorius A). Pilnam blokuojanéios izopropilo grupés
paalinimui, deblokavimo reakcija sekama ir, kai tik nustatoma, kad deblokavimas
pilnai jvyko, reakcijos miSinys apdorojamas taip, kad vykty kristalizacija, duodanti
F-III, kaip aptarta auk3&iau ir po to. Prekursoriaus A gavimo ir izopropilo grupés
paSalinimo bidai apradyti JAV patente Nr. 5723474, kuris éia cituojamas.

Kitame gavimo biide, kuriam teikiama pirmenybé, F-III yra gaunamas,

iskiriamas ir iSgryninamas chemiskai redukuojant S-oksida ir chemikai pasalinant
blokuojancia benzilo grupg nuo 6-benziloksi-3-(4-[2-(piperidin-1-il)etoksi]ferwksi)-
2-(4-metoksifenil)benzo-[b]tiofeno S-oksido (prekursorius B). Pilnam sulféksido
suredukavimui iki sulfido ir pilnam blokuojanios benzilhidroksigiipés: -
pasalinimui, sekamos redukcijos ir deblokavimo reakcijos. Kai tik nustatomé#tkad .
redukcija/deblokavimas pilnai jvyko, reakcijos misinys apdorojamas taip, kadéykty
kristalizacija, duodanti F-III, kaip Cia aptarta. Prekursoriaus B gavimo, bénzilo . *

grupés pasalinimo ir 1-sulfoksido redukcijos iki atitinkamo sulfido metodikos taip &

apt gali buti rastos auksCiau ¢ia cituotame JAV patente Nr. 5723474.
Nepriklausomai nuio metody, panaudoty deblokavimo ir redukcijos
stadijose, arzoksifeno kristalinimas i§ IPA/vandens tirpaly pastoviai duoda didelio

grynumo F-III kristalus.

S-II, F-Tir F-III charakterizavimas ir identifikavimas

S-II, F-I ir F-III charakterizuoti naudoti DSC/TGA ir XRD metodai. TGA
daznai gerai tinka skirtingy kietos medziagos formy identifikavimui, kadangi

.....

temperatiira(os), kurioje vyksta medZiagos fizikiniai pokyciai, paprastai yra

%
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polimorfinés formos arba solvato chrakteristika. DSC yra metodas, daznai
naudojamas atrinkti junginius pagal polimorfizmo ir solvato susidarymo poZymj.
Be to, XRD metodas leidzia kristalinéje medziagoje nustatyti dideles tvarkiasias
struktiiras.

Arzoksifenas, pagamintas pagal ‘474 apraSytas metodikas, duoda XRD
spektra su prastu signalo-triuk$mo santykiu ir auksta fono linija, kas rodo esant
menkai kristaling medZiaga. Todél atlikti F-I ir F-III palyginimai su medZziaga (S-
II), gauta pagal modifikuotg arzoksifeno kristalinimo metodikg (etanolio
pridejimas | virinamg arzoksifeno suspensijg etilo acetate).

Charakterizuojancios S-II, F-I ir F-III DSC/TGA kreivés parodytos,
atitinkamai, Fig. 1, 2 ir 3. S-II DSC kreivéje matyti plati endoterma, prasidedanti
ties mazdaug 62 °C, atitinkanti etilo acetato ir vandens paSalinima i§ kristalo.
Endoterma, prasidedanti ties mazdaug 152 °C, atspindi lydymasi. Mazdaug 2,5 %
mases sumaZzejimas pagal TGA vyksta kartu su pirmu peréjimu, tuo.tarpu likes 0,5
% masés praradimas vyksta iki pat lydymosi pradzios, kas leidZia manyti, kad kai
kurios tirpiklio molekulés yra tvir¢iau suristos kristale.

F-1 DSC kreiveje matyti plati endoterma, prasidedanti ties mazdaug 75 °C, ir
antra endoterma, prasidedanti ties mazdaug 15 °C, kuri atspindi lydymasi. F-I TGA
kreivé rodo 'tolygq masés mazejimg 0,3 % su po to sekanéiu staigiu masés
sumazejimu 1,5 %, kai abu mazéjimai rodo kristalo dehidratacijg. Pirmo peréjimo
DSC pradzia ir atitinkamas masés sumaZéjimas TGA dél skirtingy kaitinimo
greiCiy yra menkai subalansuoti. Pradinis masés praradimas atspindi silpnai surista
hidratacinj vandeni, tuo tarpu antras masés prardimas susijes su mazdaug 0,5 molio
vandens, esancio kristale prie labai mazo drégnumo (maZziau 5 % - Zifir. drégmés
sugérimo duomenis).

F-III DSC kreivéje matyti plati zematemperatiiré endoterma ties mazdaug 30
°C, po to antra plati ir santykinai silpna endoterma, prasidedanti ties mazdaug 70
°C ir galutinis peréjimas, prasidedantis ties mazdaug 146 °C, atitinkantis lydymasi.

Staigus 1,5 % (~ 0,5 molio) masés praradimas, TGA sutampantis su pirma
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endoterma, atitinka silpnai suriSty vandens molekuliy praradima, tuo tarpu
papildomas ~1,6 % masés praradimas vir§ 60 °C atspindi stipriau suriSty vandens
molekuliy praradima, ty., ty, kurios yra esant labai maZam santykiniam
drégnumui. Masés praradimas, stebimas vir§ 170 °C, atitinka F-III skilima.

F-Lir F-III XRD spektre matyti rySkiis maksimumai ir Zema baziné linija, kas
rodo gerai kristaling medziagg. Maksimumy kampo padeétys esant 20 ir atitinkami
I/To duomenys F-I, F-III ir S-II pavyzdziams pateikti 1 lenteléje. Nors daugelis
intensyviy atspindZiy paprastai turi panasius difrakcijos kampus, kiekviena i§ formy
duoda skirtinga milteliy spektra, kas leidzia aiskiai atskirti S-1I, F-Lir F-1II.

Kristalografijoje gerai Zinoma, kad bet kurios polimorfinés formos dfrakcuos

maksxmumq santykiniai intensyvumai gali skirtis dél vyraujancios orlentacqos

atsirandarcios dél tokiy faktoriy kaip kristalo morfologija. Ten, kur pasuelskla ol

vyraujancios orientacijos efektas, maksimumy intensyvumas yra padidintas, 'get

charakteringy polimorfinés formos maksimumy padetis lieka nepakitusi. Zl%

pavyzdZiui, The United States Pharmacopeia # 23, National Formulary # 18%%-" :

1843-1844, 1995. Tokiu biidu, maksimumy intensyvumo ir jy padéties pagrmduﬁﬁ
IIT gali bati identifikuotas maksimumy ties 4,6+0,2, 7,8+0, 2; 9,3£0,2;, 14, 0+0"2

17,640,2; 20,840,2 ir 24,3+0,2°, esant 26, pagalba, kai spektras gautas su varlo
radijacijos Saltiniu 2532 °C temperatiiroje ir esant 35+10 % santykmlam

drégnumui.
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1 LENTELE
S-11 F-1 F-III
20 () 1, (%) 26 (%) I/, (%) 20 (°) /1, (%)
4,67 1,3 4,92 2,6 4,63 20,8
5,03 © 6 7,69 34,6 7,82 100
6,83 5.8 791 100 9,29 16,9
7,17 16,1 9,89 2,5 10,16 227
7,73 100 10,22 2 10,35 5.4
9,03 1,3 10,74 7.4 13,77 10,7
9,31 1,7 14,86 9,1 13,97 15,2
9,66 2,4 15,45 2,3 15,06 6,9
10,27 1,6 15,92 15,9 15,71 22,3
10,47 22 16,67 1,7 15,87 74
10,91 6,3 16,98 3,1 16,35 34,5
13,63 2,1 18,28 17,8 16,77 12,3
14,09 4.6 18,56 7 17,28 10
15,10 4.1 20,58 13,1 17,62 47,9
15,52 10,5 20,85 8,8 18,09 43,9
16,45 9,1 21,64 39 20,43 42
16,67 7,6 22,19 4.8 20,80 33,6
17,21 49 22,65 2,9 21,31 42,7
17,53 2,4 23,28 3.4 21,71 13
18,33 28,2 23,97 11,8 21,85 14,5
18,69 11,1 24,31 6,3 22,13 12,8
19,37 3,5 25,52 3,9 2226 16,3 5
20,29 8,6 26,20 3,4 23,51 13,2
20,64 17.2 26,47 3,1 23,69 15,9
21,02 12,7 28,84 6,4 23,91 256 |
21,68 5,1 30,13 35 24,31 38,7
22,01 8,3 31,12 2,9 25,22 8
22,29 8 25,67 8,9
23,17 7,8 27,05 18,9
23,39 9,1 27,89 13,3
24,30 13,6 28,24 8,6
25,76 34 28,71 21,3
26,05 4 29,89 8,9
26,63 5.5 30,24 18,7
27,01 3,1 30,88 5.8
27,49 2.8 31,44 7,6
28,10 1,8 33,06 45
28,73 10,9 34,36 6
29,42 32
30,00 3,7
30,89 2,1
31,34 2,4
31,70 1,1
32,81 1
32,91 0,8
33,48 2
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Kitos F-I ir F-III charakteristikos

Atlikti F-I ir F-III higroskopiskumo tyrimai. F-I ir F-II drégmés sugérimo
izotermos parodytos Fig. 4. Pradzioje patalpinus pavyzdZius mazdaug 5 %
santykinio drégnumo aplinkoje, F-I ir F-III masé greitai padidéjo, atitinkamai, 1,5
ir 1,7 %, kas atitinka mazdaug 0,5 molio vandens. Abi formos rodo tolygy drégmés
sugérima visame drégmés intervale, kas, matyti, susij¢ su vandens molekuliy
jtraukimu | kristaling gardele.

Abiejy formy drégmés sugérimo skirtumai, matyti, atspindi vandens kiekij,
kuris gali bati jtrauktas j kristaling gardelg (t.y., esama kristalinéje gardeléje erdve,
kurig gali uZimti vandens molekulés). Histerezés nebuvimas F-I ir F-III sorbcijos-
desorbcijos izotermose rodo, kad tarp kristalo formy greitai nusistovi pusiausvy@

esant bet kokiam drégnumui.

F-T ir F-IIl drégmés sugerimo profiliai rodo, kad $ios formos yra i§ esn:r;'ig'

nestechiometriniai hidratai. Esant jprastam santykiniam drégnumui (apie 50 %)k

—————k e

sugeres apie 3 % vandens, kas atitinka maZdaug 0,85 molio vandens. Tarp F-I 1r~f

III bei atmosferos greitai nusistovi pusiausvyra, taigi vandens kiekis, stebimas

analitiniais metodais, atspindi santykinj drégnuma tyrimy momentu. Skirtumai tszp
atskiry serijy DSC duomeny, matyti, kyla dél to, kad atskiri pavyzdziai dél skirtingq
laikymo salygy yra nevienodai hidratuoti.

Gauti F-I ir F-I1I, laikyty skirtingose santykinio drégnumo salygose (0, 22, 50
ir 80 %) XRD spektrai. Stebimas palaipsnis F-III maksimumy ties mazdaug 13,8,
17,6, 18,0, 20,5 ir 24,0°, esant 20, pasislinkimas lyginant su pradiniais (0 %
santykinio. drégnumo), taip pat didéjant santykiniam drégnumui $iek tiek slenkasi
maZiau intensyvils maksimumai. Sie F-IIl XRD spektre stebimi poky¢iai rodo, jog
didéjant santykiniam drégnumui elementarios gardelés matmenys keidiasi, matyt,
kad jjungty silpnai suriStas vandens molekules. Nuoseklus maksimumy

pasislinkimas keiciantis drégnumui gerai koreliuoja su sorbcijos duomenimis, kurie
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rodo laipsniskg masés didejimg Siame santykinio drégnumo intervale, tuo
jrodydami jvairiy hidraty susidaryma.

Panasus eksperimentas atliktas su F-I, siekiant nustatyti, ar santykinio
drégnumo kitimai darys pana$ig jtaka jo kristalui (0, 25, 52, 73 ir 95 % santykinio
drégnumo). Didéjant santykiniam drégnumui, stebimas labai mazas maksimumy
esant 0 % santykinio drégnumo ties mazdaug 7,7; 18,3; 18,5; 20,5; 20,8°, esant 28,
pasislinkimas. Maksimumai ties mazdaug 7,7; 20,8 ir 24,1 esant didesniems
drégnumams taip pat tampa Siek tiek platesni ir silpniau i§reikiti, kas rodo, jog
vandenj sugeria amorfiniai komponentai (arba plastifikuoja kieta medZiags), ypa¢
esant 73 ir 95 % santykiniam drégnumui. Maksimumy pasislinkimas F-I XRD
spektre maziau rySkus nei stebimas F-III atveju skirtinguose santykiniuose
drégnumuose. Tai leidZia manyti, kad F-I atveju nevyksta tokie kristalo i$siplétimai
ir/arba susitraukimai kaip F-III atveju.

Nustatyta, kad F-I ir F-III yra stabiliis visame santykinio drégnumo intervale,
nepaisant F-III sugebéjimo sugerti dukart tiek vandens. Nustatyta, kad abi formos
turi palyginamus kristaly dydzius, morfologija, tirpuma ir tirpimo greitj.

Atlikti dziovinimo eksperimentai, siekiant nustatyti S-II desolvatacijos
priklausomybg nuo dZiovinimo laiko ir temperatiiros (zidr. Fig.5). Desolvatacijos
eksperimento |{vairiais momentais uZra$yti XRD spektrai. S-II desolvatacijos
tyrimuose daugelis difrakcijos maksimumy yra prie ty paciy kampy, kaip ir F-I, kas
patvirtina, jog S-II ir F-I kristalai yra labai panasis. Tai, kad po minimalaus
dziovinimo iSnyksta difrakcijos maksimumai ties mazdaug 6,8; 7,2 ir 14,0° , 26,
leidzia manyti, kad Sie atspindZiai susij¢ su kristalografinémis plok§tumomis,
turin&iomis dalj etilo acetato molekuliy elektroninio tankio.

Solvatuotos medziagos atkaitinimas vakuume aukstoje temperatiiroje davé F-
I. Siuo biidu gautas F-I pagal XRD duomenis pasizymi dideliu kristaliSkumu.
Todel medziaga, gauta kristalinant i§ etanolio ie etilo acetato ir po to dZiovinta
vakuume tik keleta valandy, kaip aprayta ‘474, pasizymi labai menku

kristaliSkumu, kadangi pagal §ia procediirg gaunamas dalinai desolvatuotas S-1I.
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Palyginus su auksciau apraSyta i§ technikos lygio Zinoma arzoksifeno forma,
F-I ir F-IIl turi keleta privalumy. Lyginant su pagal ‘474 metodikas gautu
arzoksifenu, F-I ir F-IIT yra stabilesni kambario temperatiiroje, todél labiau
pasiduodantys farmaciniams patobulinimams, ty., dozuoty kompozicijy
patobulinimams. Be to, F-I ir F-III yra labiau kristaliski negu ‘474 aprasyta forma.
Kristalinés medZiagos paprastai yra maziau higroskopiskos ir stabilesnés
(pavyzdZiui, maziau linkusios chemiskai skilti, i§laiko pastovy veikima) negu
amorfinés medziagos ir todél geriau tinka kompozicijy sudarymui. Be to, priesingai
negu pagal ‘474 metodikas pagamintas arzoksifenas, kuris savo kristaluose turi etilo

acetato ir vandens, F-I ir F-III turi tik vandens.

Charakterizavimo metodai

DSC matavimai atlikti TA Instruments 2920 Modulated DSC, sujungtu sg. . .
Thermal Analyst 3100 ir turinCiu aulinimo sistema. Méginiai (3-5 mg) buwg:- .

kaitinami gofruotuose aliuminio tigliuose nuo 10 iki 240 °C, kaitinimo greiGiuj:
esant 2 °C/min. #

TGA analizé atlikta TA Instruments 2050 termogravimetriniu analizatorium,
sujungtu su Thermal Analyst 3100. Méginiai (5-10 mg) kaitinti atviruose tigliuose
nuo 25 °C iki 250 °C, kaitinimo grei¢iui esant 5 °C/min.

XRD spektrai gauti Siemens DS5000 milteliy Rentgeno spinduliuotés
difraktometru, turinCiu CuKa $altinj (A = 1,54056 A) ir Kevex kieto biivio
detektoriumi, dirban¢iu prie 50 kV ir 40 mA. Kiekvienas pavyzdys skanuojamas
tarp 4° ir 35° esant 20. Prie§ registruojant duomenis, pavyzdZiams leidZiama
pasiekti pusiausvyrg maZiausiai per 30 minuéiy norimoje temperatiiroje ir/arba
santykiniame drégnume.

F-I ir F-III higroskopi$kumo matavimai atlikti naudojant VTI metoda kaip
aprasyta toliau. Kiekvienas méginys dziovinamas vakuume 60 °C temperatiiroje,

kol masé nustoja maZéti ir tuo metu tyrimo kameroje padaromas 0 % santykinis
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drégnumas. Drégmés sugérimo izotermos gautos 25 °C temperatiiroje, naudojant
VTI vakuumines drégmeés svarstykles, esant tokioms salygoms: pavyzdzio dydis 10-
15 mg, adsorbcijos/desorbcijos intervalas 0-95 %, santykinis drégnumas, Zingsnio
intervalas 5 %, méginio intervalas 10 minu¢iy.

Toliau pateikti pavyzdZiai iliustruoja hidraty gavimo biidg pagal §j iSradima.

Pavyzdziai jokiu poziiiriu neriboja $iy biidy apimties.

PAVYZDZIAI

1 pavyzdys
F-III gavimas i$ 6-izopropoksi-3-(4-[2-piperidin-1-il)etoksi]fenoksi)-2-(4-

metoksifenil)-benzo[b]tiofeno hidrochlorido

I 6-izopropoksi-3-(4-[2-piperidin-1-il)etoksi]fenoksi)-2-(4-metoksifenil)-
benzo[b]tiofeno hidrochlorido (10 g, 18 mmot) tirpalg.100. ml metileno chlorido
azoto atmosferoje, temperatiiroje nuo -10 iki -20 °C, pridedama BCl; (4,23 g, 34
mmol) tokiu greidiu, kad reakcijos misinio temperatiira likty Zemiau -10 °C.
Sudéjus, reakcijos miSinys mai§omas dar 2 val. Zemesnéje nei -10 °C
temperatiiroje létai sulaSinamas izopropilo alkoholis (IPA, 12,35 ml, 167 mmol) ir
maiSymas tgsiamas dar 30 minudiy. [ atskira kolba jpilama 100 ml vandens ir ledo
vonioje atSaldoma iki mazdaug 0 °C. Produkto tirpalas per piltuvélj supilamas j
vandenj, energingai mai$ant.Susidariusi tirSta balta suspensija maiSoma 0 °C
temperatiroje 1 val. Produktas atskiriamas filtruojant, praplaunamas 25 ml 40 %
CH,Cly/vandens misiniu, po to 25 ml $alto vandens. Produktas suspenduojamas 60
ml IPA ir 60 ml vandens ir kaitinamas iki 60 °C. IStirpsta 48 °C temperatiiroje.
Pridedama dar 120 ml vandens. Tirpalas at§aldomas iki 35 °C ir suspensija toliau
létai Saldoma iki 0-5 °C bei maiSoma kelias valandas. Produktas nufiltruojamas ir

praplaunamas $altu dejonizuotu vandeniu (25 ml). Drégna F-III medZiaga
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dziovinama vakuume 50 °C temperatiirojec 12-24 val. iki pastovios masés ir gauna

F-IIL

2 pavyzdys
F-IIT gavimas i8 6-benziloksi-3-(4-[2-piperidin-1-il)etoksi)fenoksi)-2-(4-

metoksifenil)-benzo[b]tiofeno S-oksido

[ 250 ml talpos Paro indg kambario temperatiiroje pridedama 5,25 ml
dejonizuoto vandens, 1M HCI (7,74 ml, 7,75 mmol), 10 % Pd/C (A32110 tipo, 1,37
g 129 mmol Pd), 6-benziloksi-3-(4-[2-piperidin-1-il)etoksi]fenoksi)-2-(4-
metoksifenil)-benzo[b]tiofeno S-oksido (3 g, 5,16 mmol) ir izopropilo alkoholio (32
ml). Indas jtvirtinamas purtykléje, nuosekliai du kartus iSsiurbiamas oras ‘ir

prileidZiama azoto, vél iSsiubiama ir prileidziama vandenilio dujy, kad slégis biity

30 psig (206,7 kPa). PaleidZziama purtyklé, ir reakcijos misinys kaitinamas iki 60 °@ .
Po mazdaug 4 val. HPLC metodu nustatoma, kad reakcija pasibaigé. Reakcijé#:. =

misinys nufiltruojamas per diatominés Zemés filtra, filtras praplaunamas 0,1 M H@#

(2 x 10 ml). Tirpiklis nugarinamas vakuume mazdaug 50 °C. Susidariusi lickarz

iStirpinama izopropilo alkoholio/vandens 50 % misinyje (30 ml) ir $velniai $ildoma = -

gary vonioje, kol gaunamas skaidrus tirpalas. | tirpalg pridedama 22 ml
dejonizuoto vandens ir leidZiama atvésti iki kambario temperatiiros. Toliau
produkto suspensija atSaldoma iki 0 °C. Produktas atskiriamas filtruojant,
praplaunamas $altu dejonizuotu vandeniu (2 x 15 ml), i§dZiovinamas vakuume 50

°C temperatiiroje iki pastovios masés, gauna F-III.

%!

[ F
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3 pavyzdys
F-III gavimas i§ 6-izopropoksi-3-(4-[2-piperidin-1-il)etoksi]fenoksi)-2-(4-

metoksifenil)-benzo[b]tiofeno S-oksido

SumaiSoma 105 1 metileno chlorido ir 10,5 kg 6-izopropoksi-3-(4-[2-piperidin-
1-il)etoksi]fenoksi)-2-(4-metoksifenil)-benzo[b]tiofeno S-oksido ir atSaldoma iki -
15 + -20 °C. Laikant temperatiirg -15 < -20 °C ribose, pridedama boro trichlorido
(4,6 kg). MaiSoma tol, kol pagal HPLC duomenis pradinés medzZiagos licka maZiau
nei 1 %. Naudota HPLC sistema: 4,6 mm ID x 25 cm Zorbax SB-Phenyl kolonélé,
30 °C, 70:30 metanolis : 0,01 N sulfato riigitis; tekéjimo greitis 1,5 ml/min;
detektorius ties 300 nm. Laikant temperatiira -15 + -20 °C ribose, pridedama 10,28
kg izopropanolio. Reakcijos misinys maiSomas 30-45 minutes. Nevalytas reakcijos
produktas atskiriamas iSpilant reakcijos misinj j 105 1 vandens, at3aldyto iki 2-7 °C,
tuo paciu palaikant reakcijos temperatiira 2-7 °C ribose. Po to pripilama 20 1
metileno chlorido, atSaldyto iki 7-2 °C. Kristaliné suspensija maiSoma 2-3 val ir
nufiltruojama bei nuosekliai praplaunama atsaldytu iki 7-2 °C metileno chloridu
(26 1) ir atSaldytu iki 7-2 °C vandeniu (53 1). Nevalyta drégna medziaga sumai§oma
su 42 | vandens bei 40 1 izopropanolio ir pakaitinama iki 65-70 °C , kad iStirpty.
KarStas tirpalas nufiltruojamas. Nufiltravus, praplaunama miSiniu i§ 20 |
izopropanolio ir 21 1 vandens, pasildytu iki 65-70 °C. Tirpalas atSaldomas iki 40-45
°C, ineSamas kristalizacijos iniciatorius ir maiSoma $ioje temperatiiroje 25-30 val.,
leidZiant kristalintis. Suspensija atSaldoma iki 0-5 °C, maiSoma 3-4 val. Ir
nufiltruojama. Nufiltruota medziaga praplaunama vandeniu (122,6 1), at3aldytu iki
2-7 °C. Produktas dZiovinamas vakuume ne aukstesnéje nei 50 °C temperatiiroje,
kol masés pokytis per 2-4 val. tampa maZesnis negu 0,05 kg. ISeiga 8,468 kg (87,3
%). Grynumas pagal HPLC 98,5 %. Vandens kiekis pagal Karl Fisher 3,0 %.

Bendras susijusios medziagos kiekis pagal HPLC duomenis 1,79 %.
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4 pavyzdys
F-III gavimas i§ 6-benziloksi-3-(4-[2-piperidin-1-il)etoksi]fenoksi)-2-(4-

metoksifenil)-benzo[b]tiofeno S-oksido

SumaiSoma 261 ml tetrahidrofurano, 45 ml vandens, 6,14 g koncentruotos
sulfato  rigSties ir  6-benziloksi-3-(4-[2-piperidin-1-il)etoksi)fenoksi)-2-(4-
metoksifenil)-benzo[b]tio-feno S-oksido (pagal HPLC duomenis: grynumas 99 %,
bendras susijusiy medZiagy kiekis 0,35 %) ir maiSoma, kol misinys tampa
homogenisku. Kartu su 5 ml vandens pridedama 10 % Pd/C (5,6 g suspensija 22 ml
vandens). Vir§ susidariusios suspensijos iSsiurbiamas oras ir praleidZiamas
vandenilis 60 psi (413,4 kPa) slégiu. Reakcijos temperatiira nustatoma 30 °C. Po-
2 val. pridedama 10 % Pd/C (5,6 g su 30 ml vandens). Hidrinimas 60 psi (413,4
kPa) slégyje ir 30 °C temeperatiiroje tgsiamas dar 22 val. Papildomai pridedants
4,40 g 10 % Pd/C 30 ml vandens, ir dar hidrinama 60 psi (413,4 kPa) slégyje ir 30 °&

50 % natrio Sarmo tirpalo pagalba. Pridedama 8,66 g natrio chlorido tirpalas 18 mt

vandens, ir dvifazis tirpalas maiSomas 30 minuéiy. Fazés atskiriamos, o vandeniné
fazé ekstrahuojama 50 ml tetrahidrofurano. Organinés fazés apjungiamofj
sukoncentruojamos distiliuojant atmosferos slégyje iki 50 ml tiirio. | koncentraty
24 °C temperatiiroje per 1 val. pridedama 180 ml metanolio. Kietos medZiagos
atskiriamos filtruojant ir palaipsniui praplaunamos 39 ml vandens ir 39 ml
metanolio, po to per naktj dziovinamos vakuume 50 °C temperatiiroje. I3eiga 15,52
g (67,8 %).

SumaiSoma 33 ml izopropanolio, 66 ml vandens ir 10 g auk$¢iau gautos kietos
medZziagos. [ maiSoma miSinj 25 °C temperatiiroje pridedama 21 ml 1,8 M HCL.
Kieta medzZiaga greitai iStirpsta, po to iSkrenta hidrochlorido druska. Pamaisius 30
minuciy, suspensija pakaitinama iki 70 °C, kad iitirpty visos kietos medZiagos.
Tirpalas atSaldomas iki 60 °C ir pridedama 33 ml vandens. Susidares tirpalas

atSaldomas iki 25 °C per 3 val, per ta laika iSkrenta hidrochlorido druska.

e s

temepratiiroje 2,5 val. Katalizatorius nufiltruojamas, filtrato pH nustatomas 7.%

s

wy
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Suspensija maiSoma apie 3 val. 25 °C temperatiiroje, nufiltruojama, praplaunama
vandeniu (30 ml) ir per naktj dZiovinama vakuume 50 °C temperatiiroje; gauna 8,9
g (82,7 %) F-II1. Grynumas pagal HPLC 96,5 %. Vandens kiekis pagal Karl Fisher
2,44 %. Susijusiy medziagy kiekis pagal HPLC 1,09 %

Parankiniai terminai

Cia vartojamas terminas “efektyvus kiekis” reiSkia tokj F-I kiekj, kuris sugeba
inhibuoti ¢ia apradytas biikles arba jy neigiama poveikj. Kai F-I skiriamas kartu su
estrogenu, progestinu, aromatazés inhibitorium, LHRH analogu, AChE
inhibitorium, terminas “efektyvus kiekis” taip pat reiskia tokio agento kiekj, kuris
sukuria siekiamg efektg.

Terminai “inhibuojantis” ir “inhibuoti “ apima jy paprastai priimtas reikimes,
ty., uzkertantis kelig, sutrukdantis, apribojantis, palengvinantis, pagerinantis
suletinantis, sustabdantis, sustabdantis progresavima ar patologinés biiklés
rimtuma, ar jos pasekmes, &ia apradytus.

Terminai “uzkertantis kelig”, “prevencija”, “profilaktika”, “profilaktinis” ir
“uzkirsti kelig” Cia vartojami kaip pakeiciantys vienas kita ir reiskia sumazéjima
tikimybes, kad F-I recipientas susirgs arba jam issivystys bet kokia patologiné
biisena ar jos pasekmés, ¢ia apradytos.

Terminai “netekes estrogeno” ir “estrogeno nepriteklius” reiskia biikle, tiek
natiiraliai atsiradusia, tiek klini$kai indukuota, kai moters organizmas negali isskirti
pakankamai endogeniniy estrogeniniy hormony, kad palaikyty nuo estrogeno
priklausan¢ias funkcijas, pavyzdZiui, menstruacijas, kauly masés homeostaze,
neurony funkcijas, Sirdies ir kraujagysliy biiklg, ir t.t. Tokios estrogeno trikkumo
situacijos kyla dél menopauzés ir chirurginio ar cheminio kiausidziy pasalinimo,
iskaitant jy funkcinius ekvivalentus, pavyzdziui, gydyma aromatazés inhibitoriais,
GnRH agonistais arba antagonistais, ICI, ir panasiai, tadiau $iomis priezastimis

neapsiriboja. Ligos biiklés, susijusios su estrogeno nepriteklium, apima kauly
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mases praradimg, osteoporozg, Sirdies ir kraujagysliy susirgimus ir hiperlipidemija,
taciau tuo neapsiriboja.

Cia vartojamas terminas “estrogenas” apima steroidinius junginius,
pasiZyminCius estrogeniniu aktyvumu, tokie kaip, pavyzdziui, 17p-estradiolis,
etronas, kohjuguotas estrogenas (Premarin®), serumo estrogenas 17p-
etinilestradiolis, ir pan. Geriausias junginys estrogeno pagrindu yra Premarin® ir
noretilnodrelis.

Cia vartojamas terminas “progestinas” apima junginius, pasiZymincius
neStumg iSsaugandiu aktyvumu, tokius kaip, pavyzdZiui, progesteronas,
noretilnodrelis, nongestrelis, megestrolio acetatas, noretindronas ir pan.
Noretindronas yra geriausias agentas progestino pagrindu. -

Cia vartojamas terminas “aromatazés inhibitorius” apima junginius,'
gebancius inhibuoti aromataze, pavyzdziui, prekyboje esnadius inhibitorius, tokius™
kaip aminoglutemidas (CYTANDREN®) , Anastrazolis (ARIMIDEX@),@’

Letrozolis (FEMARA®), Formestanas (LENATRON®), Eksemestanas™

¥ig"
it

(AROMASIN®) ir pan.

Cia vartojamas terminas “LHRH analogas” reiSkia liuteinizuojantj hormonéf
atlaisvinan¢io hormono analoga, kuris inhibuoja estrogeno gamyba moteriaiir
premenopauzes bikleje, jskaitant, pavyzdziui, goserling (ZOLADEX®), leuprolida
(LUPRON®) ir pan.

Cia vartojamas terminas “AChE inhibitorius” apima junginius, kurie
inhibuoja  acetilcholinesterazg, pavyzdZiui, fizostigmino salicilata, takrino
hidrochlorida, donepezilo hidrochloridg ir pan.

Terminas “sureguliuoti ChAT” reiSkia ChAT fermentinio aktyvumb
padidinimg, ty., cholino virtimo j acetilcholing skatinima. Sis skatinimas apima
ChAT ir cholino reakcijos greiio ir/farba efektyvumo padidinima ir/arba ChAT
kiekio, esancio reakcijos vietoje, padidinima. Sis reakcijos vietoje esancio fermento

kiekio padidejimas gali biiti geny reguliavimo déka arba déka kitokio fermento

i
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susiformavimo sintez€s Zingsnio ir/arba dél fermento deaktyvacijos sumazéjimo ir

metabolizmo.

Parinktos tyrimy metodikos

Bendra Ziurkiy paruoSimo procediira: septyniasde$imt penkiy dieny amzZiaus
(jei nenurodyta kitaip) Sprague Dawley Ziurkiy patelés (masé nuo 200 iki 225 g)
buvo gautos i§ Charles River Laboratories (Portage, MI). Gyvuliukams arba
pasalintos abi kiauSidés (OVX), arba jiems atlikta Sham chirurginé procediira
Charles River laboratorijoje, i§ kur jie atveZti po savaités. AtveZus, jie patalpinami
metaliniuose kabanciuose narveliuvose grupémis po 3 arba 4 j narvelj ir viena
savait¢ turi ad /libitum priéjima prie maisto (kalcio kiekis apie 0,5 %) ir vandens.
Kambario temperatiira palaikoma 22,2 * 1,7 °C, minimalus santykinis drégnumas
40 %. Kambario fotoperiodas buvo 12 val. $viesa ir 12 val. tamsa.

Dozavimo reZimas ir audiniy paémimas: po vienos savaités aklimatizacijos
(taigi, po dviejy savai¢iy nuo OVX) pradedamas F-III kasdieninis dozavimas. 17c.-
etinilestradiolis arba F-III jvedamas peroraliai, jei nenurodyta kitaip, suspensijos
1% karboksimetilceliuliozés pavidale arba iStirpintas 20 % ciklodekstrine.
Gyvulivkams preparatas jvedamas kasdien 4 dienas. Baigus jvedima, gyvuliukai
pasveriami, anestezuojami ketamino:ksilazino miiniu (2:1, t/t) ir paimamas kraujo
meéginys padarant Sirdies punkcija. Tada gyvuliukai numarinami uzdusinant CO,,
gimda paSalinama per vidurio pjivi, nustatomas Slapios gimdos masé. 17c-

etinilestradiolis gautas i§ Sigma Chemical Co., St. Louis, MO.

Sirdies ir kraujagysliy ligos/hiperlipidemija

AukSciau apraSytiems kraujo méginiams leidZiama kre$éti kambario
temperatliroje 2 val.,, nucentrifugavus 10 min. 3000 aps/min grei¢iu, atskiriamas
serumas. Serumo cholesterolis nustatomas naudojant Boehringer Mannheim
Diagnostics didelio tikslumo cholesterolio tyrimo metodika. Trumpai tariant,

cholesterolis oksidinamas iki cholest-4-en-3-ono ir vandenilio peroksido. Tada
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vandenilio peroksidas reaguoja su fenoliu ir 4-aminofenazonu; dalyvaujant
peroksidazei, kad susidaryty p-chinono imino daZas, kuris nuskaitomas
spektrofotometriskai ties 500 nm. Choleterolio koncentracija apskai¢iuojama pagal
kalibracing kreivg. Visas tyrimas yra automatizuotas Biomek Automated

Workstation aparatiiros pagalba.

Gimdos eozinofily peroksidazinis tyrimo metodas

Auks¢iau apraSyta gimda laikoma 4 °C temperatiiroje iki tyrimo fermentiniu
metodu laiko. Gimda homogenizuojama 50 tiiriy 50 mM Tris buferio (pH 8,0),
kuris turi 0,005 % Triton X-100. Pridéjus 0,01 % vandenilio peroksido ir 10 mM o-
fenilendiamino Tris-buferyje (galutinés koncentracijos), per viena minuté
matuojamas absorbcijos padidéjimas ties 450 nm. Eozinofily buvimas gimdoje yra

junginio estrogeninio aktyvumo matas. I§ pradinés tiesialinijinés reakcijos kreivés

atkarpos per 15 s nustatomas maksimalus reakcijos greitis. B
Kauly masés praradimo (osteoporozés) inhibavimo tyrimas S

Po auksCiau paradytos pagrindinés paruo$imo procediiros Ziurkés kasdieit
trisdeSimt penkias dienas gydomos (6 Ziurkés vienoje gydymo grupéje) ir 36-tg
dieng numarinamos uZdusinant anglies dioksidu. Trisdesimt penkiy dieny laikas
yra pakankamas maksimaliam kauly tankio sumaZéjimui pasiekti, kuris
matuojamas kaip Cia apraSyta. Numarinimo momentu pasalinama gimda,
nupjaustomi paSaliniai audiniai, prie§ nustatant $lapia mas¢ iSpilamas skystas
turinys, siekiant patvirtinti estrogeny trilkumg dél pilno kiausidZiy paSalinimo.
Paprastai dél kiauSidZiy paSalinimo gimdos masé biina sumaZéjusi mazdaug 75 %.
Tada gimda patalpinama j neutraly formaling iki tolimesniy histologiniy tyrimy.

I8pjaunamas deSinysis $launikaulis ir tiriamas rentgeno spinduliais,
generuojamais ir analizuojamais vaizdo anlizés programos pagalba (NIH vaizdas)
prie distalinio metafizio. Siy gyviinéliy blauzdikauliy proksimaliis vaizdai taip pat

buvo skanuojami skaitmeninés kompiuterinés tomografijos pagalba. Tiriamiems

ik
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gyvuliukams pagal auk3Ciau apradytas metodikas buvo peroraliai jvedama F-III
arba etinilestradiolio (EE2) 20 % hidroksipropil-p-ciklodekstrine. F-III taip pat

naudojamas deriniuose su estrogenu arba progestinu.

MCF-7 proliferacijos tyrimas
MCEF-7 kriities adenokarcinomos lastelés (ATCC HTB 22) palaikomos

MEM (minimalioje esminéje terpéje, neturinéioje fenolio raudonojo, Sigma,
St.Louis, MO), papildytoje 10 % (t/t) fetalinio verSiuko serumo (FBS), L-glutaminu
(2 mM), natrio piruvatu (1 mM), HEPES ({(N-[2-hidroksietil]piperazin-N’-[2-
etansulfonriigstis] 10 mM}, pakei¢iamosiomis aminoriig§timis ir jauio insulinu (1
pg/ml) (palaikymo terpé). DeSimt dieny prie§ tyrimus MCF-7 Iastelés perkeliamos j
palaikymo terpg, papildyta 10 % dekstranu padengty anglies strypeliy su fetaliniu
verSeliy serumu (DCC-FBS tyrimo terpé) vietoje 10 % FBS siekiant iSsemti vidines
steroidy atsrgas. MCF-7 lastelés paSalinamos i§ palaikymo kolby, naudojant
Iasteliy disocijacijos terpg (HBSS be Ca**/Mg*™), neturingia fenolio raudonojo,
papildytag 10 mM HEPES ir 2 mM EDTA. Lastelés du kartus praplaunamos tyrimo
terpe ir praskiedZiamos iki 80 000 lasteliy/ml. Mazdaug 100 pl (8000 Iastelés)
pridedama j plok3¢iadugnes mikrokultivavimo plokstelés duobutes (Costar 3596) ir
inkubuojama 37 °C temperatiiroje, 5 % CO, , drékinamame inkubatoriuje 48 val.,
kad lastelés adsorbuotysi ir nusistovéty po perneimo. Paruoiama serija vaisty
arba DMSO, kaip kontrolés, praskiedimy tyrimo terpéje ir 50 pl perneSama j
triskart praskiestas mikrokultiiras, pridedant 50 pl tyrimo terpés, kad galutinis tiiris
biity 200 pl. Po dar 48 val. 37 °C temperatiiroje 5 % CO, drékinamame
inkubatoriﬁje, mikrokultliros §vitinamos tri¢io timidinu (1 pCi/duobutei) 4 val.
Kultoros uzlaldomos -70 °C temperatiiroje 24 val, po to atitirpinamos ir
auginamos naudojant Skatron pusiauautomatinj lasteliy auginimo aparatg.
Pavyzdziai jvertinami skysciy scintiliacijos metodu, naudojant Wallac BetaPlace B

skaitiklj.
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DMBA indukuojamo kriities auglio inhibavimas

Sprague-Dawley Ziurkiy pateléms, gautoms 1§ Harlan Industries,
Indianapolis, Indiana, sukeliami nuo estrogeno priklausomi kriities augliai.
Sulaukus mazdaug 55 dieny amziaus, Ziurkéms vieng karta sumaitinama 20 mg
7,12-dimetilbenzfajantraceno (DMBA). Po mazdaug 6 savaiiy nuo DMBA
jvedimo pieno liaukos palpuojamos laukiant augliy pasirodymo. Kai atsiranda
vienas ar keli augliai, kickvieno jy ilgesnysis ir trumpesnysis diametrai i§matuojami
matavimo Sakute, iSmatavimai uZraSomi, o gyvuliukas atrenkamas eksperimentui.
Stengiamasi tolygiai paskirstyti jvairiy i$matavimy auglius gydymo ir kontrolinéje
grupese, kad vidutinio dydZio augliai vienodai pasiskirstyty tyrimo grupése.
Kiekviename eksperimente kontrolinése ir tyrimo grupése buvo 5-9 gyvuliukai.

F-III jvedamas arba intraperitoniniy injekcijy 2 % gumiarabike pavidale, arba
peroraliai. Peroraliai jvedami junginiai iStirpinami arba suspenduojami 0,2 mlL
kukuriizy aliejaus. Kickvienas gydymas, jskaitant kontrolinj veikima gumiarabiku 12‘3

kukurtizy aliejumi, vyksta kasdien vieng karta per dieng kikekvienam tirlamam,

i

gyvuliukui. Po pradinio augliy i$matavimo ir tiriamy gyvuliuky atrinkimo, augllal
matuojami kas savait¢ auk3¢iau apradytu bidu. Gyvuliuky gydymas ir matavnnas
tesiasi 3-5 savaites, po to nustatomas galutinis augliy plotas. Kontroliniam gydymm

ir gydymui kickvienu junginiu nustatomas vidutinio auglio ploto pokytis.

Gimdos fibrozés tyrimo metodika

1 bandymas: 3-20 motery, kurioms pasireiSkia gimdos fibrozé, skiriamas F-
III. Skiriamas junginio kiekis yra 0,1-1000 mg/dienai, o vartojimo trukmé 3 mén.
Moterys stebimos vartojimo metu ir 3 mén. nutraukus vartojima gimdos fibrozés
atzvilgiu.

2 bandymas: naudojama ta pati metodika kaip ir 1 bandyme, tik vaisto
vartojimo trukmeé yra 6 mén.

3 bandymas: naudojama ta pati metodika kaip ir 1 bandyme, tik vaisto

vartojimo trukmé yra 1 metai.

[y
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4  bandymas: lytiSkai subrendusiy jlros kiauly€iy pateliy lejomiomai
indukuoti naudojamas ilgalaikis stimuliavimas estrogenu. Gyvuliukai gauna
estradiolio injekcijy pavidale 3-5 kartus per savait¢ 2-4 meén. arba kol atsiranda
auglys. Vaistas, susidedantis i§ F-III arba nesiklio, jvedamas kasdien 3-16 savaiCiy,
po to gyvuliukai numarinami, o gimda atskiriama ir nalizuojama auglio regresijos
poZitriu.

5 bandymas: Zmogaus lejomiomos audiniai implantuojami | lytiSkai
subrendusiy kastruoty beplaukiy peliy pateliy pilvo ertme ir/arba gimdos
raumeninj audinj. Duodama egzogeninio estrogeno, siekiant indukuoti
eksplantuoto audinio augima. Kai kuriais atvejais atskirtos auglio lastelés prie§
implantavima auginamos in vitro. Vaistas, susidedantis i§ F-III arba nesiklio,
ivedamas kasdien 3-16 savaiciy, implantai paSalinami ir iS§matuojama, ar paaaugo,
ar sumaZz€éjo. Numarinus gyvuliukus, gimdos i§imamos, kad biity galima jvertinti
organo bikle. ‘

6 bandymas: moters gimdos fibroidinio auglio audiniai atskiriami ir laikomi iz
vitro kaip pirminé netransformuota kultiira. Chirurginiai méginiai praleidZiami per
sterily sietg, arba, alternatyviai, pasalinami aplinkiniai audiniai, kad gautume vieny
Iasteliy suspensijg. Lastelés auginamos terpéje, turindioje 10 % serumo ir
antibiotiko. Nustatomas augimo greitis esant ir nesant estrogeno. Lastelés tiriamos
Ju sugebéjimo gaminti komplemento komponente C3 pozitriu ir pagal jy atsaka |
augimo faktoriy ir augimo hormong. In vitro kultiira jvertinama pagal jos
1¥ves¢jimg paveikus progestinais, GnRH, F-III ir neSikliu. Steroidinio hormono
receptoriy kiekis jvertinamas kas savaite, siekiant nustatyti, ar $i svarbi lastelés
savybe iSlieka in vitro. Naudojami audiniai i§ 5-25 pacienéiy.

7 bandymas: F-III sugebéjimas inhibuoti estrogeno stimuliuojama i§
lejomiomos kilusiy ELT lasteliy linijos proliferacija iSmatuojamas i§ esmés taip pat
kaip apraSyta Fuchs et al., “Inhibition of Estrogen-Stimulated Growth of Uterine
Leiomyomas by Selective Estrogen Receptor Modulators”, Mol. Car., 17(3):151-

159 (1996), kuris ¢ia cituojamas.
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Endometriozés tyrimo metodika

1 bandymas: tirta 12-30 suaugusiy CD kamieno Ziurkiy pateliy. Jos po lygiai
padalinamos | tris grupes. Stebimas visy gyvuliuky estrogeninis ciklas. Ovuliacijos
dieng kiekvienai patelei atlickama chirurginé operacija. Kiekvienos grupés
patelems iSpjaunamas kairysis gimdos ragas, supjaustomas smulkiais ploteliais,
kurie laisvai prisiuvami jvairiose vietose, gretimose mezenterinei kraujo srovei. Be
to, 2 grupés pateléms pasalintos kiausidés. Kita dieng po operacijos 1 ir 2 grupés
gyvuliukai gavo intraperitonines vandens injekcijas 14 dieny, tuo tarpu 3 grupé
gavo intraperitonines F-III 1,0 mg kilogramui kiino masés injekcijas. Po 14 dieny
gydymo kickviena patelé numarinama ir i§imami gimdos gleivinés eksplantai;
antinkséiai, likusi gimda ir kiau$idés, kur jmanoma, ir paruo$iami histologiniam
tyrimui. KiauSidés ir antinks¢iai pasveriami. =

2 bandymas: tirta 12-30 suaugusiy CD kamieno Ziurkiy pateliy. Jos po lygiai

padalinamos j tris grupes. Stebimas visy gyvuliuky estrogeninis ciklas. Ovuliacijos: . ..

dieng kiekvienai patelei atlickama chirurginé operacija. Kiekvienos grupés:

patelems iSpjaunamas kairysis gimdos ragas, supjaustomas smulkiais ploteliais;
kurie laisvai prisiuvami jvairiose vietose, gretimose mezenterinei kraujo srovei. Po
mazdaug 50 dieny nuo operacijos 1 grupés gyvuliukai gavo vandens
intraperitonines injekcijas 21 diena, tuo tarpu 2 grupés gyvuliukai gavo
intraperitonines F-III 1,0 mg kilogramui kiino masés injekcijas tokj pat laika. Po 21
dienos gydymo patelés numarinamos, endometriumo eksplantai ir antinkséiai
iSimami ir pasveriami. Eksplantai i$matuojami augimo jvertinimui. Stebimas
estrogeninis ciklas.

3 bandymas: endometriumo audiniy autografai naudojami endometriozés
indukavimui - Ziurkéms ir/arba triu§iams. Lytiskai subrendusioms pateléms
paSalinamos abi Kkiaudidés, estrogenas tiekiamas egzogeniSkai, tokiu bidu
uztikrinant pastovy tam tikra hormono lygj. 5-150 gyvuliuky j pilvo ertme

implantuojama endometriumo audinys, ir jvedama estrogeno eksplantuoty audiniy

L
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augimui skatinti. Gydymo tikslais kasdien 3-16 savaiéiy per skrandzio zondg
jvedama $io iSradimo junginio, po to implantai pasalinami ir vertinamas jy augimas
ar regresija. Numarinus, paimama likusi gimdos dalis endometriumo biklés
jvertinimui.

4 bandymas: moters endometriumo audiniai implantuoti | lytiSkai
subrendusiy kastruoty plikyjy peliy pateliy pilvo retmg. Estrogenas tiekiamas
egzogeniSkai eksplantuoty audiniy augimo skatinimui. Kai kuriais atvejais
endometriumo lastelés prie§ implantavima kultivuojamos in vitro. Gydymo tikslais
kasdien 3-16 savai¢iy per skrandZio zonda jvedama F-III, po to implantai
paSalinami ir vertinamas jy augimas ar regresija. Numarinus, paimama gimda
nepaliesto endometriumo biiklés jvertinimui.

5 bandymas: paimami moters endometriumo audiniy ir jie auginami 1z vitro
kaip pirminés netransformuotos kultiiros. Chirurginiai méginiai praleidZiami per
sterily sieta, arba, alternatyviai, pa$alinami aplinkiniai audiniai, kad gautume vieny
lasteliy suspensijg. Lasteles auginamos terpé€je, turinioje 10 % serumo. ir
antibiotiko. Nustatomas augimo greitis esant ir nesant estrogeno. Lastelés tiriamos
ju sugebejimo gaminti komplemento komponent¢ C3 pozZiiiriu ir pagal jy atsaka i
augimo faktoriy ir augimo hormona. In witro kultira jvertinama pagal jos
proliferacija paveikus progestinais, GuRH, F-III ir nesikliu. Steroidinio hormono
receptoriy kiekis jvertinamas kas savaite, siekiant nustatyti, ar §i svarbi lastelés

savybe iSlieka 7n vitro. Naudojami audiniai i§ 5-25 pacienty.

CNS susirgimai, jskaitant Alcheimerio liga

Estrogenai, tokie kaip 17B-estradiolis, reguliuoja geny transkripcija
susiriS3dami su estrogeno receptoriais (ER), kuriy yra tam tikry lasteliy populiacijy
citoplazmoje. ER ligandy aktyvavimas yra biitina komplekso branduoliy transporto
salyga, kur susiriSimas su 13 baziy pory pasikartojanéia DNR seka (atsako |
estrogeng elementas arba ERE) pradeda transkripcijos aparato sudaryma, kuris

baigiasi atitinkamy tikslo geny aktyvavimu. Nustatyti jvairis genai, kuriuos




10

15

20

LT 4789 B

reguliuoja estrogenas. Jy tarpe yra citoskeleto baltymai, neurotransmiteriy
biosintetiniai ir metaboliniai fermentai ir receptoriai, taip pat kiti hormonai ir
neuropeptidai. ERE buvo identifikuoti jvairiems nuo estrogeno priklausomiems
genams, jskaitant vitelogening, c-fos, prolakting ir liuteinizuojantj hormona.

ERE tipo sekos, reik§mingos centrinei nervy sistemai, buvo identifikuotos
p75ngr ir trkA, abiem atvejais veiké kaip signalinés neurotropiny molekulés: nervy
augimo faktoriaus (NGF), smegeny kilmés nervy augimo faktoriaus (BDNGF) ir
neurotropino-3. Postuluojama, kad saveika tarp neurotropiny ir estrogeny yra
svarbi bazaliniy priekiniy smegeny neurony (kurie degeneruoja esant Alcheimerio
ligai) iSsivystymui ir iSgyvenimui, taigi, klinikinés salygos, kuriose pasireiskia
estrogeno deficitas (kaip po menopauzes) gali prisidéti prie $iy neurony
praradimo.

Siekiant nustatyti panaSumus ir/arba skirtumus tarp F-III ir estrogeno

daromos jtakos geny ekspresijai jvairiose smegeny srityse, atliktas eksperimentas®

su Ziurkémis, kurioms paSalintos kiauSidés (paruo$tomis kaip apraSyta auk$Giaud™: =

Sefiy cavaidiy amziaus Ziurkéms kasdien jvedama estradiolio benzoato (0,03
mg/kg), F-III arba neSiklio (kontrolé¢) dozuota subkutaniné injekcija. Po penkiy:
savaiiy gydymo gyvuliukai numarinami, jy smegenys pasalinamos ir mikropjiivio:
pagalba atskiriamas hipokampas. Hipokampas i§ karto at$aldomas skystu azotu ir
laikomas -70 °C temperatiiroje. I3 atitinkamg gydyma turéjusiy ir kontroliniy
grupiy audiniy iSskiriama totaliné RNR, ir atlickama atvirkitiné transkripcija,
naudojant 3’ oligonukleotidinj praimerj, kuris yra parinktas specifinéms iRNR
(poly-A+) populiacijoms. Polimeraziné grandinés sintezé (PGS) vykdoma
misinyje, susidedanciame i$ atsitiktiniy 5’ oligonukleotidy (10 baziy pory ilgio; is
viso 150), reakcijos buferio, Taq polimerazés ir **PdTCP.

Po 40 amplifikacijos cikly reakcijos produktai isskirstomi pagal dydj 6 %
TBE-karbamido gelyje, iSdziovinami ir fotografuojami Rentgeno spinduliais. Gauti

gydymo grupiy iRNR vaizdai palyginami tarpusavyje.

2
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F-III naudojimas kartu su estrogenu

Moterims peri- ir postmenopauzinéje fazéje daZnai skiriama pakaitiné
hormony terapija (PHT) negatyviy pasekmiy, susijusiy endogeninio estrogeno
cirkuliacijos nutriikimu, pavyzdziui, kar§¢io bangy, pasalinimui. Ta¢iau PHT siejasi
su padidejusia kai kuriy vézio riisiy, jskaitant gimdos ir kriities vézj, rizika. F-III

gali biiti naudojamas kartu su PHT $ios rizikos panaikinimui.

F-11I naudojimas kartu su aromatazés inhibitoiumi

TeoriSkai moters postmenopauzéje kiausidés nefunkcionuoja. Jos organizme
vienintelis estrogeno S$altinis yra antinksély androgeny virtimas | estrogenus,
veikiant fermentui aromatazei, kuri randama periferiniuose audiniuose (jskaitant
riebalus, raumenis ir patj auglj). Tokiu biidu, vaistai, inhibuojantys aromataze
(aromatazés inhibitoriai) iSvalo moters postmenopauzéje organizma nuo
cirkuliuojantio estrogeno. Estrogeno paalinimas inhibuojant aromataze yra
reik$mingas gydymo pasirinkimas pacientéms su metastaziniu kriities véZiu. Gydant
aromatazes inhibitoriumi, cirkuliuojanéio estrogeno trilkumas gali salygoti
negatyvius nepageidautinus pasalinius efektus, pavyzdZiui, serumo lipidy lygj. F-III

galima naudoti $iy negatyviy efekty inhibavimui.

F-III naudojimas kartu su LHRH analogu

Pastovus LHRH (liutenizuojantj hormona atlaisvinantis hormonas) analogo
naudojimas inhibuoja estrogeno gamyba premenopauzéje esantios moters
organizme, desensibilizuodamas hipofizg, kuri tuomet nustoja  stimuliuoti
estrogeno ‘gamyba kiauSidése. Klinikinis efektas yra “farmaciné ovariektomija”,
kuri yra griztama nutraukus LHRH naudojima Gydant LHRH analogu,
cirkulivojan¢io estrogeno triikumas gali salygoti negatyvius nepageidautinus
pasalinius efektus, pavyzdziui, serumo lipidy lygj. F-III galima naudoti $iy

negatyviy efekty inhibavimui.
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Acetilcholino kiekio didinimas

Zinoma, kad pacienty, serganciy Alcheimerio liga, hipokampe yra Zymiai
maZesnis cholinerginiy neurony kiekis, lyginant su sveikais Zmonémis. Panasu, kad
progresuojantis $iy cholinerginiy neurony maZéjimas atspindi $iy pacienty
progresuojantj atminties ir paZinimo funkcijos praradima. Manoma, kad $iy
neurony kiekio mazéjimo viena i§ prieZas¢iy yra neurotransmiterio acetilcholino
kiekio arba funkcijos sumazéjimas.

Acetilcholino  kiekis neuronuose paprastai nustatomas pagal tai, kur
pasistimusi pusiausvyra tarp jo biosintezés ir biosuskaidymo. Fermentas cholino
acetiltransferazé (ChAT) tiesiogiai atsako uZ jo sintezg, o acetilcholinesterazé
(AChE) uZ suskilima.

Siekiant jvertinti F-III jtaka ChAT kiekiui, atliktas toks eksperimentas:
paruodus Ziurkes pagal auki$¢iau apralyta metodika, 40 Ziurkiy kasdien

subkutaninés injekcijos bidu arba per skrandZio zonda jvedama 3 mg/kg/per diend

F-III nesiklyje, turin¢iame 10 % ciklodekstrino, 0,03-0,3 mg/kg/per diena, arbd = -
nesiklio kaip kontrolés. Gyvuliukai veikiami 3-10 dieny. Kiekviename dozavimo®”

rezime buvo dvideSimt gyvuliuky . Tam tikrais laiko tarpais gyvuliukai numarinam{’
ir smegenys i$imamos. Hipokampas ir priekinés srities Zievé homogenizuojamaf
ChAT aktyvumas nustatomas pagal acetilcholino biosinteze radioaktyviy Zymiy
metodu. Si metodika apraSyta Schoepp et al, J. Neural Transmiss., 78:183-193,
1989, kuris ¢ia cituojamas.

Kaip ir buvo tikétasi, OVX gyvuliukuose ChAT kiekis yra sumaZintas >50 %
(p<0,001), lyginant su kontrole.

Kitame $io iSradimo jgyvendinime F-III naudojamas derinyje su AChE
inhibitoriumi. AChE inhibitoriaus naudojimas padidina acetilcholino kieki,

blokuodamas jo suskilima per AChE inhibicija.
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Geérybiné prostatos hiperplazija (BPH)

Rysys tarp estrogeno veikimo ir BPH bei prostatos karcinomos gydymo
bendrais bruoZais apraSytas PCT paraiskoje Nr. WO 98/07274, tarptautinés
publikacijos data 1998 spalio 15 d.

Toliau apradytuose eksperimentuose keliose Zmogaus prostatos vézio lasteliy
linijose jvertintas F-III sugebéjimas suristi estrogeno receptorius.

Zmogaus prostatos véZio lasteliy linijy LNCaP, DU-45 ir PC-3 lizatai
pagaminti TEG terpéje, susidedancioje i§ 50 nM TriseHCl pH 7,4, 1,5 mM
etilendiamino tetraacto rigsties (EDTA) 0,4 M KCl, 10 % glicerolio, 0,5 mM 2-ME
ir 10 mM natrio molibdato ir dar turincioje proteazés inhibitorius pepstating (1
mg/ml), leupepting (2 mg/ml), aprotining (5 mg/ml) ir fenilmetilsulfonilfluorida
(PMSF 0,1 mM) (TEGP).

Lasteliy lizatai nucentrifuguojami, nuosédos resuspenduojamos $altame
TEGP (1 ml TEGP/100 mg nuosédy) ir 30 sekundZziy veikiamos ultragarsu Branson
Model 450 ultragarso aparatu. Lizatai nusodinami centrifuguojant 10000xG greiciu
15 minuciy 4 °C temeperatiiroje, po to supernatantai atskiriami ir arba naudojami
iSkart, arba laikomi -70 °C temperatiiroje.

Konkurencinio suri§imo tyrimas: suri§imo buferis yra TEG, kuriame 0,4 M
KCI pakeistas 50 mM NaCl, ir { kurj dar pridéta 1 mg/ml ovalbumino (TEGO). F-
III praskiedziamas iki 20 nM TEGO, i kurio paruo$iamos triskartinio praskiedimo
serijos. Analizé atlickama apvaliadugnése polipropileno mikroplokitelés
duobutése, pakartojant tris kartus. I kiekviena duobute jpilama 35 ul tri¢iu
pakeisto 17B-estradiolio (0,5 nM, specifinis aktyvumas 60,1 Ci/mmol, DuPont-
New England Nuclear, Boston, MA) ir 35 pl konkuruojangio tiriamojo junginio
Salto tirpalo (0,1 nM - 5 mM) arba TEGO, ir po 5 min. inkubavimo 4 °C
temperatiroje purtant pridedama 70 ul MCF-7 lasteliy linijos lizato.

Plokstelés 24 val. inkubuojamos 4 °C temperatiiroje, po to | kiekvieng
duobuteg pridedama 70 pl dekstranu padengtos anglies (DCC) ir 4 °C

temperatiiroje energingai purtoma 8 minutes. Po to plokitelés 10 min.
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centrifuguojamos 1500xG grei¢iu 4 °C temperatiiroje. I§ kiekvienos duobutés
supernatantas surenkamas | polistireno mikroplokstelg scintiliacijos matavimams
Wallac Microbeta Model 1450 skaitikliu. Jvedus pataisa nuskaitymo efektyvumui
(35-40 %) ir fonui, radioaktyvumas iSreiSkiamas skilimais per minute (DPM).
Papildoma kontrolé yra visy impulsy skaicius ir visy impulsy + DCC skai&ius,
siekiant jvertinti apating DCC i§traukiamy impulsy riba. Siy konkuruojancio
suriimo tyrimy rezultatai iSreiskiami vidutiniu procentiniu suri§imu (suri§imo %

+/- standartiné paklaida, naudojant formule:

DPM tir.jung- ~ DPM visi imp. + DCC

suri$imo % = x 100

DPM be jokio tir.jung. - DPM visi imp. + DCC

il
LS

ke

Kriities véZio profilaktika e

Sis i§radimas taip pat susijgs su F-III skyrimu pacientams, turintiems de
nauovo kriities vézio issivystymo rizikos faktoriy. Cia vartojamas terminas de nuovo®
reiSkia normaliy krities Iasteliy transformacijos arba metamorfozés j véZines ar®
piktybines lasteles nebuvima. Tokia transformacija gali atsirasti pirminés ar-
dukterinés lastelés stadijoje evoliucinio proceso metu, arba gali biiti vienintelis
lemiamas jvykis. Sis de nuovo procesas skiriasi nuo jau transformuoty arba
supiktybéjusiy lasteliy metastazavimo, kolonizacijos ar paplitimo i§ pirminio auglio
vietos j naujas vietas.

Asmuo, neturintis konkretaus kriities véZio i$sivystymo rizikos faktoriaus, yra
toks, kuriam gali atsirasti de nuovo kriities véZys ir kuris neturi jokiy jrodymy ar
itarimo dél potencialios galimybés ligai atsirasti bei kuriam niekada nebuvo
diagnozuotas $is susirgimas. DidZiausias rizikos faktorius, jtakojantis kriities véZio

atsiradimui, yra asmeniné susirgimo §ia liga istorija arba ankstesnis $ios ligos
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pasirodymas, net jeigu liga yra remisijoje be jokiy jos buvimo jrodymy. Dar vienas
rizikos faktorius yra ligos buvimas giminéje.

Krities augliy sukélimas Ziurkéms, jvedant joms karcinogeninio N-itrozo-N-
metilkarbamido yra pladiai priimtas kriities véZio tyrimo gyvuliukuose modelis,
pripazintas tinkamu cheminiy profilaktikos agenty jtakos tyrimui.

Dviejuose atskiruose tyrimuose 55 dieny amZziaus Sprague-Dawley Ziurkés
gavo intavening (1 tyrimas) arba intraperitoning (2 tyrimas) 50 mg N-nitrozo-N-
metilkarbamido doz¢ kilogramui kiino masés savaitg prie$ paseriant ad /ibitum
maistu, | kurj primaiSyti jvairis kiekiai F-I, (Z)-2-[4-(1,2-difenil-1-butenil)fenoksi]-
N,N-dimetiletanamino bazés (tamoksifeno bazé) arba kontrolés.

1 tyrime maisto kiekis 60 mg/kg ir 20 mg/kg atitinka apytikriai palyginamas
dozes 3 ir 1 mg/kg kiino masés tiriamiems gyvuliukams.

2 tyrime maisto kiekis 20, 6, 2 mgkg ir 0,6 mg/kg atitinka apytikriai
palyginamas dozes 1, 0,3, 0,1 ir 0,03 mg/kg kiino masés tiriamiems gyvuliukams.

Ziurkés buvo stebimos dél toksiskumo paisreiSkimo ir karta per savaitg
sveriamos bei palpuojama laukiant auglio atsiradimo. Gyvuliukai numarinami po
trylikos savaiCiy (1 tyrimas) arba aStuoniolikos savaiCiy (2 tyrimas) , augliai

identifikuojami ir po autopsijos pasveriami.

Kompozicijos

Cia vartojamas biidvardZiu terminas “farmacinis” reiSkia, kad tai yra i§ esmés
nekenksminga recipientui-zinduoliui. “Farmaciné kompozicija” reiskia, kad
neikliai, skiedikliai, uzpildai ir aktyvus ingreedientas(ai) turi biiti suderinami su
kitais kompozicijos ingredientais ir nekenksmingi jos vartotojui.

Geriausia, kai F-III yra jjungiamas j kompozicija pries jvedima. Vaisto formos
parinkimas turéty biti nusprestas gydandio gydytojo, remiantis tais padiais

faktoriais, kaip ir apsprendZiant efektyvy kieki.
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Visi aktyviis ingredientai tokiose kompozicijose sudaro 0,01-99,9 %
kompozicijos masés. Geriausia, kai minétoje kompozicijoje yra ne daugiau kaip du
aktyvs ingredientai. Tai yra, teikiama pirmenybé sudaryti F-III kompozicija su
antru aktyviu ingredientu, parinktu i§ estrogeno, progestino, aromatazés
inhibitoriaus, LHRH analogo ir AChE inhibitoriaus. Geriausios kompozicijos yra
tos, kuriose F-III yra vienintelis aktyvus ingredientas.

Sio i$radimo farmacinés kompozicijos sudaromos pagal metodikas, Zinomas
Stoje srityje, naudojant gerai Zinomus ir lengvai prieinamus ingredientus.
Pavyzdziui, F-III, tiek vienas, tiek derinyje su estrogenu, progestinu, aromatazés
inhibitoriumi, LHRH analogu arba AChE inhibitoriumi, sudaro kompozicijas su
iprastais uZpildais, skiedikliais arba nesikliais kurios suformuojamos j tabletes;
kapsules, suspensijas, tirpalus, injekuojamus tirpalus, aerozolius, miltelius ir pan.

Sio iSradimo farmacinés kompozicijos parenteraliniam jvedimui susideda i¥

steriliy vandeniniy arba nevandeniniy tirppaly, dispersijy, suspensijy arba emulsijy’*

taip pat i§ steriliy milteliy, i§ kuriy prie§ pat vartojimg pagaminamas sterilu$®"

tirpalas arba suspensija. Tinkamy vandeniniy ir nevandeniniy nesikliy, skiedikliy’
tirpikliy arba riSikliy pavyzdZiai apima vandenj, fiziologinj druskos tirpala, etanolifg
poliolius (tokius kaip glicerolis, propilenglikolis, polietilenglikolis) ir pan., bei
tinkamus jy miSinius, augalinius aliejus (tokius kaip alyvy aliejus), ir injekuojamus
organinius esterius, tokius kaip etiloleatas. Tinkamas takumas palaikomas,
pavyzdziui, naudojant padengianéias medziagas, tokias kaip lecitinas, palaikant
tinkamg daleliy dydj dispersijy ir suspensijy atveju, ir naudojant paviriuje aktyvias
medziagas.

Parenterinés kompozicijos taip pat gali turéti pagalbiniy medZiagy, tokiu kaip
prezervantai, drékinimo agentai, emulsikliai ir disperguojantys agentai. Apsauga
nuo mikroorganizmy poveikio uztikrinama jvedant antibakteriniy ir prieigrybeliniy
agenty, pavyzdziui, parabeno, chlorbutanolio, fenolio, sorbo riigsties, ir pan. Taip
pat gali biti naudinga jterpti izotoninius agentus, tokius kaip cukrai, natrio

chloridas ir pan. IStgsta injekuojamy kompozicijy absorbcija gali biti igyvendinta

a1

o

e
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jjungiant agentus, kurie sulétina absorbcija, tokius kaip aliuminio monostearatas ir
Zelatina.

Kai kuriais atvejais, sickiant prailginti vaisto veikimg, yra naudinga sulétinti
vaisto, jvesto po oda ar j raumenis, absorbcija. Tai gali biiti jgyvendinta naudojant
kristalinés medzZiagos, maZai tirpstanios vandenyje, skysta suspensija arba
iStirpinant ar resuspenduojant vaistg aliejingame neSiklyje. Injekuojant vaisto
formos, pasizymincios Zemu tirpumu vandenyje, suspensijg po oda arba | raumenis,
vaisto absorbcijos greitis priklauso nuo tirpimo greicio.

Injekuojama F-III “depo” kompozicija padaroma jterpiant vaista |
biosuskaidomo polimero, tokio kaip polipieno riigstis, poliglikolio riigdtis, pieno ir
glikolio riigsties kopolimerai, medziagy, Zinomy $ioje srityje, poliortoesteriai ir
polianhidridai, mikrokapsules. Vaisto atpalaidavimo greitis gali biiti parenkamas
priklausomai nuo vaisto ir polimero santykio ir konkre¢iy naudojamy polimery
charakteristiky.

Injekuojamos kompozicijos sterilizuojamos, pavyzdziui, filtruojant per
bakterijas sulaikantj filtra, arba pasterizuojant komponentus prei§ jy sumaiSyma,
arba gamybos metu, arba prie§ pat jvedima (kaip, pavyzdziui, dviejy kamery
Svirksto pakuotéje).

Kietos dozavimo formos peroraliniam jvedimui apima kapsules, tabletes,
piliules, miltelius ir granules. Tokiose kietose dozavimo formose F-III sumaiSomas
su maziausiai vienu inertiSku farmaciniu nes$ikliu, tokiu kaip natrio citratas arba
dikalcio fosfatas ir/arba a) uZpildais, tokiais kaip krakmolai, cukrai, jskaitant
laktoze ir gliukozg, manitolj ir silicio rigstj, (b) riSikliais, tokiais kaip
karboksimetilceliuliozé ir kiti celiuliozés dariniai, alginatai, Zelatina,
polivinilpirolidonas, sacharozé ir gumiarabikas, (c) drékikliais, tokiais Kkaip
glicerolis, (d) dezintegruojanciais agentais, tokiais kaip agar-agaras, kalcio
karbonatas, natrio bikarbonatas, bulviy arba tapijokos krakmolas, algino ragstys,
silikatai ir natrio karbonatas, (¢) drékinandiais agentais, tokiais kaip glicerolis, (f)

tirpimg stbdanciais agentais, tokiais kaip parafinas, (g) absorbcijg spartinanciais
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agentais, tokiais kaip ketvirtiniai amonio junginiai, (h) drékinané¢iomis
medZiagomis, tokiomis kaip cetilo alkoholis ir glicerolio monostearatas, (i)
absorbentais, tokiais kaip kaolinas ir bentonitas ir (j) lubrikantais, tokiais kaip
talkas, kalcio stearatas, magnio stearatas, kieti polietilenglikoliai, natrio
laurilsulfatas, bei jy miSiniais. Kapsuliy, tableciy ir piliuliy atvejais dozuota forma
gali turéti buferiniy agenty

Panasaus tipo kietos kompozicijos taip pat gali uZpildyti minkita arba kieta
zelatining kapsulg, naudojant uZpildus, tokius kaip laktozé, o taip pat didelés
molekulinés masés polietilenglikoliai, ir pan.

Tokios kietos dozavimo formos kaip tabletés, draZetés, kapsulés, piliulés ir
granulés taip pat gali biyti pagamintos su dangomis arba apvalkalais, tokiais kaip
enteriné danga, arba kitomis farmaciniy kompozicijy sudarymo srityje gerai
zinomomis dangomis. Dangos gali savo sudétyje tiréti drumstikliy arba agenty?

atlaisvinan¢iy aktyvy ingredienta(us) tam tikroje virSkinamojo trakto dalyje, kaip,-

pavyzdZiui, riigStyje tirpios dangos, atlaisvinandios aktyvy ingredienta(usf

skrandyje, arba Sarminéje terpéje tirpios dangos, atlaisvinandios aktyvy®

ingredienta(us) Zarnyne. B

Aktyvus(is) ingredientas taip pat gali bati mikrokapsulése po sulétinto
atpalaidavimo danga, kai mikrokapsulé yra kapsulés vaisto formos piliulé.

Skystos F-III dozavimo formos peroraliniam vartojimui apima tirpalus,
emulsijas, suspensijas, sirupus ir eliksyrus. Be aktyviy ingredienty skysta
kompozicija gali taip pat apimti inertinius skiediklius, jprastus Sioje srityje, tokius
kaip vanduo arba kiti farmaciniai tirpikliai, tirpinanéiy agenty ir emulsikliy, tokiy
kaip etanolis, izopropanolis, etilkarbonatas, etilacetatas, benzilo alkoholis,
benzilbenzoatas, propilenglikolis, 1,3-butilenglikolis, dimetilformamidas, aliejai
(konkreciai, medvilnés, Zemés rieSuty, kukuriizy, gemaly, alyvy, ricinos ir sezamo
aliejai), glicerolis, tetrahidrofurfurilo alkoholis, polietilenglikoliai, sorbitolio

ricbaly rigsciy esteriai ir jy misiniai.
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Be inertiniy skiedikliy, skystos peroralinés kompozicijos gali apimti
pagalbines medzZiagas, tokias kaip drékinantys agentai, emulsikliai ir
suspenduojantys agentai, bei saldiklius ir kvapg bei skonj suteikiancias medziagas.

Skystos suspensijos be aktyvaus ingrediento(y) gali turéti savyje
suspenduojancius agentus, tokius kaip etoksilinti izostearilo alkoholiai,
polioksietileno sorbitolio ir sorbitano esteriai, mikrokristaliné celiuliozé, aliuminio
metahidroksidas, bentonitas, agaras ir tragakantas, bei jy miiniai.

Kompozicijos rektaliniam arba intravaginaliniam jvedimui gaminamos
sumaiSant F-III su tinkamais nedirginanciais uZpildais, tokiais kaip kakavos
sviestas, polietilenglikolis arba bet koks Zvakuciy vaskas, kuris yra kietas kambario
temperatiiroje, bet suskystéja kiino temperatiiroje ir todél issilydo tiesiojoje
Zarnoje arba makStyje, atlaisvindamas aktyvy komponentg(us). Junginiai
iStirpinami iSlydytame vaSke, suteikiamas norimas pavidalas ir leidZiama sukietéti,
sudarant iSbaigta Zvakuciy kompozicijg.

F-III taip pat gali biiti jvedamas liposomy pavidale. Kaip yra Zinoma $ioje
srityje, liposomos paprastai sudarytos i§ fosfolipidy ir kity lipidiniy medziagy.
Liposomy kompozicijas sudaro mono- arba multisluoksniai hidratuoti skysti
kristalai, kurie disperguojami vandeninéje terpéje. Liposomy suformavimui gali
biiti naudojami bet kurie netoksiski farmaciniai ir metabolizuojami lipidai. Sio
iSradimo kompozicijos liposomy pavidale be F-III gali turéti stabilizatoriy, uzpildy,
prezervanty ir pan. IS lipidy teikiama pirmenybé fosfolipidams ir

fosfatidilcholinams (lecitinams), tiek natiiralios kilmés, tiek sintetiniams.

1 kompozicija: Zelatininé kapsulé

Kiekis (mg/kapsulei)
F-1I1 0,1-1000
Krakmolas, NF 0-650
Krakmolo takis milteliai 0-650

Silikono skystis, 350 centistoksai 0-15
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Auksciau pateikta kompozicija gali keistis, atsizvelgiant j pateiktas pagrijstas
variacijas.

Tabletés kompozicija gaminama naudojant Zemiau i$vardintus ingredientus:

2 kompozicija: tabletés

Ingredientas Kiekis (mg/tabletei)
F-1I1 2,5-1000
Celiulioze, mikrokristaliné 200 - 650
Silicio dioksidas, i§garintas 10- 650
Stearato riigstis 5-15

Komponentai sumai§omi ir suspaudziami j tabletes.

3 kompozicija: tabletés, turin¢ios mazdaug 10 ir 50 mg, atitinkamai, F-III, gali bati® -

pagamintos taip: o
Ingredientas Kiekis Kiekis
(mg/tabletei) (mg/tabletei) -
F-1I1 11,3 56,5
Bevandene laktozé 176,8 128,2
Laktozé, dZiovinta purskiant 442 32,0
Povidonas 11,0 13,0
Polisorbatas 80 2,5 2,6
Krospovidonas (viduje) 6,25 6,24
Krospovidonas (iSoréje) 6,25 6,5
Magnio stearatas 1,5 1,7

Mikrokristaliné celiuliozé (iSoréje) 0,0 13,0
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Komponentai sumaiSomi ir suspaudziami | tabletes.

Alternatyviai, tabletes, turin¢ios kiekviena 2,5-1000 mg F-III , gaminamos taip:

4 kompozicija: tabletés

Ingredientas Kiekis (mg/tabletei)
F-111 25-1000
Krakmolas 45
Celiulioze, mikrokristaliné 35

Polivinilpirolidonas (10 % tirpalas

vandenyje) 4
Natrio karboksimetilceliuliozé 4,5
Magnio stearatas 0,5
Talkas 1

F-III, krakmolas ir celiuliozé praleidziami per 45 meSy (JAV) sietg ir
kruops$Ciai iSmaiSomi. Polivinilpirolidono tirpalas sumaiSomas su gautais milteliais,
kurie po to praleidziami per 14 meSy (JAV) sieta. Taip gautos granulés
dZiovinamos 50-60 °C temperatiiroje ir praleidZziamos per 18 mesy (JAV) sieta.
Karboksimetilnatrio krakmolas, magnio stearatas ir talkas pridedami j granules,
pries tai juos praleidus per 60 mesy (JAV) sietg, ir, sumaiSius, suspaudziama |

tabletes tableciy presavimo masina.

Suspensijos, turin€ios 0,1-1000 mg medikamento 5 ml dozéje, gaminamos taip:
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5 kompozicija: suspensijos

Ingredientas Kiekis (mg/S ml)
F-III 0,1-1000mg
Natrio karboksimetilceliuliozé 50 mg
Sirupas 1,25 mg
Benzenkarboksiriigsties tirpalas 0,10 ml
Kvapioji medziaga q.v.
DaZiklis q.v.
Valytas vanduo, iki Sml

Medikamentas praleidziamas per 45 me$y sieta (JAV) ir sumaiSomas su
natrio karboksimetilceliulioze ir sirupu, kad susidaryty tolydi pasta:
Benzenkarboksiriigities tirpalas, kvapioji medziaga ir daZiklis praskiedZiami tam
tikru vandens kiekiu ir pridedami maiSant. Tada pridedamas pakankamagm
reikalaujamam tiiriui gauti vandens kiekis. T :

Aerozolinis tirpalas, turintis $iuos ingredientus, gaminamas taip: a

6 kompozicija: aerozolis

Ingredientas Kiekis (masés %)
F-III 0,25
Etanolis 25,75
Disperguojanti medziaga-22 (chlordifluormetanas) 70,00

F-III sumaiSomas su etanoliu ir miinys pridedamas | dalj disperguojanéios
medziagos-22, atSaldomas iki 30 °C ir perneSamas | uZpildymo jrenginj. Po to
reikalingas kiekis supilamas | plieninj konteinerj ir praskiedZiamas likusiu

disperguojancios medziagos kiekiu. Po to prie konteinerio pritvirtinams voZtuvas.
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Zvakutés gaminamos taip:
7 kompozicija: Zvakutes
Ingredientas Kiekis (mg/zvakutei)
F-1II 250
Sociyjy riebaly riigiciy gliceridai 2000

F-III praleidZziamas per 60 meSy sieta (JAV) ir suspenduojamas sociyjy
riebaly rugdciy gliceriduose, kurie prie§ tai atsargiai iSlydomi. Tada miSinys
iSpilamas j 2 g talpos liejimo formg ir at§aldomas.

Intraveniné kompozicija gaminama taip:

8 kompozicija: intraveninis tirpalas

Ingredientas Kiekis
F-II1 25 mg
Izotoninis tirpalas 1000 ml

Auk$ciau iSvardinty ingredienty tirpalas intraveniniu biidu jvedamas

pacientui mazdaug 1 ml per minutg greiciu.

9 kompozicija: derinio kapsulé I

Ingredientas Kiekis (mg/kapsulei)
F-1I1 50
Premarinas 1
Avicel pH 101 50

Krakmolas 1500 117,50




39

LT 4789 B

Silikoniné¢ alyva 2

Tween 80 0,50
Cab-O-Sil 0,25

10 kompozicija: derinio kapsulé II

Ingredientas Kiekis (mg/kapsulet)

F-III 50
Noretilnodrelis 5

Avicel pH 101 82,50
Krakmolas pH 101 90
Silikoniné alyva 2

Tween 80 0,50

11 kompozicija: derinio tableté

Ingredientas Kiekis (mg/tabletei)

F-III 50
Premarinas 1
Kukuriizy krakmolas, NF 50
Povidonas K29-32 6

Avicel pH 101 41,50

Avicel pH 102 136,50
Krospovidonas XL10 2,50
Magnio stearatas 0,50

Cab-O-Sil 0,50
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Dozavimas

Pagal §j iSradimg specifinés jvedamo F-III dozés nustatomos pagal konkrecias
aplinkybes kiekvienoje situacijoje. Sios aplinkybés apima jvedimo biida, ankstesne
recipiento gydymo istorija, patologing buklg ar simptoma, kurig gydome, gydomos
buklées/simptomo rimtumga ir recipiento amZiy bei Iytj.

Efektyvi minimali F-III dienos dozé paprastai yra maZzdaug 1, 5, 10, 15 arba
20 mg. Tipiniu atveju maksimali efektyvi dozé yra mazdaug 800, 100, 60, 50, ar 40
mg. TipisSkiausiu atveju dozé svyruoja 15-60 mg ribose. Sutinkamai su standartine
medicinos srityje “dozés titravimo” recipientui praktika gali biiti nustatyta tiksli
dozeé; ty., pradzZioje paskyrus maza junginio doze, dozé palaipsniui didinama, kol
pasiekiamas norimas terapinis efektas.

Nors auk3¢iau aptartos terapijos deriniais atveju gali reikéti doze titruoti,
tipiSkos kity aktyviy ingredienty, iSskyrus F-III, dozés yra tokios: etinilestrogeno
(0,01-0,03 mg/per diena), mestranolio (0,05-0,15 mg/dieng), konjuguoty
estrogeniniy hormony (pavyzdZiui., Premarin®, Wyeth-Ayerst; 0,3-2,5 mg/per
dieng) medroksiprogesterono (2,5-10 mg/per diena), noretilnodrelio (1,0-10,0
mg/per dieng), nonetindrono (0,5-2,0 mg/per dieng), aminoglutemido (250-1250
mg/per diena, geriausia po 250 mg keturis kartus per dieng), anastrazolo (1-5
mg/per diena, geriausia 1 mg viena karta per dieng), letrozolo (2,5-10 mg/per
dieng, geriausia 2,5 mg viena karta per diena), formestano (250-1250 mg/per
savaite, geriausia po 250 mg dukart per savaite, eksemestano (25-100 mg/per diena,
geriausia 25 mg viena karta per dieng), goserlino (3-15 mg per tris ménesius,
geriausia 3,6-7,2 mg kartg per tris ménesius) ir leuprolido (3-15 mg/per ménes;,

geriausia 3,75-7,5 mg karta per ménesj).

Ivedimo biidas

F-III gali bdti jvedamas jvairiais bidais, jskaitant peroralinj, rektalinj,
transderminj, subkutaninj, intraveninj, j raumenis ir intranazalinj. Kiekvieno

agento estrogeno arba progestino pagrindu jvedimo biidas priklauso nuo to, kas
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Zinoma Sioje srityje. F-III, tiek vienas ar derinyje su estrogenu, progestinu arba
AChE inhibitoriumi, paprastai skiriamas jprastinés kompozicijos pavidale.

Sio iSradimo farmacinés kompozicijos gali biti jvedamos Zmonéms ir kitiems
Zinduoliams (pavyzdzZiui , Sunims, katéms, arkliams, kiauléms ir pan.) peroraliniu,
rektaliniu, intravaginaliniu, parenteraliniu, vietiniu bidu, per burng arba po
lieZuviu, arba per nosj. Terminas “parenteralinis jvedimas” reidkia jvedimo biida,
apimant] injekcijas arba infuzijas i veng, i raumenis, | pilva, | kriitinkaulj, po oda,

intraartikuliniu (j sanario vidy) bidu.

Ivedimo pobiidis ir trukmé

Daugeliu Sio iSradimo biidy F-III jvedamas pastoviai, nuo 1 iki 3 karty per
dieng, arba tokiu dazniu, kokio reikia jvesti recipientui efektyvy F-III kiekj. Cikliné
terapija gali biiti ypa¢ naudinga gydant endometrioz¢ arba gali biiti naudojama®™

Umiu skausmo priepuolio atveju. Restenozés atveju gydymas gali biiti apribotas<

bl

trumpais intervalais (1-6 mén.) po kity medicininiy procediry, tokiy kaip*

-

angioplastija.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Kristalinis 6-hidroksi-3-(4-[2-(piperidin-1-il)etoksi]fenoksi)-2-(4-
metoksifenil)-benzo[b]tiofeno hidrochlorido hidratas (F-III), turintis Rentgeno
spinduliuotes difrakcijos spektra, gauta 25+2 °C temperatiiroje ir esant 35+10 %
santykiniam drégnumui su vario spinduliuotés $altiniu, kuris susideda i§ tokiy
maksimumy: 4,6 £0,2,7,8£0,2, 9,3+£0,2,14,0+0,2,17,6 £0,2, 20,8+ 0,2ir 24,3 =
0,2°, esant 20.

2. Farmaciné kompozicija, besiskirianti tuo, kad susideda i§
kristalinio junginio pagal 1 punkts, vieno arba daugiau farmaciniy nesikliu,
skiedikliy arba uZzpildy ir, pasirinktinai, estrogeno, pasirinktinai, progestino,
pasirinktinai, aromatazés inhibitoriaus, pasirinktinai, LHRH analogo ir

pasirinktinai, acetilcholino esterazés (AChE) inhibitoriaus.

3. Farmaciné kompozicija pagal 2 punktg, besiskirianti tuo, kad
susideda i$ kristalinio junginio pagal 1 punkts, vieno arba daugiau farmaciniy

nesikliy, skiedikliy arba uZpildy ir estrogeno.

4. Farmaciné kompozicija pagal 3 punkta, besiskirianti tuo, kad

estrogenas yra Premarin®.

5. Farmaciné kompozicija pagal 2 punkta, besiskirianti tuo, kad
susideda i kristalinio junginio pagal 1 punkta, vieno arba daugiau farmaciniy

nesikliy, skiedikliy arba uzpildy ir progestino.
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6. Farmaciné kompozicija pagal 5 punkta, besiskirianti tuo, kad
progestinas yra parinktas i§ grupés, susidedanéios i§ noretilnodrelio ir

noretindrono.

7. Farmaciné kompozicija pagal 2 punkta, besiskirianti tuo, kad
susideda 1§ kristalinio junginio pagal 1 punkta, vieno arba daugiau farmaciniy

nesikliy, skiedikliy arba uZpildy ir AChE inhibitoriaus.
8. Farmaciné kompozicija pagal 7 punkta, besiskirianti tuo, kad
AChE inhibitorius yra parinktas i§ grupés, susidedangios i$ fizostigmino salicilato,

takrino hidrochlorido ir donepezilo hidrochlorido.

9. Farmaciné kompozicija pagal 2 punkta, besiskirianti tuo, kad

susideda i3 kristalinio junginio pagal 1 punkta, vieno arba daugiau farmacinig

nesikliy, skiedikliy arba uzpildy, estrogeno ir progestino. e

10. Junginio pagal 1 punkta gavimo biidas, besiskiriantis tuo, kad
susideda i§  6-hidroksi-3-(4-[2-(piperidin-1-il)etoksi]fenoksi)-2-(4-metoksifenil):

benzo[b]tiofeno hidrochlorido iskristalinimo i§ izopropanolio ir vandens misinio.

11. Budas pagal 10 punkta, besiskiriantis tuo, kad vandens santykis su

1zopropanoliu (t/t) yra 1-9 : 1.

12. Budas pagal 11 punktg,besiskiriantis tuo, kad santykis yra 2,5-5,6

13. Budas pagal 12 punkta, besiskiriantis tuo, kad santykis yra 3-5,6 :

N

wie

v

W
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14. Junginys pagal 1 punkta, skirtas patologinés biiklés, parinktos i grupés,
susidedantios i§ gimdos fibrozés, endometriozés, aortos lygiyjy raumeny Igsteliy
proliferacijos, restenozés, kriities véZzio, gimdos véZio, prostatos véZio, gerybinés
prostatos hiperplazijos, kauly iSret€jimo, osteoporozes, Sirdies ir kraujagysliy

susirgimo, hiperlipidemijos, CNS susirgimo ir Alcheimerio ligos, inhibavimui.

15. Junginys pagal 10 punkta, skirtas kriities véZio inhibavimui.

16. Junginys pagal 11 punkta, besiskirianti tuo, kad inhibavimo
pobiidis yra profilaktinis.

17. Junginys pagal 10 punkta, skirtas kiausidZiy véZio inhibavimui.

18. Junginys pagal 10 punkta, skirtas gimdos gleivinés véZzio inhibavimui.

19. Junginys pagal 1 punkta, skirtas cholinacetiltransferazés (ChAT)

sureguliavimui Zinduoliuose.

16. Junginio pagal 1 punkta gavimo biidas, besiskiriantis tuo, kad susideda
i3 6-hidroksi-3-(4-[2-(piperidin-1-il)etoksi|fenoksi)-2-(4-metoksifenil )benzo[b]tio-

feno hidrochlorido iskristalinimo i$ tetrahidrofurano.
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