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Antikonvulsivni derivaty vhodné pro 1ééeni amyotrofické
lateradlni sklerozy

Dosavadni stav techniky

Sloudeniny vzorce I:

x\ CH,0SO,NHR;

\
Rz

Rs

isou strukturnd nové slouéeniny s antiepileptickymi
uc¢inky, které pri pokusech na zvitatech maji vysoce
antikonvulsivni G&inky (Maryanoff B.E., Nortey S.0., Gardocki
J.F., Shank R.P., a Dodgson S.P., J.Med.Chem. 30, 880-887,
1987; Maryanoff B.E., Costanzo M.J., Shank R.P., Schupsky
J.J., Ortegon M.E., a Vaught J.L., Bioorganic & Medicinal
Chemistry Letters 3, 2653-2656, 1993, McComsey D.F. a
Maryanoff B.E., J.Org.Chem., 1955). Tyto slouédeniny jsou
zahrnuty v US patentu ¢. 4,513,006. Jedna z téchto sloudenin,
amidosiran 2,3:4,5-bis-0O-(1-methylethyliden)-pB-D-
—-fruktopyranosy je znadma jako topiramat, ktery se v klinickych
zkouskach ukazal jako u¢inny pri adjuvantni terapii
epilepsie &lovéka, nebo v monoterapii pri 1é&eni jednoduchého
nebo komplexu parcidlnich zachvatt a sekundarné
generalizovanych zéchvat& (Faught E., Wilder B.J., Ramsay
R.E., Reife R.A, Kramer L.D., Pledger G.W., Karim R.M. a sp.,
Epilepsia 36 (S4) 33, 1995; Sachdeo S.K., Sachdeo R.C., Reife
R.A, Lim P. a Pledger G., Epilepsia 36 (S4) 33, 1995), a je v
bézné distribuci pro 1é¢&eni jednoduchého nebo komplexu
parciadlnich epileptickych zéthata spoleéné nebo bez




sekundarnich generalizovanych zachvatt, ve Velké Britanii,
Finsku, Spojenych statech americkych a ve Svédsku a v mnoha
zemich svéta jsou podany prihlasky pro schvaleni jeho

reguladnimi orgény.

V prvnich studiich bylo zjisténo, Ze sloudeniny vzorce I
vykazuji antikonvulsivni aktivitu v klasickém maximalnim
elektro%okovém zachvatovém (MES) testu na mysich (Shank R.P.,
Gardocki J.F., Vaqut J.L., Davis C.B., Schupsky J.J.,

Raffa R.B., Dodgson S.J., Nortey S.0., Maryanoff B.E.,
' 450-460, 1994). V naslednych studiich bylo

zjisténo, Ze sloudeniny vzorce I jsou také vysoce G¢inné pti

[

Epilepsia

MES testu na kryséach. V poslednich letech se zjistilo, Ze
topiramat u&inné omezuje zachvaty u nékolika modeld epilepsie
na hlodavcich (Nakamura J., Tamura S., Kanda T., Ishii A.,
Ishihara K., Serikava T., Yamada J., a Sasa M.,
Eur.J.Pharmacol., 254 83-89, 1994), a na modelu vyvolané
epilepsie (Wauquier A. a Zhou S., Epilepsy Res.,24, 73-77,
1966)) .

V souéasnych preklinickych studiich s topiramatem
byly nalezeny dosud neodhalené farmakologické vlastnosti, z
kterych vyplynulo, Ze topifamat by mé&l byt a&inny pti 1éc&enti
nékteych dalsich neurologickych chorob. Jednou z nich je
amyotroficka laterdlni skelroza (ALS).

Podstata vynidlezu

Bylo zjisténo, Ze sloudeniny nasledujiciho vzorce I: -

X\ CH,0SO,NHR;
Rs 4
Rz

Ra R3




ve kterém X znamend O nebo CH2, a Ri, Rz, R3, Rs a Rs
isou definovany niZe, jsou vhodné pro lé&eni akutni
amyotrofické lateralni sklerozy (ALS).

Podrobny popis vyhodnych provedeni

Amidosirany podle vynadlezu maji nédsledujici vzorec (I):

X CHpOSONHR1

ve kterém
X znamenid CH2 nebo kyslik;
R1 znamena vodik nebo alkylovou skupinu; a

R2, R3, R4 a Rs nezavisle znamenaji vodik nebo nizsi
alkoxyskupinu, a jestliZze X znamend kyslik, mohou R2 a R3
a/nebo R4 a Rs spolednd znamenat methylendioxyskupinu

nasledujiciho vzorce (II): Re
0—
\ 7
//C
Ry \O—

ve kterém

R¢e a R7 maji stejny nebo rdzny vyznam a znamenaji vodik,
nizsi alkylovou skupinu nebo znamenaji alkylové skupiny, které
se spoji a vytvori cyklopentylovy nebo cyklohexylovy kruh.

R1 zejména znamenad vodik nebo alkylovou skupinu o 1 a2
¢tyfech atomech uhliku, jako je methylova, ethylova a




isopropylovad skupina. Alkylova skupina v tomto popisu zahrnuje
alkylovy fetézec s pfrimym a rozvétvenym rfetézcem. Alkylové
skupiny v substituentech R2, R3, R4, Rs, Re a R7 maji okolo 1
aZ 3 atomt uhliku a zahrnuji methylovou, ethylovou,

isopropylovou a propylovou skupinu.

Zv143tni skupina sloudenin vzorce (I) je skupina, ve
které X znamend kyslik a oba Rz a R3, a Rs a Rs spoledné
znamenaji methylendioxyskupiny vzorce (II) ve kterych Re a Ry
oba znamenaji vodik, oba znamenaji alkylové skupiny, nebo se
spoji za vzniku spiro~-cyklopentylového nebo cyklohexylového
kruhu, zejména kdyZ Re¢e a Ry oba znamenaji alkylové skupiny
jako jsou methylové skupiny. Druhou skupinou sloué&enin
jsou slouc¢eniny, ve kterych X znamen4 CH2 a R4 a Rs se spoji
za vzniku benzenového kruhu. Treti skupinou slouéenin vzorce
(I) jsou sloucéeniny, ve kterych Rz a R3 znamenaji vodik.

Slougeniny vzorce I lze pripravovat nasledujicimi zpusoby.

(a) Reakci alkoholu vzorce RCH20H s chloramidosiranem
vzorce C1SO2NH2 nebo C1SO2NHR1, v pritomnosti baze jako je
a-butoxid draselny nebo hydrid sodny, pri teploté asi -20 ©0C
a?z +250C a v rozpoudtédle jako je toluen, THF nebo
dimethylformamid, kde R znamena skupinu nasledujiciho vzorce
(IT1):

(b) Reakci alkoholu vzorce RCH20H se sulfurylchloridem
vzorce S02Cl2 v pfitomnosti baze jako je triethylamin nebo
pyridin, pfi teploté —-40 OC az 25 OC v rozpoustédle jako je
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diethylether nebo methylenchlorid za tvorby chlorsulfatu
vzorce RCH20S02C1.

Chlorsulfat vzorce RCH20S02C1 se pak miZe nechat
reagovat s aminem vzorce RiNH2 pri teploté asi 40 °C az 25 0C
v rozpoudtédle jako je methylenchlorid nebo acetonitril za
tvorby slouéeniny vzorce (I). Reakéni podminky pro zpasob (b)
jsou také popsany v praci Tsuchiya T. a sp., Tet.Letters,
¢.36, str.3365 az 3368 (1978).

(c) Reakci chlorsulfatu RCH20S02C1 s azidem kovu jako je
azid sodny, v rozpouitédle jako je methylenchlorid nebo
acetonitril, za tvorby azidosulfatu vzorce RCH20S0:N;3
zpusobem popsanym v praci Hedayatullah M., Tet.Lett.,
str.2455-2458 (1975). Tento azidosulfat se pak redukuje na
slou¢eninu vzorce (I), ve které Ri znamend vodik, katalytickou
hydrogenaci napfiklad s pouZitim vzacného kovu a Hy nebo

zahrivanim s kovovou médi v rozpoudtédle jako je methanol.

Vychozi sloZky vzorce RCH20H 1ze ziskat komeré&nim
zptisobem a nebo zpisoby znadmymi v oboru. Napriklad vychozi
slozky vzorce RCH20H, kde oba Rz a R3, a R4 a Rs maji stejny
vyznam podle vzorce (II) lze ziskat zptsobem uvedenym v préaci
Brady R.F., Carbohydrate Research, Vol.14, str.35 az 40 (1970)
nebo reakci trimethylsilylenoletheru ketonu nebo aldehydu
ReCOR7 s fruktosou pri teploté asi 25 OC v rozpoustédle jako,
je halogenouhlovodik, napriklad methylenchlorid, v pfitohﬁﬁsti
protické kyseliny jako je kyselina chlorovodikov4a, nebo
Lewisovy kyseliny jako je chlorid zineénaty. Reakce pomoci
trimethylsilylenoletheru je popsan4d v praci Larson G.L. a sp.,
J.Org.Chem., Vol1.38, ¢.22, str.3935 (1973).

Dale, karboxylové kyseliny a aldehydy vzorce RCOOH a RCHO




lze redukovat na sloudeniny vzorce RCH20H standardnimi
redukénimi zpusoby, napriklad reakci s
lithiumaluminiumhydridem, hydrogenboritanem sodnym nebo
komplexem boran-THF v inertnim organickém rozpoudtédle jako
je diglym, THF nebo toluen, pri teploté od asi 00C do 100 ©C
zptisobem jaky je uveden napriklad v praci House H.O, "Modern
Synthetic Reactions", 2.vydani, str.45 az 144 (1972).

Sloudeniny vzorce I 1lze také pripravit zptsobem uvedenym
v US patentu ¢&.4,513,006, ktery je v&lenén do tohoto textu

odkazem.

Sloudeniny vzorce 1 zahrnuji rGzné jednotlivé isomery a
rovnéZ jejich racematy, napriklad spojeni v polohadch alfa a
beta, t.j. polohy substituentt R2, R3i, R4, a Rs nad nebo pod
rovinou nékresu na 6-&lenném kruhu.Vyhodné& jsou atomy kysliku
methylendioxyskupiny (II) pripojeny ke stejné strang

6—-&lenného kruhu.

Aktivita sloudenin vzorce I pri 1é&eni amyotrofické
lateralni sklerozy byla zjisdténa na zaklade studii
indikujicich ze topiramat vykazuje antagonisticky uc¢inek na
AMPA/kainatovy subtyp receptortt glutamatu (The R.W.Johnson
Pharmaceutical Research Institute, International Research
Report, Document ID Accession No. AS5S00,960; J.W.Gibbs III,
S.Sombati, R.J.Delorenzo a D.A.Coulter, Epilepsia 37, v tisku,
1996), a na zakladé, Ze ALS je chronické neurodegenerativni
onemocnéni, ve kterém je zhorsenid regulace glutamatu (J.D.
Rothstein, M. Van Kammen, A.I.Levey, L.J.Martin a R.W.Kunci,
Annals Neurology 38, 73-84). Glutamat je vyuzivan v CNS jako
hlavni excita&ni neurotransmiter. Tato jeho funkce je
zprostfedkovana fyziologickym procesem, pri kterych jsou
molekuly glutamatu ukl4adény ve vezikulech v synaptickych
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nervovych zakonéenich. Tyto molekuly se uvolni do synaptické
$térbiny pri depolarizaci synaptické membrany akénim
potecidlem, nadeZ aktivuji specifické receptory v
postsynaptické membrané cilovych neurond. Potom jsou tyto
molekuly vyjmuty ze synaptické $térbiny proteinovymi
"prenadedi” v membrané synaptického zakonéeni presynaptického
neuronu a v glidlnich bunkach (astrocytech). Pfi ALS se
aktivita té&chto trasportnich proteind zd4 byt abnormalné nizka,
coZ maZe vyvolat abnorm&lni zvyseni koncentrace glutamatu v
synaptické sté&rbin&. Ta zase muZe vyvolat nadmérnou aktivaci
receptort glutamatu, kterd, je—1i dost vysoka miZe pasobit
zadnik nervovych bunék (J.D.Rothstein, Pathogenesis and Therapy
of Amyotrophic Lateral Sclerosis, vyd. G.Serratrice a
T.Munsat, Advances in Neurology, 68, 7-20, Lippocott-Raven
Publishers, Philadelphia, 1995).

Ve studiich bylo zji%téno, Ze topiramat antagonizuje
aktivitu neurond vyvolanou kainatem, analogem glutamatu, ktery
selektivns aktivuje né&které subtypy receptord glutamatu
(J.W.Gibbs IIT, S.Sombat{, J.R.Delorenzo, a D.A.Coulter,
Epilepsia 37, v tisku, 1996; The R.W.Johnson Pharmaceutical
Research Institute, International Research Reports, Document
ID Accession Numbers AS500,960 a 398533:1). V téchto studiich
se primarni kultury obohacené neurony pochazejicimi z hippo-
kampu fetadlnich krys nechaji rast in vitro 14 az 21 dni za
podminek umoZnujicich dosaZeni vysoké hustoty a vyvoje mnoha
synaptickych kontaktt. Ke studiu elektrickych vlastnosti
neurondlnich membran se pouZivaji postupy "patch-clamp" s
celymi perforovanymi bunkami. Prfi tomto zpisobu se elektricky
kontakt mezi indikaé¢ni elektrodou a vnitrobun&é&nou tekutinou
docili s pouZitim amfotericinu B k tvorbé p6ri v bunééné
membrané. To umoZiiuje presné zméreni potenciidlu na membransg

nebo prichodu proudu membranou. Kainat, topiramat a dalgi




testované slouceniny se aplikuji na neurony mikronastfikem

s pouzitim teflonové vicedavkovaci pipety s regulaci _
koncentrace. Topiramat (rozpudtény v DMSO na IM koncentraci se
pak ted{ médiem pro inkubaci neuront) se aplikuje v
koncentracich 0,01, 0,1, 1, 10 nebo 100 a kainat se aplikuje v
koncentracich 0,1 nebo 1 mM.

V podateéni sérii pokust byl antagonisticky ué&inek
topiramatu na kainatem vyvolané proudy stanoven v zavislosti
na mebranovém potencialu. Prfi pokusech, ve kterych kainatem
indukované membranové proudy byly zaznamendvany pri
svorkovych napétich -60 mV a2 + 60 mV a pri 20 mV
prirastcich, bylo zjidténo, Ze velikost antagonistického
uéinku se sniZuje s depolarizaci membrany. Proto byla G&innost
topiramatu na membrianové potencidly nejvyssi v blizkosti
klidového stéadia.

Casovy pribéh antagonistického G&inku topiramatu byl
hodnocen v druhé sérii pokusd. Impulsy kainatem se v médiu
realizovaly po dobu 3 sekund v | minutovych intervalech, a
jakmile do3lo k ustaleni zadkladni hladiny kainatem
vyvolavanych proudt byl konstantnim zpusobem aplikovan
topiramat po dobu v rozmezi od nékolika minut do 20 minut.
Béhem jedné minuty po aplikaci topiramatu bylo zretelné
¢asteéné zablokovani kainatem vyvolaného proudu, ale pri
saturaénich koncentracich byl kainatem vyvolany proud sniZen
jen o 20 aZ o 40 %. Tento efekt lze snadno obratit
odstranénim topiramatu (jeho vymytim) bé&hem 5 minut. Nicméné
pri konstantni aplikaci topiramatu po dobu vice neZ 10 minut,
antagonisticky uéinek na kainatem vyvolané proudy v buné&&né
membrané vyznamné stoupid, a pri odstranéni topiramatu
zistavaji kainatem vyvolané proudy potladené. Pro obé faze
blokujiciho Géinku topiramatu byly zjistény krivky
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koncentrace~odezva. Koncentrace pro kaZdou fazi odpovidajici
hodnoté ECso je asi | mikromolarni. Nicméné koncentrace
potfebnad pro maximalni odezvu je pro prvni fazi asi 0,1 mM (I
faze bloku) ale pouze asi 0,010 mM pro druhou fazi (II faze
bloku).

Vzhledem k presvéd&ivému dukazu, zZe funkeéni stav
glutamatovych receptord je 84steénéd regulovan proteinkinasami
a fosfatasami (L.Y.Wang, F.A.Taverna, ¥X.P.Huang, J.F.MacDonald
a D.R.Hampson, Science, 259, 1173-1175, 1993), maZe byt II
faze blokujiciho G&inku vysvé&tlena defosforylaci kainatem
aktivovanych receptorti. Na zakladé dukazu, %2e cAMP-zAavisla
proteinkinasa (PKA) moduluje kainatem aktivované receptory
(L.Y.Wang, F.A.Taverna, X.P.Huang, J.F.MacDonald, a .
D.R.Hampson, Science 259, 1173-1175, 1993) byla provedena
série pokusa pro stanoveni zda dibutyrylcyklicky AMP by mohi
obnovit excitadni aktivitu kainatu nésledné po topiramatem
vyvolaném bloku II faze; t.j. zpusobit aby "irreverzibilni”
uéinek se zménil na reverzibilni. Tyto pokusy objasnily, Ze
dibutyrylcyklicky AMP &4ste&nd nebo Uplnd obnovuje kainatem
vyvolany proud. V dalsi sérii pokust byl nespecificky
inhibitor fosfatasy, kyselina okadaov4, aplikovan v 1
mikromolarni koncentraci pred a bé&hem aplikace topiramatu ke
zjisténi, zda inhibice defosforylace kainatem aktivovanych
receptort by mohla zabranit II fazi blokujiciho aéinku
topiramatu. Kyselina okadaovd m4 jen maly vliv na kainatem
vyvolany proud pred aplikaci topiramatu, a neovliviuje prvotni
antagonisticky uéinek topiramatu (I féze bloku); nicméné
jak se predpokladalo, do3lo k zabranéni II faze bloku. Tyto
vysledky ukazuji, Z%e topiramat pfimo nebo neprimo inhibuje
schopnost proteinkinasy (PKA) fosforylovat
kainatem-aktivovatelné receptory, které se tak casem stavaji

receptory v defosforylovaném stavu, ve kterém nejsou




senzibilizovatelné (nelze je aktivovat).

Bez ohledu na mechanismus, jakym topiramat antagonizuje
G¢inek kainatu na receptory glutamatu, tento antagonisticky
u¢inek bude omezovat stupen aktivace receptoru. V
patologickych situacich, pfi kterych se vyskytuji nadmérné
aktivace receptora glutamatu, jaké se vyskytuji pri ALS,
sniZzeni aktivace receptord glutamatu vyvolané lé&ivem rovnéy

sniZ{ podéet zaniklych nervovych bunék.

Fro l1é&eni amyotrofické lateralni sklerozy (ALS), se
sloudenina vzorce (I) miZe aplikovat v denni davce v rozmezi
asi 100 aZ? 800 mg, podavané obvykle u pramérného dospé&lého
¢lovéka ve dvou rozdélenych davkach. Jednotkova davka obsahuje
asi 25 a? 200 mg aktivni sloZky.

Pri pripravé farmaceutickych pripravkd podle vynadlezu se
jedna nebo vice amidosiranovych sloudenin vzorce (I) dukladné
promisi s farmaceutickym nosidem obvyklymi farmaceutickymi
zpisoby miseni, kde nosié¢ miZe mit rdzny charakter v
z4dvislosti na lékové formé poZadované pro podavani, napriklad
pro poddni or&lni, formou &ipkt, nebo parenterdlni. Pzri
pripravé pripravkt v ordlni davkové formé& lze pouzit jakékoliv
obvyklé farmaceutické médium. U tekutych oradlnich ptipravkuy,
jako jsou napriklad suspenze, tinktury a roztoky, vhodné
noside a prisady zahrnuji vodu, glykoly, oleje, alkoholy,
latky ovliviaujici chut a vani, konzervadni prostredky, barviva
a podobné; u pevnych oradlnich pripravka, jako jsou napriklad
prédsky, tobolky a tablety, vhodné noside a prisady zahrnuji
$kroby, cukry, redidla, granulaéni prostrfedky, kluzné 1latky,
pojiva, prostrfedky ovlivaujici rozpadavost a podobné. Z davodu
snadného podavani jsou nejvyhodnéjsi oralni jednodavkovou
formou tablety a tobolky, ve kterych se pochopitelné pouZivaji
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pevné farmaceutické nosice. Je-1i to Zadouci, mohou byt
tablety potazeny cukernym nebo enterosolventnim potahem
obvyklymi zplisoby. Cipky se pfipravuji s pouzZitim kakaového
masla jako noside. U parenteralnich pripravkd je nosicdem
obvykle sterilni voda, ag&koliv tyto pripravky mohou také
obsahovat dalgi ptisady, napriklad prostfedky podporujici
rozpustnost nebo konzervaé&ni prostredky. Také je mozné
pripravit injekéni suspenze, a to s pomoci vhodnych

tekutych nosi&a, suspendaé&nich prostredkt a podobns.

Obvykle je topiramat pro oralni podani dostupny v

tabletach kruhového tvaru obsahujicich 25 mg, 100 mg nebo 200
mg G¢inné slozky. Tableta obsahuje nédsledujici pomocné slozky:
hydrat laktosy, pregelatinizovany skrob, mikrokrystalickou
celulosu, sodnou sl glykolatu skrobu, stearan hofeé&naty,
pre¢isténou vodu. karnaubsky vosk, hydroxypropylmethyl-
celulosu, oxid titanicity, polyethylenglykol, synteticky oxid
Zeleza, a polysorbat 80.

Tyto farmaceutické pripravky obsahuji v davkové jednotce,
napriklad v tablets, tobolce, praiku pro injekci, &ajové
12i¢ce, ¢ipku a podobné od asi 50 do asi 200 mg uginné slozky.
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PATENTOVE NAROKY

1. Pouziti sulfamdtovych sloucenin obecného

vzorce I X
\ CH>0S0O,NHR,
Rs { (1)
R
kde 2
R4 Rs

X predstavuje skupinu CH, nebo atom kysliku;
Ry predstavuje atom vodiku nebo alkylskupinu; a

R,, R3, Ry, Ry pfedstavuje nezavisle vidy atom vodiku nebo
nizsi alkylskupinu, pri¢emZ kdyz X je skupina CH,, R,
a Rg mohou predstavovat alkenové skupiny, které
jsou spolu spojeny za vzniku benzenového kruhu
a kdyz X je atom kysliku, R, a R3; a/nebo R; a Rg
mohou spolecné predstavovat methylendioxyskupinu

obecného vzorce II:
R O —
‘\Ca” (II)
kde // \\
Rg a Ry Jjsou stejné nebo odlisné a kazdy predstavuje atom
vodiku nebo niz$i alkylskupinu nebo Rg a Ry pred-

stavuji alkylskupiny, které jsou spolu spojeny za
vzniku cyklopentylového nebo cyklohexylového kruhu;

pro vyrobu léc¢iva pro lécéeni amyotrofické laterédlni

sklerézy.

2. PouZiti podle naroku 1, kde sulfamdtovou

sloudeninou obecného vzorce I je topiramat.
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