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(57) 1. Способ увеличения костной массы
у человека или лечения заболеваний кос-
ти путем введения фактора роста кости в
комбинации с ингибитором резорбции кос-

ти, о т л и ч а ю щ и й с я тем, что
вводят эффективное количество паращи-
товидного гормона и ралоксифена.

2. Способ по п. 1, о т л и ч а ю -
щ и й с я тем, что паращитовидный
гормон и ралоксифен вводят одновре-
менно.

3. Способ по п. 1, о т л и ч а ю -
щ и й с я тем, что паращитовидный
гормон и ралоксифен вводят последова-
тельно.

4. Фармацевтический состав для уве-
личения костной массы v человека или
лечения заболеваний кости, представляю-
щий собой комбинацию фактора роста
кости и ингибитора резорбции кости, о т-
л и ч а ю щ и й с я тем, что он содержит
паращитовидный гормон и ралоксифен, и
их молярное соотношение составляет от
10:1 до 1:10.

Настоящее изобретение относится к
применению паращитовидного гормона
(РТН) для увеличения массы кости, когда
его используют с ралоксифеном. Резуль-
татом такого терапевтического комбини-
рованного лечения является достижение
повышенной скорости образования кости
и увеличение массы кости.

Известен патент США № 5118667
(Адаме и другие), в котором раскрыто
применение фактора роста кости в ком-
бинации с ингибиторами резорбции кос-
ти, причем их используют одновременно в

одном составе либо последовательно, для
стимулирования образования кости.

Словик и другие (в журнале "Боун энд
Мин. Роз., 1:377-381, 1986) сообщают о
том, что стимулирование роста кости дос-
тигается за счет применения паращито-
видного гормона (РТН).

Ралоксифен описан в патенте США
№ 4418068. В заявке США № 07/920933,
поданной 28 июля 1992 года (Х-7947),
которая указана здесь для справки, опи-
сано, что ралоксифен можно применять
для предупреждения или исключения по-
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о
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терь в кости. Ралоксифен имеет следую-
щую структурную формулу:

О
OCH2CH2-N

Настоящее изобретение относится к
in vivo комбинированной терапии для уве-
личения костной массы за счет введения
ралоксифена и паращитовидного гормо-
на. Эта комбинация обеспечивает более
эффективную терапию для исключения по-
терь костной ткани и замены кости, чем
когда эти компоненты применяют в от-
дельности.

Настоящее изобретение касается спо-
соба увеличения костной массы у субъек-
та путем ввода ему паращитовидного гор-
мона и ралоксифена.

Предметом изобретения является так-
же способ лечения заболевания кости у
субъекта путем введения паращитовидно-
го гормона и ралоксифена.

Также, изобретение касается состава
паращитовидного гормона ралоксифена
для увеличения костной массы у субъек-
та.

Еще одним предметом изобретения яв-
ляется состав из паращитовидного гормо-
на и ралоксифена для лечения поврежде-
ния кости у субъекта.

Что касается ралоксифена, то понят-
но, что'он включает в себя соли и соль-
ваты. Когда упоминают паращитовидный
гормон, то подразумевают, что он вклю-
чает в себя не только весь человеческий
гормон, но также те его части, которые
содержат долю гормона, ответственную
за стимулирование роста кости, напри-
мер, РТН 1-34 и его аналоги, в которых
порядок чередования аминокислот слегка
изменен, однако свойства стимулирова-
ния роста кости все же сохраняются, нап-
ример, PTH-RP.

Термин "ингибирование резорбции
кости" означает предотвращение потерь
костной ткани, особенно ингибирование
удаления имеющейся кости или из мине-
ральной фазы и/или из органической мат-
ричной фазы через прямое или косвен-

ное изменение образования остекоклас-
та или метаболизма. Итак, термин "инги-
битор резорбции кости", как его приме-
няют здесь, означает вещества, которые

5 препятствуют потерям костной ткани за
счет прямого или косвенного изменения
образования остеокласта или метаболиз-
ма.

Термин "остеогенноэффективное ко-
10 личество" означает то количество, кото-

рое влияет на образование и дифферен-
цирацию костной ткани.

Термин "доза,, эффективная для обра-
зования костной ткани" также означает

15 "фармацевтически эффективную дозу".
Термин "субъект", как он, применяется

здесь, означает позвоночное животное,
например, млекопитающее или птицу, ко-
торое нуждается в лечении или замене

20 кости. Такая необходимость возникает ло-
кально в случае повреждения, несраще-
ния, дефекта кости, вживления протеза и
т п. Такая необходимость также возни-
кает в случае систематической боли в

25 костях как, например, при рыхлости и
пористости костей, остеоартржах, болез-
ни Пагета, размягчения костей, при умень-
шении содержания солей в костях, опу-
холях по типу клеток костного мозга и

30 других формах рака, а также в случае
потери костной массы, связанной с воз-
растом.

Термин "лечение" как он применяет-
ся здесь, означает (1) обеспечение субъ-

35 екта некоторым количеством лекарства,
которое достаточно, чтобы действовать
профилактически для устранения разви-
тия ослабленного и/или нездорового сос-
тояния; или (2) обеспечения субъекта дос-

40 таточным количеством лекарства, чтобы
уменьшить или устранить болезненное
состояние и/или симптомы болезненно-
го, ослабленного и/или нездорового сос-
тояния

45 Ралоксифен можно получить извест-
ными способами, например, теми, кото-
рые подробно описаны в патенте США №
4418068 Паращитовидный гормон можно
получить известными способами синтети-

50 ческим путем или путем рекомбинации.
Паращитовидный гормон, РТН-1-34 мож-
но купить у фирмы Bachem of Torrener,
Калифорния.

Лекарства, которые препятствуют за-
55 болеванию кости, восстанавливают кост-

ную ткань и/или увеличивают массу кост-
ной ткани, можно испытать на крысах с
удаленными яичниками Эта модель ис-
пытания на животном хорошо известна
(например, статью Вронского и другие



5 26580

1985 г. в "Calcif Tissue Int. 37:324-328;
статью Киммела и другие 1990 г. "Calcif
Tissue Int.", 46: 101-110; и статью Дурб-
риджа и другие 1990 г. "Calcif Tissue lnt."f

47: 383-387; которые указаны для справ-
ки. Вронский и другие описывают "Calcif
Tissue Int.", 1985, 43, с. 179-183) ассо-
циацию потерь костной ткани у крыс с
удаленными яичниками. Как и другие опи-
сывают использование молодых крыс для
исследования ("Эндокринология", 1988, т.
122, С. 2899-2904).

Паращитовидный гормон и ралокси-
фен можно применять последовательно,
совместно или одновременно в одном сос-
таве. Если его назначают для последова-
тельного применения, то период между
вводом паращитовидного гормона и ра-
локсифена будет обычно составлять от
одной недели до одного года, а опти-
мально от одной недели до шести меся-
цев. В предпочтительном варианте ра-
локсифен будут вводить пациенту, после
приема паращитовидного гормона с ра-
локсифеном или без него, после прекра-
щения приема паращитовидного гормо-
на.

Фармацевтические составы в соот-
ветствии с изобретением, которые вклю-
чают в себя паращитовидный гормон и/или
ралоксифен, будут обычно включать в се-
бя эффективное количество для образо-
вания кости фактора роста или стимули-
рования роста костной ткани дополнитель-
но к фармацевтически приемлемому инерт-
ному наполнителю. Соответствующие
инертные наполнители включают в себя
большинство носителей для приема ле-
карства, одобренных для парзнтерально-
го применения, включая воду, соленый
раствор, раствор Рингера, раствор Хэнка
и растворы глюкозы, лактозы, декстрозы,
этанола, глицерола, альбумина и т.п. Эти
составы могут включать в себя стабили-
заторы, антиоксиданты, проти вомикробные
вещества, противокоагулирующие средст-
ва, буферные агенты, поверхностно-актив-
ные вещества и другие вспомогательные
добавки. Паращитовидный гормон и/или
ралоксифен можно также вводить в нон-
тофорезном пластыре. Детальное обсуж-
дение соответствующих носителей для
парэнтерального применения лекарства
можно найти у Е.У. Мартина в "Реминг-
тон'з Фармацевтикэл Сайнсез" (Мак Паб.
Ко., разделы в последнем издании, отно-
сящиеся к носителям восприемлющего
средства и к составам, указаны здесь для
справки). Такие составы в общем извест-
ны специалистам в данной области меди-

цины и их вводят постоянно для система-
тического лечения.

Если комбинацию вводят в виде одно-
го состава, то молярное отношение пара-

5 щитовидного гормона к ралоксифену бу-
дет составлять примерно от 10:1 до 1:10,
предпочтительно от 5:1 до 1:5, а опти-
мально 1:1. Также, если ее вводят в виде
одного состава, то она может состоять из

10 отдельных компонентов состава, либо ком-
поненты могут быть сопряжены друг с
другом.

Необходимая точная дозировка будет
зависеть от возраста, размера тела, сос-

15 тояния субъекта, характера и сложности
заболевания, требующего лечения и т.п.,
таким образом нельзя заранее опреде-
лить точное эффективное количество, ко-"
торое будет устанавливаться теми, что бу-

20 дет оказывать медицинскую помощь. Од-
нако соответствующее количество можно
определить экспериментальным путем на
моделях животных. В общих чертах,
эффективная доза паращитовидного гор-

25 мона для систематического лечения бу-
дет составлять от примерно 0,001 мил-
лиграмм на кг до примерно 10 мг/кг мас-
сы тела в день. Эффективная доза ралок-
сифена примерно от 0,001 мг/кг до 10

30 мг/кг массы тела в день.
Способы и составы в соответствии с

изобретением можно использовать для ле-
чения переломов костей, дефектов и та-
ких расстройств, которые обычно возни-

35 кают в ослабленных костях, например, при
* рыхлости или пористости костей, остеоарт-

ритах, болезни Пагета, уменьшении коли-
чества солей в костях, остеомалацию, по-
терях костной ткани в результате образо*

40 вания опухоли по типу клеток костного
мозга и других формах рака, при заболе-
вании кости в результате побочных эффек-
тов другого лечения (например, стерои-
ды) и потерь костной массы, связанных с

45 возрастом пациента.
В соответствии с одним способом при-

менения паращитовидный гормон и ра-
локсифен можно вводить систематически
внутрь и/или парэнтерально, включая под-

50 кожные или внутривенные инъекции и/или
через нос.

В соответствии с другим способом
применения паращитовидный гормон мож-
но вводить локально в определенном мес- *

55 те, где требуется рост или исправление
кости, с одновременным вводом ралокси-
фена в этом месте или вводом ралокси-
фена в отдельном носителе, причем его
можно вводить локально с применением
паращитовидного гормона в отдельном но-
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сителе. Таким образом паращитовидный
гормон и/или ралоксифен можно вводить
непосредственно на участке, требующем
лечения, например, путем инъекции или
хирургической имплантации. Соответствую-
щие носители включают в себя гидроге-
ли, управляемые или ручные устройства
для инъекции (например, шприцы Alzef®),
полимолочная кислота и коллагеновые
матрицы. В настоящее время предпочти-
тельными носителями являются те, кото-
рые состоят из порошкообразных мине-
ральных компонентов фосфата кальция,
содержащих ателопептидный коллаген,
например, комбинации гомологического
или ксенографического фибриллярного
ателопептидного коллагена (например,
имплантат из коллагена Lyderm®, постав-
ляемый фирмой Коллаген Корпорейшн, Па-
ло Алто, Калифорния) с оксиапатиттри-
кальцийфосфатом (НА-ТСР, поставляется
фирмой Zimmer, Inc., Варшава).

Зубные и ортопедические протезы
можно покрыть паращитовидным гормо-
ном в комбинации с ралоксифеном для
повышения прочности крепления проте-
за к кости. Либо паращитовидный гор-
мон можно использовать для покрытия
имплантата, при этом ралоксифен мож-
но вводить одновременно или последо-
вательно в отдельном носителе и наобо-
рот.

В общих чертах, имплантируемые уст-
ройства можно покрыть паращитовидным
гормоном и/или ралоксифеном следую-
щим образом.

Паращитовидный гормон (и ралокси-
фен, если это потребуется) растворяют
при концентрации в пределах от 0,01 мг/мл
до 200 мг/мл в фосфатном буферном
солевом растворе (PBS), содержащем 2
мг/мл сывороточного альбумина. Порис-
тый кон*ец имплантата окунают в раствор
и сушат на воздухе (или лиофилизируют)
или сразу вживляют на месте кости. Ес-
ли это требуется, то вязкость покровного
раствора можно увеличить путем добавки
гиалуроната при окончательной концент-
рации 0,1 мг/мл - 100 мг/мл или добав-
ки других фармацевтически приемлемых
восприемлющих средств. Либо раствор,
содержащий паращитовидный гормон (и
ралоксифен, если это требуется) смеши-
вают с коллагеновым гелем или челове-
ческим коллагеном (например, коллаге-
новый имплантат Lyderim® фирмы Колла-
ген Корп., Пало Алто, Калифорния)
до конечной концентрации коллагена
2 мг/мл - 100 мг/мл для образования
пасты или геля, который затем исполь-

зуют для покрытия пористого конца имп-
лантируемого устройства. Имплантируе-
мое устройство с покрытием помещают
на месте кости сразу, или его сначала

5 сушат на воздухе и повторно гидрати-
руют фосфатным буферным солевым
раствором до его имплантирования для
максимизации образования новой кости
в имплантате, при этом уменьшая врос-

10 тание мягкой ткани в имплантат.
Крысам возрастом 4 недели, у кото-

рых удалили яичники (OVX), вводили спе-
циальное воспринимающее средство (V)
или человеческий паращитовидный гор-

15 мон, hPTH 1-34(Р) в количестве 8 мг/
100 г в день отдельно или э комбинации
с ралоксифеном (R) в количестве 0,3 мг/
/100 г в день следующим образом: восп-
ринимающее средство (V) вводили в тече-

20 ние 24 дней; раклоксифен (R) - 24 дня;
паращитовидный гормон (Р) - 24 дня; па-
ращитовидный гормон и ралоксифен (Р и
R) - 24 дня; паращитовидный гормон (Р)
- в течение 12 дней, затем вводили восп-

25 ринимающее средство (V) в течение 12
дней; паращитовидный гормон - 12 дней;
ралоксифен - 12 дней; воспринимающее
средство - 12 дней; ралоксифен - 12
дней. Нэ 24-ый день крыс умертвили, а

30 кровь, бедренные кости, поясничные поз-
вонки и почки собрали. Массу кости из-
мерили в значении содержания кальция
(Са) и сухого веса (DW) дистальных отде-
лов бедренных костей; позвонки обрабо-

35 тали для гистоморфометрии.
Когда окончательная масса тела

крыс с удаленными яичниками, которым
вводили ралоксифен, была меньше мас-
сы тела крыс с удаленными яичниками

40 (OVX) или у нетронутых крыс, данные *
откорректировали на 100 г массы тола.
Содержание кальция и сухой вес в дис-
тальных отделах бедренных костей
уменьшились на 15% у крыс OVX в срав-

45 нении с "контрольными" крысами (Sham).
Масса кости увеличивалась примерно на
25% при введении ралоксифена в тече-
ние 24 дней и примерно на 42% при
введении паращитовидного гормона в те-

50 чение 24 дней. Анаболический эффект
паращитовидного гормона исчез после
его удаления (ведение паращитовидного
гормона (Р) в теченив 12 дней и восп-
ринимающего средства (среда для ле-

55 карства (V) в течение 12 дней). Ралок-
сифен имел дополнительный эффект,
когда его вводили одновременно с па-
ращитовидным гормоном (увеличение на
65% в сравнении с контрольной группой
OVX). Длина бедренной кости, содержа-
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ниє кальция в сыворотке и почках были
одинаковыми между всеми группами
(табл. 1).

Данные были выражены, как среднее
значение ± sem для групп из 8 крыс.
Было отмечено значительное различие,
Р < 0,05, а в сравнении с группой крыс
Sham, которым вводили среду для ле-
карства (носитель), & - в сравнении с
группой крыс, которым вводили паращи-
товидный гормон и ралоксифен, с в срав-
нении с группой крыс OVX, которым вво-
дили ралоксифен (12+12 дней).

У крыс возрастом 4 недели, у которых
были удалены яичники и которых умерт-
вили примерно после 10 недель, прирост
в весе был больше, чем у крыс одного
возраста без удаления яичников. Паращи-
товидный гормон не изменяет этот при-
рост в весе. Ралоксифен препятствует уве-
личению массы тела, связанного с удале-
нием яичников, в присутствии или отсутст-

вии паращитовидного гормона. Крысы, ко-
торым вводили ралоксифен в течение 12
дней и затем среду для лекарства еще в
течение 12 дней, покачали меньше при-

5 рост в весе, чем контрольные крысы груп-
пы OVX, однако прирост в весе был боль-
ше, чем у крыс, которым продолжали вво-
дить ралоксифен. Отсутствие эффекта на
длину бедренной кости (табл. 2), которая

10 является мерилом увеличения длины кос-
ти, означает, что изменения в массе тела
не показывают изменения в росте ног
(крысы становятся более тощими).

Общая масса кости равна сумме ком-
пактного и губчастого вещества кости
(табл. 3).

Таким образом, лечение крыс, у кото-
рых удалили яичники, паращитовидным
гормоном, приводит к повышенному обра-
зованию кости. Однако образование кос-
ти значительно ускорилось за счет однов-
ременного ввода ралоксифена.

Т а б л и ц а 1

Группа крыс

Группа крыс

Sham

(контрольные

или здоровые)

Группа крыс

OVX(c

удаленными

яичниками)

OVX

OVX

OVX

OVX

OVX

OVX

Вводимая

среда, 12 дней

Среда для

лекарства

(носитель)

Среда для

лекарства

Паращитовид-

ный гормон

Ралоксифен

Паращитовид-

ный гормон и

ралоксифен

Паращитовид-

ный гормон

Паращитовид-

ный гормон

Ралоксифен

Вводимая

среда, 12 дней

Среда для

лекарства

Среда для

лекарства

Паращитовид-

ный гормон

Ралоксифен

Паращитовид-

ный гормон и

ралоксифен

Среда для

лекарства

Ралоксифен

Среда для

лекарства

Окончательная

масса тела

201 ±4

241±5а

241±4ас

189±5Ь

190±4Ь

245±4а

2О8±2Ьс

208*6Ьс

Длина

бедренной

кости

28,6±0,4

26,8±0,3

29,8±0,2

28,5±0,2

28,8±0,2

29,Є*О,3

30,0*1,2

2ЯО±О,3

>
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Т а б л и ц а 2
Масса кости, выраженная в значении сухого веса дистальных

отделов бедренных костей

Крысы

1. Sham
(контрольные
крысы)
2. OVX (с
удаленными
яичниками)
3. OVX
4. OVX

5. OVX

6. OVX

7. OVX

8. OVX

Вводимая среда

1-12
Среда для
лекарства (V)
Среда для
лекарства (V)

Ралоксифен (R)
Паращитовидный
гормон(Р)
Паращитовидный
гормон и
ралоксифен

1-12

Паращитовидный
гормон (Р)
Паращитовидный
гормон(Р)
Среда для
лекарства (V)

Вводимая среда

13-24
Среда для
лекарства (V)
Среда для
лекарства (V)

Ралоксифен (R)
Паращитовидный
гормон (Р)
Паращитовидный
гормон и
ралоксифен

13-24

Среда для
лекарства (V)
Ралоксифен (R)

Ралоксифен (R)

Общий сухой вес
кости на 100 г

массы тела

18,5±0,5ab

15,8±0,5abcd

19,7±0,5ab
22,4±0,4ab

2б,1±0,9а

16,7±Q,3abc

17,8±0,4abcd

16,8±0,4abc

П р и м е ч а н и е . Р < 0,05, a - в сравнении с паращитовидным гормоном;
b - в сравнении с паращитовидным гормоном и ралоксифеном;
с - в сравнении с ралоксифеном;
d - в сравнении с OVX (с крысами, у которых удалены яичники).

Сухой вес Са равен общей массе костной ткани в дистальных отделах бедренных
костей.

Процент увеличения между средствами:

1.
2.
3.
4.
5.
6.
7.
8.

-3%

3%
3 1 %
25%
6%
7%
-3%

-3%

0%
4 1 %
29%
7%
-3%
• 1 %
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Т а б л и ц а 3
Масса дистальных отделов бедренных костей

Вещество

Группа крыс Sham (контрольных)
Среда для лекарства (V)
Паращитовидный гормон (Р)
Ралоксифен (R)
Паращитовидный гормон и
ралоксифен
Паращитовидный гормон и среда
для лекарства
Паращитовидный гормон и
ралоксифен
Ралоксифен и среда для
лекарства

Губчатое вещество

Са

5,2±0,2
4,7+0.3
9,3±0.5а
5.6+0.4

7,6+О.бЬ

5,6±0,1

5,2±0.3

4,3+1,0

сухой вес (DW)

9,7±0,3
8,5+0,5
16,5+0,8
9,7±0,5

13,4+1,06

10,8±0,4

9,1 ±0,6

8,6+0,5

Компактное
вещество

сухой вес (DW)

27.4+0,6
29.9+1,0

37,7+1,5»
27,5+0.9

36,1 + 1.46

30,2±1,2

28,0+0,7

26,3+1,1

П р и м е ч а н и е . Р < 0,05; a, b в сравнении со всеми другими группами.
Показывает увеличение внутреннего диаметра как трубчастого вещества, так и компакт-
ного вещества.
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