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Farmaceuticky prostiedek

Oblast techniky

Vynalez set tykéa pouziti adatanserinu a jeho farmakologicky pfijatelnych soli pro vyrobu farma-
ceutického prostiedku pro 1é¢eni akutnich neurodegenerativnich poruch.

Dosavadni stav techniky

Glutamat je pfevazujici nervovy ptenase¢ v centralnim nervovém systému a hraje diilezitou Glohu
pfi Cinnosti tohoto systému. PFili§ vysoké extracelularni koncentrace glutamétu byly spojovany
s riznymi patofyziologickymi postupy, zejména s akutnimi neurodegenerativnimi poruchami,
jako je mrtvice, prechodné zachvaty ischemie a dal$i poruchy mozku a michy, zejména vSak jde
o chronické neurodegenerativni poruchy, jako jsou epilepsie, Alzheimerova nemoc, amyotroficka
lateralni skleréza, Huntingtonova nemoc, Parkinsonova nemoc, demence pfi AIDS a onemocnéni
sitnice, tyto vztahy jsou popsany zejména v publikacich Holt, W. F. a dalsi, Glutamate in Health
and Disease: The Role of Inhibitors. In: Neuroprotection in CNS Diseases. Bar, p.R. a Beal.
M. F., ed., Marcel Dekker, Inc., New York 1997, s. 87-199, Engelsen, B. A. a dalsi, Alterations
in Excitatory Amino Acid Transmitters in Human Neurological Disease nad Neuropathology. In:
Neurotoxicity of Excitatory Amino Acids. Guidotti, A., ed., Raven Press Ltd., New York 1990, s.
311-332, Ince, P.G. a dalsi, The Role of Excitotoxicity in Neurological Disease. Res. Contemp.
Pharmacother. 1997, 8, 195-212, Meldrum, B.S. The Glutamate Synapse as a Therapeutical
Target: Perspective for the Future. Prog. Brain. Res. 1998, 441—458. Slouéeniny, které vyvolavaji
inhibici uvolfiovani glutamatu, by s nejvétsi pravdépodobnosti mély byt vhodné pro léceni chro-
nickych onemocnéni, u nichZ glutamat hraje lohu, zejména v pfipadech chronickych neurodege-
nerativnich onemocnéni, Alzheimerovy choroby, Huntingtonovy choroby, Parkinsonovy choro-
by, amyotrofické lateralni skler6zy, epilepsie, schizofrenie, demence pfi AIDS a u onemocnéni
sitnice.

Slouceniny, které vyvolavaji inhibici nebo snizuji uvoliiovani glutamatu, jsou také potencialnimi
neuroprotektivnimi latkami pro lé¢eni ischemie, vyvolané mrtvici, pfechodnym zachvatem ische-
mie nebo poranénim michy nebo mozku podle publikaci Koroshetz, W.J. a Moskowitz, M.A.,
Emerging Treatment for Stroke in Humans. Trends in Pharmacol. Sci. 1996, 17, 227-233, Dunn,
C.D. R. Stroke: Trends, Treatments and Markets. Scrip Reports, PJB Publications, Richmond
1995.

Ischemie miiZe také vniknout pti chirurgickém zakroku tam, kde je nezbytné na ur¢itou dobu pri-
tok krve pferusit, napfiklad v pfipad€ ukladani srde¢niho by—passu vzhledem k vysledné anoxii
a hypoglykemii podle publikaci Arrowsmith, J. E. a dal§i, Neuroprotection of the Brain During
Cardiopulmonary Bypass. A Randomized Trial of Remacemide During Coronary Artery Bypass
in 171 Patients, Stroke 1998, 29, 2357-2362, a literarni citace, uvedené v této publikaci. Slouce-
niny, které vyvolavaji inhibici nebo snizuji mnozstvi uvolnéného glutamatu, je mozno pokladat
za neuroprotektivni a antiischemické za uvedenych podminek.

Bylo prokazano, Ze pfili§ vysoké koncentrace glutamatu se vyskytuji také u chronickych neuro-
patickych stavii nebo u pretrvavajicich bolestivych stavi, jako jsou fibromyalgie, postherpetické
neuralgie, reflexni sympatetické dystrofie a diabetické periferni neuropatie, jak je popsano ve
svrchu uvedené publikaci Meldrum B.S.

Receptory serotoninu 5-HT}4 jsou uloZeny v oblastech mozku, které jsou vysoce citlivé na ische-
mii, jako je hippocampus a mozkova kiira. Aktivace tohoto postupu receptorii ma za nasledek
hyperpolarizaci neurontl a soucasnou inhibici jejich aktivity, jak je popsano v publikaci De Vry,
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J. 5-HT, Agonists: Recent Developments and Controevrsial Issues, Psychopharmacology, 1995,
121, 1-26.

Bylo prokazano, Ze latky s agonistickym a aste¢né agonistickym uc¢inkem na receptory 5—-HT14
jsou schopné sniZit uvoliiovani glutamatu, nepravdépodobnéji pfes aktivaci receptorit 5-HT4 na
glutamatergnich zakondenich podle publikace Matsuyama S. a dalsi, Regulation of Glutamate
Release via NMDA a 5-HT;, Receptors in Guinea Pig Dentate Gyrus. Brain Res. 1996, 728,
175-180. Négkteré latky s agonistickym a &aste€né agonistickym ucinek na receptory 5-HTi
maji in vivo neuroprotektivni vlastnosti podle publikace De Vry J. a dalsi, BAY x 3702, Drugs of
the Future 1997, 22, 341-349 a podle citaci, uvedenych v této publikaci a maji nejriizné&jsi ucinky
na preZivani nervovych bunék podle Bode—Greuel, K.M. a dalsi Serotonin (5-HT;A) Receptor
Agonists as Neuroprotective Agents in Cerebral Ischemia. In: Pharmacology of Cerebral Ische-
mia 1990, Krieglstein, J. a Oberpichler, H., ed., Wissenschaftliche Verlagsgesellschaft mgH,
Stuttgart (1990), s. 485-491.

Bylo prokazano, ze nékteré latky, antagonizujici receptory S—HT, serotoninu maji také neuropro-
tektivni a¢innost. Jde napiiklad o (S)-emopamil podle publikace Lin., B.W. a dalsi, (S)-Emopa-
mil Protects against Global Ischemic Brain Injury in Rats. Stroke 1990, 21, 1734-1739.
Nakayauma, H. a dal$i (S)-Emopamil, a Novel Calcium Channel Brocker and Serotonin S2
Antagonist, Markedly reduces Infarct Size Following Middle Cerebral Artery Occlusion in the
Rat. Neurology 1989, 38, 1667-1673 a naftidrofuryl podle publikace Krieglstein, J. a dalsi, Nafti-
drofuryl Protects Neurons Against Ischemic Damage. Eur. Neurology, 1989, 29, 224-228, Fuji-
kura, H. a dal$i, A Serotonin S2 Antagonist, Naftidrofuryl, Exhibited a Protective Effect on
Ischemic Neuronal Damage in the Gerbil. Brain Res. 1989, 494-387-390, tyto latky maji neuro-
protektivni G¢innost na zivo¢isném modelu mozkové ischemie.

Podle patentového spisu DE 4 138 758 se popisuji nékteré latky, antagonizujici receptory
SHTI1A, jako derivaty aminomethylchromanu, které podporuji neuroprotektivni uc€innost latek,
antagonizujicich receptory 5—HT,, jako ketanserinu, ritanserinu a dalsich 4—fluorfenylovych deri-
vati podle publikace Bode—Greuel, K., Kombination mit Neuroprotektiver Wirkung. DE
4 138 756, 27. kvétna 1993.

Sou€asnym podanim iprapironu, slouceniny s 5S-HT1A agonistickym ucinkem a ketanserinu,
slou¢eniny s 5-HT?2 antagonistickym u¢inkem je mozZno dosahnout vys§iho neuroprotektivniho
Gcinku na zivocisném modelu ischemie neZ pti pouziti uvedenych latek jednotlivé podle publika-
ce Bode—Greuel, K.M. a dalsi, Serotonin 5-HT;, Receptor Agonists as Neuroprotective Agents
in Cerebral Ischemia. In: Pharmacology of Cerebral Ischemie 1990, Krieglstein. J. a Oberpichler,
H., ed., Wissenschaftliche Verlagsgesellschaft mgH, Stuttgart 1990, s. 485-491.

Neuroprotektivni u€innost urcité slouceniny je obvykle mozno ptipsat vice neZ jedné slozce
v profilu jejiho plisobeni na receptory. Naptiklad se pfedpoklada, Ze v ptipad€é SHT1A agonisty
BAY R 1531 to neni tento ucinek, avSak jeho nizka vazna afinita pro receptory SHT2, D2 a sig-
ma, ktera miize hrat dalezitou roli pfi neuroprotektivni G¢innosti této latky podle svrchu uvedené
publikace Bode—Grueul.

Priblizné 5 az 6 miliond AmeriGanti je postizeno chronickym nebo akutnim neurodegenerativnim
onemocnénim. Je tedy zcela ziejma poteba ucinnych latek pro léceni a prevenci neurodegenera-
tivnich stavli. Vynalez si klade za kol dat k dispozici prostfedek, vhodny pro 1é¢eni a pro pre-
venci uvedenych onemocnéni.

Podstata vynalezu

Podstatu vynalezu tvoii pouziti adatanserinu nebo jeho farmaceuticky ptijatelnych soli pro vyro-
bu farmaceutického prostfedku pro 1é¢eni akutnich neurodegenerativnich onemocnéni.
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Vynalez bude podrobng&ji popsan v souvislosti s pfiloZzenym vykresem.

Piehled obrazku na vvkrese

Na obr. 1 je schematicky znazornén u¢inek adatanserinu na vystup glutamatu v fezech krysiho
hippocampu po ischemii, vyvolané pisobenim azidu. Je znazornén ucinek tii koncentraci adatan-
serinu, a to 10, 100 a 1000 nM ve srovnani s kontrolami, které jsou znazornéna plnym sloupcem.
Je zfejmé, Ze pii koncentraci 100 a 1000 nM uvedené latky dochazi ke statisticky vyznamnému
snizeni koncentrace glutamatu o 72 a 71 %.

Vynélez se tedy tyka nového 1é&ebného pouziti adatanserinu, N—[2—[4—(2—pyrimidinyl)-1-pipe-
razinyl]ethyl]tricyklo[3.3.31.13,7]dekan—1-karboxamidu a jeho farmaceuticky pfijatelnych soli.
Tato latka se podle vynalezu pouziva k vyrobé farmaceutického prostfedku pro léCeni chronic-
kych a akutnich neurodegenerativnich poruch u savci.

Vhodné soli uvedené latky je mozno vytvofit pfi pouziti farmaceuticky pfijatelnych organickych
a anorganickych kyselin, jak jsou kyselina chlorovodikova, bromovodikova, sulfonova, sirova,
fosforedna, dusiéna, maleinovd, fumarova, benzoova, askorbova, pamoova, jantarova, methan-
sulfonova, octova, propionova, vinna, citronova, mlééna, jable¢na, mandlova, skoficovd, palmito-
va, itakonova a benzensulfonova.

Adatanserin a jeho farmaceuticky pfijatelné soli je rovnéz mozno pouzit pro vyrobu prostiedki,
upravujicich nebo vyvolavajicich inhibici G¢innosti glutamatu v pripadé neuropatickych chorob
nebo pfi pretrvavajicich bolestivych stavech.

V patentovych spisech US 5380 725 a US 5 482 940 se popisuje N—[2—[4—(2—pyrimidinyl)-1—
piperazinyl]ethyl]tricyklo[3.3.31.13,7]dekan—1—-karboxamid a zpisoby jeho vyroby a také jeho
pouziti k 1é¢eni depresivnich stavi, Gzkostnych stavii, psychdz, jako je paranoia a schizofrenie,
k 1é€eni obezity a alkoholismu.

Ptili§ vysoké uvoliiovani glutamatu je Casto spojeno s patofyziologickymi poruchami, zejména
s akutnimi a chronickymi neurodegenerativnimi poruchami. Bylo prokdzano, Ze adatanserin
vyvolava inhibici uvolfiovani glutamatu a z tohoto diivodu je mozno jej pouzit pro IéCeni a pre-
venci akutnich a chronickych neurodegenerativnich poruch pro zlepSeni nebo uplné potlaceni
pfiznaku téchto poruch. Lécebné ucinné mnozstvi je pfi tomto pouziti takové mnozstvi, které je
dostatecné pro dosazeni ochrany nervového systému nebo pro potlaceni nebo zlepSeni ptiznakd,
spojenych s neurodegenerativnim onemocnénim, chronickym bolestivym stavem nebo s pf#ilis
vysokym nebo naru$enym uvoliiovanim glutaméatu. Chronickou neurodegenerativni poruchou
miize v tomto pfipadé byt Alzheimerova choroba, Huntingtonova choroba, Parkinsonova choro-
ba, epilepsie, amyotroficka lateralni skler6za, demence pfi AIDS a onemocnéni sitnice.

Akutni neurodegenerativni poruchy zahrnuji naptiklad mrtvici, poranéni hlavy nebo patefe
a stavy, pfi nichz dochazi k nedostatku kysliku.

Mrtvici mize byt tromboembolicky stav, loziskova nebo celkova ischemie, pfechodny zachvat
mozkové ischemie a dal$i mozkové cévni problémy, obvykle spojené s cerebralni ischemii.

Dalsi akutni neurodegenerativni poruchy mohou byt spojeny s poranénim hlavy, poranénim pate-
fe, celkovym nedostatkem kysliku, s hypoxii v¢etné fetalni hypoxie, s hypoglykemii, nizkym
krevnim tlakem a s poranénimi v prib&hu embolie, promyvani riznych organi a hypoxie.

Farmaceuticky prostfedek s obsahem uvedené uéinné latky bude moZno pouzit také pii Fadé
nahlych akutnich stavi, v priibéhu chirurgickych zakroki, zv1a§té pfi srde¢ni chirurgii, pfi krva-
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ceni do mozku, u perinatilniho duseni, pfi zastavé srdce a status epilepticus a zv1ast€ v ptipadech,
kdy po uritou dobu nedochazi k ptivodu krve do mozku.

Chronicky, neuropaticky nebo pietrvavajici bolestivy stav zahrnuje stavy fibromyalgie, posther-
petické neuralgie, reflexni sympatetické dystrofie a diabetické periferni neuropatie.

Lé&ebné ui¢inné mnozstvi adatanserinu nebo jeho farmaceuticky pfijatelnych soli je mozno poda-
vat peroralné nebo parenteralng, Gginnou latku je mozno podavat jako takovou nebo ve smési
s b&znymi farmaceutickymi nosi¢i a pomocnymi latkami. MiZe jit o jednu nebo vétsi poCet latek,
naptiklad o latky pro Gpravu chuti, kluzné latky, pomocna rozpoustédla, suspenzni ¢inidla, plni-
va, latky pro usnadnéni lisovani pojiva, dezintegra¢ni latky nebo latky pro tvorbu povlaku. V pfi-
padé praskovych materialii je nosi¢ jemné praskova pevna latka, ktera se misi s jemné praSkovou
i¢innou latkou. V piipadg tablet se u¢inna latka misi s nosi¢em, ktery ma potiebné vlastnosti pro
lisovani, smés, obsahujici ob& latky ve vhodném poméru se pak lisuje do pozadovaného tvaru
arozméru. Praskové materidly a tablety mohou obsahovat az 99 % ucinné latky. Vhodnymi
pevnymi nosiéi jsou napfiklad fosfore¢nan véapenaty, stearan hotecnaty, mastek, cukry laktdza,
dextrin, $krob, Zelatina, celuldza, methylceluldza, sodna stl karboxymethylcelulozy, polyvinyl-
pyrrolidon, vosky a nizkou teplotou tani a iontoménicové pryskyfice. Kapalné nosice je moZno
pouzit p¥i pfipravé roztokd, suspenzi, emulzi, sirupti a elixir. Uginna latka miZe byt rozpusténa
nebo suspendovana ve farmaceuticky ptijatelném kapalném nosici, naptiklad ve vod€, v organic-
kém rozpoustédle, ve smési téchto latek nebo ve farmaceuticky pfijatelnych olejich nebo tucich.
Kapalny nosi¢ miize obsahovat dal$i vhodné farmaceutické prisady, jako jsou pomocna rozpous-
tédla, emulgatory, pufry, konzervaéni prostiedky, sladidla, latky pro Gpravu chuti, suspenzni
¢inidla, zahustovadla, barviva, latky pro upravu viskozity, stabilizatory a regulatory osmotického
tlaku. Jako pfiklady vhodnych nosi¢d pro peroralni a parenteralni podani je mozno uvést vodu,
kterd mizZe obsahovat svrchu uvedené pfisady, jako derivaty celuldzy, s vyhodou jde o roztok
sodné soli karboxymethylcelul6zy, vhodnym nosi¢em jsou také alkoholy a jejich derivaty vEetné
jednosytnych alkoholi a vicesytnych alkoholi, napfiklad glykoli, derivatd alkoholl a oleje,
napiiklad frakcionovany kokosovy nebo arasidovy olej. Pro parenteralni podani je jako nosi¢
mozno pouzit také ester typu oleje, naptiklad ethyloleat a izopropylmyristat. Sterilni kapalné
nosie se uZivaji ve sterilnich kapalnych farmaceutickych prostfedcich, které jsou ureny pro
parenteralni podani. Kapalné farmaceutické prostfedky ve formé sterilnich roztoki nebo suspenzi
je mozno vyuzit napiiklad pro nitrosvalové, intraperitonealni nebo podkozni injekéni podani.
Sterilni roztoky je mozno podavat také nitrozilné. Pro peroralni podani je mozno vyuzit kapalné
nebo pevné prostiedky. S vyhodou se farmaceuticky prostiedek upravuje na jednotky, které obsa-
huji jednotlivou davku u€inné latky, jde naptiklad o tablety nebo kapsle. Lékové formy, obsahu-
jici davku pro jednotlivé podani, mnou byt balené prostiedky, napfiklad balené prasky, lahvicky,
ampule, pfedem naplnéné injekéni stiikacky nebo polstarky z plastickych hmot, obsahujici kapal-
né prostfedky. Muze vsak jit také o kapsle nebo tablety, které jsou po uréitém poctu baleny do
farmaceutického baleni. Lé€ebné& ti€¢innou davku pro urcitou chorobu nebo urdity stav musi vzdy
urCit oSetfujici l1ékat. U ¢lovéka s primérnou hmotnosti je obvykle mozno podavat denni davku
v rozmezi 100 az 1500 mg, s vyhodou 300 az 1200 mg a zvlasté 500 az 1000 mg denné. Podava-
na denni davka se mize ménit v zavislosti na 1é¢eném onemocnéni, na véku a celkovém stavu
nemocného a na dal§ich béznych okolnostech.

Vhodnost pouZiti adatanserinu a jeho farmaceuticky pfijatelnych soli jako latek, vhodnych pro
léCeni a prevenci neurodegenerativnich onemocnéni je mozno prokéazat béznymi pokusy.
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Ptiklady provedeni vynalezu

Priklad 1
Snizeni vystupu glutamatu v fezech krysiho hippocampu po ischemii

Byla vyhodnocena t&innost adatanserinu na sniZeni vystupu glutamatu v fezech krysiho hippo-
campu po ischemii, vyvolané piisobenim azidu. V priibéhu pokusu byly pouZity tfi typy Krebso-
va pufru. Normalni Krebsuv pufr obsahoval vroztoku 122 mM NaCl, 3 mM KCI, 24 mM
NaHCO;, 10 mM glukézy, 0,315 mM K,HPO,. 1,2 mM MgSO, a 4 mM CaCl,. Aglykemicky
Krebsiiv pufr mél totéz sloZeni, avsak neobsahoval gluk6zu. Ischemicky Krebsiiv pufr mél totéz
slozeni jako aglykemicky pufr, aviak obsahoval rizné koncentrace azidu sodiku v rozmezi 0 az
30 mM.

Rezy krysiho hippocampu byly oddé&leny na chlazené desce a uvedeny do suspenze v okysli¢ova-
ném normalnim Krebsové pufru, chlazeném ledem. Tkan byla roziezana na prouzky se Sifkou
35 um na zafizeni podle Mcllwaina a pak byla uvedena do suspenze a tfikrat promyta normalnim
Krebsovym pufrem, chlazenym ledem. Pfiblizné 80 mg tkané& (odpovida 1 celému hippocampu)
ve 130 ml kapaliny se uloZi do vyhloubeni Brandelova pfistroje pro superperfiizi. Vzorky se pro-
myvaji okysli¢enym normalnim Krebsovym pufrem a uvedou se v tomto pufru do rovnovazného
stavu v prib&hu 30 minut pfi rychlosti prutoku 0,4 ml/min. Odeberou se 3 frakce vzdy po 10 mi-
nutach a pak se vyvola ischemie tak, Ze se necha protékat ischemicky Krebsiiv pufr s obsahem
azidu sodiku. Pak se opét vzdy po 10 minutdch odeberou tfi frakce. V pokusech, pii nichz se
zkouma udinnost adatanserinu se tato latka pfida do jedné frakce pred vyvolanim ischemie a
v roztoku v glykemickém Krebsové pufru. Koncentrace aminokyselin se analyzuji pomoci HPLC
v reverzni fazi na katecholaminovém sloupci (Keyston Scientific) s rozmérem 150 x 3 mm, jako
eluéni &inidlo se uzije gradient 0,05 M acetat/methanol. Jako vnitini standard se uZije kyselina a—
aminoadipova. Aminokyseliny je mozno detekovat vytvofenim derivatu s naftalen—2,3—dikarbox-
aldehydem s néslednou fluorimetrickou detekci podle publikace Dawson, L.A. a dalsi, Improved
Temporal Resolution of Microdialysis Measurement of Glutamate and Aspartate Using Capillary
Electrophoresis with Laser Induced Fluorescence Detection J. Chromatogr. B 1997, 694, 1204—
1212. Koncentrace aminokyselin ve tfech prvnich frakcich po dosazeni rovnovazného stavu se
vypoditaji jako primér a vSechny nasledujici hodnoty se vyjadfuji v procentech tohoto priméru
pfi pouziti plochy pod kiivkou AUC pro kazdy jednotlivy pokus. Vysledky jsou uvedeny na
obr. 1.

Jak je z obr. 1 zfejmé, doSlo po podani adatanserinu ke statisticky vyznamnému sniZeni vystupu
glutamatu zfezi krysiho hippocampu po ischemii, vyvolané azidem. Koncentrace 100 mM
a 1 uM G¢inné latky sniZily uvolnéni glutamatu o 72 a 71 %.

Je ziejmé, ze by bylo mozno uskutecnit jesté fadu variaci a modifikaci, rovnéz spadajicich do
rozsahu vynalezu.
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PATENTOVE NAROKY
1. Pouziti adatanserinu nebo jeho farmaceuticky piijatelné soli pro vyrobu farmaceutického
prostiedku, uréeného pro lé¢eni akutnich neurodegenerativnich poruch.
2. Pouziti podle naroku 1, pfi némz je neurodegenerativni poruchou mozkova mrtvice.

3. Pouziti podle naroku 2, kde mrtvici je akutni tromboembolicka mrtvice, lozZiskové ischemie,
celkova ischemie nebo pfechodny zachvat ischemie.

4. Pouziti podle naroku 1, kde neurodegenerativni poruchou je ischemie, ktera je disledkem
chirurgického zakroku, pfi némz doslo k dlouhodobému pieruseni piivodu krve do mozku.

5. Pouiti podle naroku 1, kde neurodegenerativni poruchou je poranéni hlavy, poranéni michy
nebo hypoxie.

6. Poutziti podle naroku 5, kde hypoxii je fetalni hypoxie.

1 vykres
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&inek adatanserinu na vystup glutamidtu po ischemii,
vyvolané pusobenim azidu
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