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(57 Anotace: |

Redeni se tykd pouZiti slougenin vzorce I pro 1é8bu alodynie,
jako hlavniho a jedineéného symptomu bolesti, nezdvislé na
plivodu zdkladniho onemocnéni, ale Casto spojenou s
neuropatickou bolesti nebo jinymi odli$nymi typy chronické
nebo fantomové bolesti,
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Nové poufiti sloudeniny peptidové tiidy pro lédbu alodynie nebo

dalsich odlisnych typu chronické nebo fantomové bolesti.
Dosavadni stav techniky

Pfedkladdany  vynalez  souvisi s novym  poufitim  skupiny

specifickych aminokyselinovych derivatd podle vzorce I pro

ptipravu farmaceutickych smé&si, uZitecnych pro 1lé¢bu alodynie,

jako hlavniho a jedine¢ného symptomu bolesti, nezdvislé na
ptvodu zédkladniho onemocneni, ale casto spojenou

s neuropatickou bolesti nebo jinymi odlisSnymi typy chronické

nebo fantomové bolesti. Predkladany vynalez zejména souvisi

m= tvm e gnovym “UpouZitim -harkoseridu® *a™™ jeho ~derivati- pro piipravu-®

farmaceutickych smési, uziteénych pro 1lécbu alodynie, jako
hlavniho a jedinecného symptomu bolesfi, nezdvislé na puvodu
zdkladniho onemocnéni, ale <casto spojenou s neuropatickou
bolesti nebo jinymi odliényﬁi typy chronické nebo fantomové

bolesti.

Chemicky nézev SPM 927, ktery Je zde také oznaCovan jako

harkoserid, je (R)-2-acetamido-N-benzyl-3-methoxypropionamid.

Slouceniny vynalezu jsou znama ¢inidla, uziteéna

v protizachvatové lécbé u poruch.centrélniho nervového systému,
takovych, jako epilepsie, mrtvice a mozkovd ischemie.

Tento vyndlez se zabyva novym pouZitim slou€eniny Vzorce I, niZe,
pro pfipravu farmaceutickych sm&si, uZiteénych pro 1léchu
bolesti, hlavnd pro poruchy chronické bolesti a zejména ‘pro
léc¢bu alodynie, jako‘hlavniho a jedinecného symptomu bolesti,
nezavislé na plUvodu zékladniho onemocnéni, ale casto spojenou
S neuropatickou bolesti nebo. jinymi odlisnymi typy chronické

‘nebo fantomové bolesti a usniho Selestu.
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Podle vynalezu, jsou to ty sloudeniny, majici Vzorec I
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nebo jejich farmaceuticky pfijatelna sil, kde

Ar je fenyl, ktery je nesubstituovany nebo substituovany

alesponl jednou halo skupinou;
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Q je niZz3i alkoxy obsahujici 1-3 uhlikové atomy a Q; je methyl;

ve vyndlezu jsou zahrnuty diastereomery a enantiomery sloudéenin

Vzorce I.

Pfednostni slouceniny vyndlezu jsou ty, podle Vzorce I, kde

slouCeniny jsou (R), (S) nebo (R,S) isomer.

Nejprednostné&j3i slouCenina vyndlezu Jje (R)-2-acetamido-N-
benzyl-3-methoxypropionamid nebo jeho farmaceuticky pifijatelna

sul.

Bolest je subjektivni zkuSenost a vnimani - bolesti e
zprostredkovano ve specifickych <&astech centrdlniho nervevého

systému (CNS).

Obvykle 3&kodlivé (periferni) stimuly jsou pfedem preneseny do
centralniho nervového systému, - ale bolest neni vidy spojena s

nocicepci.

Existuje 2zna¢né& rozmanitost rhznych +typd klinické belesti,

kterd je odvozena od odli&nych zakladnich patefyziologickych
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mechanismi a kterd bude potfebovat odlisné lécebné pfistupy.

Vnimani bolesti mbZe byt charakterizovédno t¥emi hlavnimi typy

klinické bolesti:

- - akutni bolest
- - chronick& bolest - . R

- neuropaticka bolest

Akutni bolest vétéinoﬁ pochdzi ze z&nétu nebo poranéni mé&kké
tkdn&. Tento typ bolesti je pfizplsobivy a ma piislusnou
biclogickou funkci varovédni a umoZnéni uzdraveni a obnoveni JiZ
poskozend "€4sti” té&la, "aby” byla neporusendT Ochranné ~funkce *je’
dosaZeno tak, Ze =zranéna/zanicend plocha a okolni tkaf je
hypersenzitivni ke vSem stimulim, takZe se vyhybéd kontaktu s
jakymkoliv vné&jsim stimulem. Neurondlni mechanismy, tvofici
zdklad tohoto typu klinickeé bolesti, jsou wvelmi dobfe znamé a
farmakologicka kontrola akutni klinické bolesti je dostupnad a
n&inn4, pouZitim nap¥. od nesteroidnich protizan&tlivych 1éku

(NSAID) aZ k opioidim v zavislosti na typu a roz3ifeni vjemu.

Chronicka klinickd bolest se jevi jako vytrvalé smyslové
abnormality, pochdzejici z trvajiciho periferniho patologického
stavu;‘ zpiscbeného onemocnénim, takovym, Jjako rakovina nebo
chronicky zanét (napf. artritida) nebo miZe byt nezavisla na
podatednich pridinach. Ta posledn& jmenovand byvd maladaptivni,
neposkytuje Zadné vyhody pro pfeZiti a velmi Casto neni dostupna

zadnad U&inna lécha.

Neuropatickd bolest Jje zpusobena zran&nim nebo infekci

perifernich smyslovych nervl. To zahrnuje, ale neni to omezeno

na, bolest 2z trauma periferniho nervu, infekce herpes ‘virem,

cukrovky, kausalgie, avulze nervového svazku, neuronu, amputace
konetiny a vaskulitidy. Neuropatické bolest je také zpusobena

pofkozenim nervu - z chronického alkoholismu, infekce virem
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lidské imunodeficience, hypotyredzy, uremie nebo nedostatku
vitaminQ. Neuropatickd bolest =zahrnuje, ale neni omezena na,
bolest zpusobenou zranénim nervu, takovou, jako napfiklad

bolest, kterou trpi diabetici.

Neuropatickd Dbolest vykazuje dva odlisné patofyzidlogické

mechanismy, které musi byt vzaty do uvahy:

Za prvé, zvySena aktivita aferentnich nociceptivnich neuronl

ndsledujici sensitizace (spicich) neuroni (napf¥., boclest pfi

zdnétu, bolest pfi rakoviné, bolest hlavy, bolest ve spodni

tasti zad, viscerdlni bolest, migréna) s tim, Ze primérni

aferentni *" nociceptivni®™neuron ~*zlistdva ' “intaktni; ackoliv

aktivita receptoru je zmén€na a Jje sniZen prah, typicky IJe

" zjisténo zvySeni rychlosti paleni a pocatek nebo zvySeni

spentanni aktivity.

Za.druhé, ektopicka aktivita aferentnich nociceptivnich neuront
nédsledujici po poruchadch svych axond (napf., periferni a
centrédlni  neuropatickad bolest), s posSkozenym primdrnim
aferentnim neuronem. Toto vede k nevratnym perifernim a
centralnim biochemickym, morfologickym a funkénim zménam.
(Periferni) neuropatie je tedy proto zhruba'.definovéda jako

onemocnéni (periferniho) nervového systemu.

Existuje ndkolik p#idin  lidské  neuropatie se zna&nou
variabilitou v  symptomech a neurologickych deficitech.
Bolestivé neuropatie jsou definovény jako neurologické poruchy,
charakterizované vytrvalou bolesti a prfecitlivé&losti v oblasti
téla, ve které byla po3kozena smyslova inervace, ale poskozeni
smyslovych nervld vétS3inou nevytvafi neurcpatickou bolest,
obvykle je pozorovana cztrata vjemu spisSe neZz precitlivélost

nebo bolest.

Specifické poruchy somatosenzoru jsou oznacovany jako alodynie
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(nedkodnad stimulace somatosenzoru vyvolavd pocity abnormalni
intenzivni bolesti s prudkym, salajicim charakterem, Ccasto
pfetrvavajici po dobu  trvani stimulu jako pri&iny),
hyperalgezie (3kodliva stimulace vyvolava intenzivﬁéjéi a déle
trvajici pocity bolesti), parestesie {spontanni aversni ale
nebolestivé pocity, popsané Jjako bodani nebo “3pendliky a
jehly"), dysestesie (vyvolana steiné jako spontanni abnormalni

pocity) .

Nekolik  klidovych  udédlosti  je  chapéno  jako = b&iné
patofyziologicke gdélosti abnormélnich bolestivych  stavy,
zejména téch, které néasleduji po perifernim zranéni nervu.

pe——— “*“Vysoké“frekvence“sponténniho~dischargebz-ektopického-mistaajem--_ -—
tedy nasledovand zvydenou citlivosti dorzalnich rohl neuronl a
roziitenim pole vniméni, <&asto definovaného jako centralni

sensitizace.

: B&%na analgetika jako opioidy a nesteroidni protizénétlivé léky
(NSAID-non-steroidal anti-inflammatory drugs) zlepsuji, i kdyz

pouze nedostate&ng, syndromy chronické abnormdlni bolesti.

B&hem hledani alternativnich lélebnych reZimid pro vyvolani
uspokojivé a  trvalé ulevy od Dbolesti  byly zkouseny
kortikosterqidy, blokéda -vedeni, glycerol, antidepresiva,
lokalni anestetika,, gangliosidy a elekfroétiﬁulace,‘ ale
pFedeviim bylo zjisténo, Ze anti-konvulzanty jsou uzitecné
proti rlznym typlm stavd neuropatické bolééti, ale Jjsou
neju¢innéjsi- v pripadech paroxyzmalnich, Fezavych udalosti,

nap¥. bolest trojklaného nervu.

Je-1i obecnéd hyperaktivita a nizkd prahovd aktivace smyslovych
neuroni povazovana jako jeden z hlavnich syndromd neuropatie a
pocitu neuropatické bolesti se zfetelnou mechanoalodynii, jako
nejzavazn&jsi  klinicky symptom, poskytuje zfejmé  vyhody
selektivni inhibice tohoto 'patofyziologického pripadu ‘misto

obecné inhibice &kodlivého stimulu s vysokym prahem (pomoci




napf. lokdlnich anestetik) norm&lnich smyslovych nocicepci.

Stavy uvedené shora’ jsou zndmy jako 3patné 1é&&itelné pomoci
v soucasné dobé na trhu dostupnych analgetik, takovych, jako
opioidy nebo nesteroidni protizén&tlivé 1léky (NSAID), a to z

divodu nedostateéné uéinnosti nebo omezeni vedlejdimi ucinky.

Pfedmétem tohoto vyndlezu je poskytnuti nového pouziti sloucenin .

podle vySe uvedeného Vzorce I a jeho derivatd, pro pfipravu
farmaceutickych smési, uzite€nych pro 1lécbu aledynie, fako
hlavniho a jedineéného symptomu bolesti, nezévislé na pdvodu
zakladniho onemocnéni, ale c¢asto spojenou é neuropatickou
i wemme wwfolestis~nebo: jinymi= odliénYmi‘“typy"‘chronické*"nebb“’fantoﬁo%é

bolesti.

Predkladany vyndlez zejména souvisi s novym pouZitim
harkoseridu pro pfipravu.farmaceutickych smési, uZite&nych pro
lé¢bu alodynie, jako hlavniho a jedine&ného symptomu-bolesti,
nezdvislé na plvodu zdkladniho onemocnéni, ale &asto spojénou
s heuropatickou bolesti nebo jinymi odlisnymi typy chronické

nebo fantomové bolesti.

methoxypropion-amid Jje Jjeden derivat vybrany ze skupiny

specifickych derivatld aminokyselin.

Tato skupina latek je uvedena v US 5,378,729; US 5,654,301 a
5,773,475. Ukazuji aktivitu pfi 1éhé epilepsie a mrtvice. Ve
shora uvedenych referencich v3ak neni Zadny po?is, ktery by

ozfejmil pfedkladany vynalez,

SlouCeniny predkléddaného vyndlezu mohou tvofit farmacéuticky
pfijatelné soli, Jjak s organickymi, tak 1 s anorganickymi

kyselinami a zdasadami.

Harkeoserid, jehoi chemicky' nazev je (R)—2~acetamido—N*benzyl—3—‘
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Napfiklad, kyselé soli bazickych sloudenin jsou pfipraveny bud
rozpuSténim volné baze ve .vodném nebo vodném alkoholovém roztoku
nebo v jinych vhodnych rozpoustédlech,: obsahujicich vhodnou

kyselinu, a izolaci soli cdpafenim roztoku.

Pfiklady farmaceuticky p#ijatelnych soli jsou hydrochloridy,
hydrobromidy, hydrosulfaty, atd., stejnd jako sodné, draselné,

hofeCnaté, a daldi soli.

Slou€eniny pfedklédaného vyndlezu mohou obsahovat jeden nebo

neékolik  asymetrickych uhlikovych  atomi. Vynalez  zahrnuje

jednotlivé diastereomery nebo enantiomery a jejich smési.
F— _%A-Jednotlivéwdiastereomery-nebo~enantiomery*mohouwbYt“pfipraveny‘

nebo izolovény zplsoby, dobfe znamymi v oboru.

Podle vyndlezu je pFednostni, Jsou-li slougeniny v (R)
konfiguraci. Nejpfednostn&jdi je sloudenina (R)-2-acetamido-N-

i benzyl-3-methoxypropionamid.

SloucCeniny tohoto vyndlezu mohou byt syntetizovadny, jak Jje
uvedeno v dokumentech U.S. P* 5,378,729; U.S. P 5,654,301 a
U.S.P 5,773,475,

Slouéeniny pfipravené syntetickymi zplsoby mohou byt pouzity

jako farmaceutické sm&€si jako &inidlo pfi 1é&bé& bolesti, kdyz

je pouZito uc¢inné mnoZstvi sloudeniny Vzorce I, spolecné s
farmaceuticky pfijatelnym nosidem. Lé&ivo miZe byt pouZito ve
zplsobu 1é&by takovych poruch v saved, véetnéd élovéka,
poruchami trpiciho, poddvanim témto savcim U&inného mnofstvi

slou€enin, popsanych shora, v jednotkové davkovaci formé.

Farmaceuticka sloucCenina, vytvofend v souladu s predklddanym
vynalezem, miZe byt pfipravena a podavana raznymi  druhy
davkovacich forem bud ordlnimi nebo parenterdlnimi cestami

podavani. Napfiklad, tyte farmaceutické smé&si mohou byt
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vytvoreny v inertnich, farmaceuticky pEijatelnych nosidich,

ktere Jjsou bud pevné nebo kapalné. Pevné formy preparati .

zahrnuji pré&sky, tablety, dispersni granule, kapsle, tobolky a
Clpky. Dalsi pevné a kapalné formy preparath mohou byt
vytvoreny podle zpisobl, znadmych v oboru, a mohou byt podavany
oralni cestou ve vhodné formé nebo parenterdlni cestou takovou,
jako intravenosni, intramuskuldrni nebo subkutédnni injikovani

kapalné formy.

MnoZzstvi aktivni slouceniny v jednotkové davce pripravku mbie
byt rdzné nebo upravené na od pfibliZné 1 mg do pfibliZn& 2 x

300 mg na den na pacienta. Rozmezi denni davky od pfribliZné 1

‘mg-do priblizZné-300 'mg-je~pfednostni™ Davky™se v8ak 'mohou~lidit’

v zavislosti na pozZadavcich pacienta, vaZnosti léceného stavu a
pouZité slouceniné., Stanoveni vhodné davky pro konkrétni

situace je v ramci dovednosti v oboru.

Nasledujici pracovni  ptfiklady, vybrané ze specifickych

ZivoCisnych modellt, wukazuji aktivitu harkoseridu a jeho

derivatd proti neuropatické bolesti obecné a zejména G¢innost

harkoseridu a jeho derivatti proti alodynii.

1. Priklad 1:

Formalinovy test, krysa

Znatnad a na davce zavisla Gcinnost harkoseridu mbZe byt..

demonstrovdna v pozdni fdzi krysiho formalinového testu.

Formalinovy test Jje model chemicky indukované svalové bolesti,
ve kterém jsou stanoveny dvoufdzové zmény nociceptivhiho
chovdni a spindlni/supraspindlni plasticita nocicepce je
povaZovana za molekularni zdklad neuropatické bolesti, zejména
b&hem druhé (=pozdni) féaze testu, béhem. které Jje vétsina
klinicky pouZivanych 1ékd proti neuropatické bolesti aktivni.
Tyto znaky veély k tomu, se formalinovy test Jje akceptovan

jako platny model vytrvalé klinické bolesti.
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SlouCenina byla testovadna pro anti-nociceptivni vlastnosti
pouzitim metody vaZeného behavioralniho skbre - volné
pohybujici se zvifata byla podrobena pozorovacimu ohodnoceni
polohy levé zadni tlapky podle hodnoticiho skére o rozmezi 0-3
pfed a 10, 20, 30 a 40 min jale] injikoyéni 0,05 ml sterilniho
2,5% formalinu pod k(%i na dorz&lnim povrchu tlapky.
Harkosérid,‘ podavany i.p. té&sné :pfed formalinovou injekci,
vytvoEil na davce zavislé sniZeni formalinem indukovaného
svalového zanétlivého nociceptivniho chovéani, jak je ukazano v

tabulce 1 (véZené skére bolesti + SEM, .n=11-12/skupina) .

Tabulka 1: vizené skére bolesti, formalinovy test, krysa_

ame g g ‘n—'-.;‘- L . 4 gy ok e IR L Wit Lun

- et L - M

Cas po injikovani formalinu a SPM 927

Davka [Poet [Vychozi

mg/kg |zvifat {hodnota 10 MIN 20 MIN 30 MIN 40 MIN

EO 11 'o,ooia,oo 0,30£0,16 {0,93+0,21 [1,84+0,19 ]2,10£0,24
IE 12 0,01£0,01 ]0,3140,11/0,7840,23 [1,47+0,20 1,46i0,l9*‘J
10 11 0,00+0,00 |0,42+0,17(0,33£0,16* [1,0240,27% |1,0540,19%
20 12 0,00£0,00 0,48i0,18 0,57+0,14 0,78i0,18* 1,02t0}24*

40 |12 ]0,00%0,00 [0,12£0,05 |0, 1040, 04% [0, 0950, 06* |0 1220, 06"

* = Zna¢né odlidnosti od vehikula (ANOVA. opravena pro
mnohonasobné srovnani p<0,05.

Vyraz ANOVA je pro Analyzu rozptylu.

Tyto vysledky podporuji a potvrzuji pfedpokladanou aktivitu

slouceniny proti neuropatické bolesti.

zde ukdzanid data podporuji a dodavajl nezbytny védecky zaklad

jelale drive pozorovanou aktivitu ve writhing testu

L m. s a  eeama-t
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(peritonedlniho dré&Zdéni) a v my3im formalinovém testu. DF¥ive
ziskana data byla omezena kviili faktu, Ze writhing test je
povazovdn za velmi nespecificky test s uréitymi svalovymi
chemicky indukovanymi nociceptivnimi aspekty, které obvykle
poskytuji pozitivni vysledky pro vsechny psychoaktivni 1léky
uvoliujici svaly, atd. a proto neni dostate&n& specificky pro
prukaz specifické aktivity. Kromé& toho, dfive obdriené vysiedky
v my$im formalinovém testu, nem&ly jasny‘ dikaz o wvztahu
davkovani a ‘tedy ani o specifit®é pozorovanych G&inkn
" harkoseridu. Navic, bylo.jié v prvnim pokusu zji3téno, Ze jedina
a nejvy33i davka, ﬁykazujici zna¢né UCinky, zplsobuje jasné

behaviordlni vedlej8i GCinky. ProtoZe -tyto léky zahrnuji zmény v

=== -.wasmchovant, nemohoubyt-tyto<zmény“spojené“s=1éky naddle*povaZovany’

jake antinociceptivni.

‘Pouze zde poskytnutd nové ukdzand data tedy mohou byt
pokladéna za in vivo prokaz antinociceptivniho u&inku
;. ‘harkoseridu, v zavislosti na dévce podavéni, jako mira specifity
| a . zlep3eni antinociceptivniho chovani, které nesouvisi s

toxickymi G&inky.
Priklad 2:

| Chionické konstrikéni pbranéni (CCi, ﬁenneftﬁv model)
Géinnost harkoseridu na sniZeni spont&nni chronické bolesti,
mechanickeé alodynie a teplotni hyperalgezie byla testovéna
pouzitim modelu chronického konstrikéniho  poranéni (CCI)
periferni neuropatie, jedncho z nejlépe charakterizovanych in
vivo zvifecich modeld, pouZivanych pro studium chrenickeé
bolesti, zplsobené poranénim periferniho nervu. V tomto
modelu jsou ischiatické nervy volné podvazany, coZ vytvari

| axonalni otok a Casteénou deaferentaci, kterd se projevuije

"~ jako znaénd ale nelplnd ztrdta axond v distalni &éasti
periferniho nervu. Jedno z pozorovanych vyznaénych chovani,

nadsledujici podvazadni ischiatického nervu, Jje objeveni se

B TEp——
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vedeni zadni tlapkou, povaZované za indikaci pokracujici
spontanni chronické bolesti. Podpora pro tuto myslenku je
odvozena z publikaci, tykajici se misni neurdlni aktivity a
zvysené spontdnni depolarizace neuront v neuronech
spinothalamického traktu a ve ventrobazalnim thalamu za
nepritomnosti zjevné perifefni ‘stimulace. Krom& vzniku
spontédnniho chovani p#i bolesti, se vyskytovalo nékolik
abnormalit v bolesti evokované stimuly Jjako vysledek CCI,
_v&etné& teplotni hyperalgezii a mechanickou alodynii. Vyvo]
t&chto abnormalnich bolesti evokovanych stimuly byl také
popsan, Ze se vyskytuje v oblastech mimo ineFvaci'poékozenym

nervem, oblasti inervované neporané&nymi nervy.

R I T i R I e P e o] - e U— . . W ol - L W gy A e PO o mmm g -l - PR R

‘Behaviorélni~testy na spontdnni bolest, teplotni hyperalgezii a
mechanickou alodynii byly provedény pro ohodnoceni odlisnych
sloZek neuropatické bolesti. Udaj wvychozi hodnoty pro kaidy
test byl odebrin pfed experimentdlnim postupem; kromé toho,
byla vSechna zvifata testovdna na vyvoj chovani p¥i chronické
bolesti 13-25 dnfi po CCI operaci, 1 den pfed dnem podéani
vehikula (0,04 ml sterilni vody/10 g té&lesné vahy) nebo léku a
po podani vehikulum/lék. Pofadi testl bylo (1) spontanni. s
‘bolesti spojené chovani (2) mechanickd alodynie, (3) teplotni
hyperalgezie, za Géelem minimalizovat vliv jednoho testu na
vysledek téstu ﬁésledujiciho. fesfovéci postﬁpy é vysledky
jsou predkladany oddélené pro kazdy aspekt chronické bolesti.
Bylo podavano bud 0 (vehikglum, 0,04 ml/10 g télesné véahy), 5,
10, 20 nebo 40 mg/kg SPM 927 (n=7-23/skupina) i.p. 15 minut

pfed prvnim behaviorélnim testem.

Spontanni bolest (pokracujici bolest bez zjevného vnéjsiho
podnétu) podvazané tlapky byla stanovena po 5 min nasledovana
10 min aklimatizaéni periodou, pouZitim hodneocticiho skore

(vdZeného behaviordlniho skoére stupnu 0-5).

Harkoserid nezm&nil hladinu spontanni bolesti, indukovane
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unilaterdlnim chronickym konstrik&nim zranénim, jak je ukazano

v tabulce 2 (vAdZené& skére bolesti £ SEM).

Tabulka 2 Spontanni nocicepce, CCI model, krysa

Davka Pocet Vychozi pooperacni +
[mg/kg] zvirat |hodnota pooperacni |1ék
0 23 0+0 1,410,15 1,210,14
5 9 00 2,0t0,10 1,840,18
10 20 0,0019+0,0019| 1,5£0,10 1,5+0,11
20 8 - 0£0 1,140,117 0,9+0,14
40 _ |10 _|0,0004%0,0004| 1,3%0,12 | 0,8%0,28_|
Teplotni hyperalgezie byla stanovena zplsobem ukonleni

latence v odezveé na teplo aplikované na subplantarni povrch

podvédzané zadni tlapky krysy. Jak Je porovnano s vychozi
hodnotou latence  (latenci) bylo znacné snizZeni v
(postoperacni) latenci po odstranéni teplotniho podnétu

=

pisobiciho na tlapku interpretovano jako indukujici pEitomnost

teplotni  hyperalgezie nésledujici  chronické konstrikeni

zranéni.

Davka ‘Harkoseridu zavisle sniZovala chronické konstrikéni

zrandni-indukované teplotni hyperalgezie, jak je ukazano v

+

Znaéné U&inky byly pozorovany pouze
(20 40

tabulce 3 [latence SEM].

u nejvy53ich testovanych ' davek a mg/kg i.p.) s

maximdlnim uéinkem, " ktery byl jiZ pozorovatelny pri 20 mg/kg

i.p.
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Tabulka 3: Teplotni hyperalgezie, CCI model, krysa

Davka Pocet ' Vychozi Poopera&ni+
[mg/kg]) zvirat hodriota Pooperacni 1ék
0 13 9,8%0,74 7,0+0,29 7,3+0,43
5 7 10,540, 68 8,1+0,59 9,2+0,98
10 7 9,2+0,68 | 7,1%0,60 | 8,1%0,59
20 8 10,0£0,70 | 7,0%0,56 | 9,740, 96+
40 8 8,3%0,57 7,4+0,48 - 10,2+0,75%
* = Zna&né odli%nosti od vehikula (ANOVA opravena pro

mnohonasobna srovnani p<0, 05.

e dera g gp—— i e ) a A, e R R A R L . UAH Rl VRPN ol - A TR - e -

Mechanickd citlivost a alodynig podvézané krysi zadni tlapky byla
kvantifikovana rychlym staZenim tlapky v odezvé na normélné
neskodné mechanické stimuly, jak je popsano drive. Citlivost k
mechanickému stimulu byla testovana kalibrovanym elektronickym
Vdn FreyoﬁYm tlakbvym‘ algometrem, prfipojenym k- sitovému
fpoéitaéovému systému, pro sbé&r dat. Mechanickd alodynie je
interpretovéna jako znaény pokles v pooperacni ve srovnani s
vychozi hodnotou tlaku (g/mm?), nutného ]{ vyvolani rychlého

staZeni tlapky v odezvé na tento mechanicky stimul.

Harkoseridova d&vka zavisle sniZuje intenzitu mechanické alodynie
indukované podvazanim unilateralniho nervu, jak Je uké;éné‘ v
tabulce 4 [tlak (g/mm®) + SEM]. Regresni analyza wukazala
pozitivni linedrni korelaci mezi davkou Harkoseridu a zvySenim

mnoZstvi sily, nutné k vytvofeni staZeni tlapky.

1
*a @i
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Tabulka 4: Mechénické aiodynie, CCI model, krysa
Davka |pozet Vychozi Poopera&ni +
[mg/kg |zvifat |hodnota Pooperaéni |lék
0 20 41,612,20 18,8+2,09 20,211,580
5 11 53, 643, 35 16,4++2,56 21,8+2,34
10 17 [ 42,94£2,55 , 21,242,13 29,2+2,85*
20 8 46,112,62 24,7+2,78 39,6+3,62*
»
40 9 48,443, 84 23,942,23 [43,0%%5,48%*
* = Znatné odlisnosti od vehikula (ANOVA opravena pro
mnohondsobnd srovnani p<0,05. M

Tyto wvysledky podpbruji a potvrzujil predpokladanou ucinnost
Harkoseridu proti alodynii. Krom& toho, tento u&inek navic
souvisi s neuropatickdu bolesti a proto podporuje moiZné
klinické pouZiti sloudeniny, napodobenim klinické situace

1éCby prisludnych symptomi, co nejlépe.

Dalsi prikaz specifity U&inku harkoseridu proti alodynii byl

dan negativnimi vysledky v taii—flick testu (test Svihnuti

ocasemf; leuéujicim typickou opioidim podobnou analgesii
slouCeniny. DEivéjsi . data, ziskan& na my3ich; mohla byt
opakovéna a potvrzena v druhém druhu, kryse, dal$imi prostredky
vhodné€jsiho vybéry testovanych davek:

Priklad 3

Tail-flick test, krysa

Harkoserid byl dale testovan pro moZnou aktivitu pEj
akutni spindlni teplotni nocicepci, pouZitim tail-flick
testu. V tomto modelu akutni teplotni spindlni/reflexni
hyperalgezie Jje aplikovano sé&lavé teplo na ocas zvifete,
pribliiné 2 cm od Spicky a ¢as latence pro reakci stazZeni ije

automaticky stanoven pomocl algometru, definovany maximalni
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 Zas. stimulu zabrafuje poikozeni tkand. Tento test je hodné

pouzivéan jako stanoveni pro antinociceptivni uc¢innost
farmakologickych <¢inidel a je vysoce prediktivni v akutni

analgetické ucinnosti wu 1lidi. Neaktivnéjdi jsou vétsSinou

cista analgetika opiocidniho typu; ani adjuvans jako .

amitryptilin nebo anti-epileptika nebo NSAID (nesteroidni

protizéanétlivé léky) nejsou aktivni.

Vysledky pro. 20 a 40 mg/kg harkoseridu i.p jsou ukazény v tabulce
5 [procenta anti-nocicepce, spoditédna jako [{(latence po podani
léku) - (latence pred podénim léku)}/{(max. latence) - (latence

pfedvpodénim 1éku)} x 1003 x SEM, né12/skupina]. Vychozi hodnota

‘nebo==latence=-tail-flick —p¥ed==~podanim=-=-léku =byla* stanovena

zpramérovénim .5 naslednych méFeni, provadénych po 2 minutach.
Vehikulum (sterilni wvoda 0,04 ml/l10 g té&lesnd v&ha) nebo
harkoserid byly podany a tail-flick latence byly zaznamenavany v

10-minutovych intervalech po nésledujicich 60 minut. Dokonce i

pfi davkach, poskytujicich maximalni U&inek v krysim formalinovém

testu (viz vYée)} meél harkoserid maly nebo Z&dny Uc¢inek na

latenci tail-flick reflexu.
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Tabulka 5: Akutni teplotni hyperalgezie, tail-flick, krysa

Anti-nociceptivni ucinek [%] ruaznych davek
[mg/kg] i.p. Harkoseridu
Cas po SPM
927 [min] 0 : 20 40

10 . |- -2,1 ¢ 3,08 5,0 3,94 1,6 + 12,82 |
20 0,5 £3,19 5,7 £ 7,51 ~4,3 t 14,04
730 1,4 * 4,71 573237 | 2331914
40 10,4 5,91, 1,7 £ 7,42 =4,7 % 11,44
50 7.6 + 4,58 5,4 t 4,12 0,3 * 15,50
60 7,4 & 6,07 8,1 % 5,20 | -5,5 = 14,11

JelikoZz v tail-~flick testu nebyl detekovdn Z&dny antinociceptivni
G¢inek harkoseridu potvrzuje to predpoklédany profil harkoseridu
s vysoce specifickymi antialodinickymi vlastnostmi a bez aktivity

ve stavech akutni bolesti.

Priklad 4

Anti-nociceptivni aktivita harkoseridu v porovnini s gabapentinem

V nasledujici vysvétlené. studii je zde pouzity harkoserid

zkracovidn jako SPM 827 a gabapentin je zde zkracovan jako GRP.
ciL:

Hlavnim cilem této studie je stanovit anti-nociceptivni
aktivitu SPM 927 a gabapentinu (GBP) v modelech hlodaved pro
zénétliﬁou bolest a porovnat navzajem in vivo 0&inky léku jeden

s druhym.

ZPUSOBY :

Karagenanem indukovand mechanickid hyperalgezie v krysdch byla

indukovana subplantdrni injekci 0,1 ml suspenze 2% carrageenanu
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a po 3h byla méfena testem tlaku tlapky (Randall-Sellito).

Subchronickd z&nétlivd nocicepce v ' mySich ‘byla indukovéana

subplantarni injekci formalinu (0,02 ml! 5% roztoku). Nocicepéni
chovani (lizéni tlapky) bylo méfeno a kvantifikovéno mezi 0 a 5

min (akutni bolest) a mezi 20 a 30 min (subchronicka zanétliva

bolest) po formalinu.

Léky a név;h experimentu: SPM 927 a GBP byly resuspendovany v

1% methylcelulose a podavany i.p. v davkadch 10 mg/kg, 20 mg/kg
a 40 mg/kg. Cas predlécby byl 30min, pfed tim, neZ byla mé&fena

bolest. Jedna skupina zvifat slouZila ijako kontroly a postupné

| — 1

——-=obdrZela-injekci-rozpoustédla -(10- ml/kg) a~daldi~skupina=zvifat

obdrZela referenéni sloufeninu (Karagenanovy test: 10 mg/kg

indomethacinu; Formalinov? test: 10 mg/kg morfinu). Kazda

sloudenina byla testovana v oddéleném experimentu a kaZdy

~experiment  zahrnoval kontrelni a referenéni  skupinu. V
Karagénanovém testu bylo pouZiito 10 krys na skupinu a ve
formalinovém testu bylo pouzito 6 my3i na skupinu.

VYSLEDKY:
Karagenanem-indukovand mechanickd  hyperalgezie v kryséch:

Vysledky jsou shrnuty v ndsledujici tabulce 6.
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Ve vSech tfech experimentech se vyvinula =znan& mechanicka
hyperalgezie, jak je ukdzano znacnymi rozdily v nociceptivnim

prahu v zanicené v porovndni s nezanicenou tlapkou.

VSechny davky SPM 927 vedly k plné zméné Karagenanem-indukované

mechanické hyperalgezii.

Antinociceptivni SPM 927 bylo porovnano s tim, které bylo "

ziskano pro referenéni sloudeninu Indomethacin.

GBP nemél Z4ddny vyznadny Gdéinek na Karagenanem indukovanou

v e —mwMeChanickou. hyperalgezii.pfimtestovanychedavkach.m - + —mmmm . s e o

Subchronickd zanétlivd nocicepce u mysi (formalinovy test):

Vysledky jsou shrnuty v nasledujici tabulce 7.
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Jasna nociceptivni odezva byla indukovéana formalinem,
Nociceptivni odezva byla potladena v zavislosti na davce SPM-
927. Ucinnost SPM 927 byla podobna G&innosti morfinu ty. témér
Uplnad zména formalinem indukované nocicepce. GBP ' inhibovalo
nociceptivni odezvu indukovanou formalinem pouze mirné, nikoliv

v8ak znaéné.
Pfiklad 5

Nasledujici Tabulky 8 a 9 ukazuji Géinnost harkoseridu
(oznaCovaného zde jako SPM 927), karbamazepinu, levetiracetamu,
*____F¥F“"_gabapentinuk.aTqmorfinu."v‘.testuauneuropatické»*bolest_"(CHUNG)' u

krysy.:Bylo pouiito osm (8) krys na skupinu.

Tabulka 8 ukazuje zkoumané u€inky pomoci dotykové stimulace na

zranéné tlapce.

Tabulka 9 ukazuje zkoumané G&inky .pomoci teplotni stimulace na

zranéné tlapce.

Obecné, vSechny slouCeniny vykadzaly zFfetelndjsi uéinky na
dotykovou nociceptivni stimulaci neZ na teplotni nociceptivni

stimulaci, a 'SPM 927 byl minimilné srovnatelny, ale obvykle

silnéjsi, neZ referenéni slou&eniny.
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U&inky SPM 927, KARBAMAZEPINU, LEVETIRACETAMU,

22

TABULKA 8§

GABRPENTINU A MORFINU

V TESTU NEURCPATICKE BOLESTI

V KRYSE

(8 'KRYS NA SKUPINU)

L]

DOTYKOVA STIMULACE

(zranénd tlapka)

LECBA

STLOU INDUKOVANE ODTAZENT TLAPKY
(mg/kg) {g)
impt=30"min; "~ ===~ promér“t"s.e.m. P % zmény
hodnota _
Kontrola 63,3 + 4,5 - -
2ranéna kontrola| 17,4 £ 2;2%**(a) | 0,000 | -73% (a)
SPM 927 (8) 27,2 £ 4,9 NS(b) | 0,094 +56% (b)
SPM 927 (16) 24,4 £3,0 NS(b) | 0,086 | +40% (b)
SPM 927 (32) 37,6 £ 6,1 **(b) | 0,008 | +116%(b)
Karbamazepin (16)| 21,0 + 2,3 NS (b) 0,275 +21% (b)
Karbamazepin (32)| 38,4 £ 8,1 *(b) | 0,026 | +121%(b)
Karbamazepin (64)| 39,2 + 9,1 *(b) | 0,036 | +125% (b)
Levetiracetam | 23,0 £ 4,0 NS{b) | 0,243 +32% (b)
(16)
- Levetiracetam 25,0 + 5,2 NS(b) 0,199 +44% (b)
(32) '
Levetiracetam | 19,8 + 4,1 NS(b) 0,612 +14% (b)
(64) ,
Gabapentin (32) | 17,2 + 3,0 NS(b) | 0,959 -1% (b)
Gabapentin (64) [ 23,5 + 4,2 NS(b} | 0,219 +35% (b)
Gabapentin (128) | 33,6 % 6,7%(b) 0,038 +93% (b)
Morfin (16) 45,9 + S,B**(b) 0,007 | +164%(b)
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- Studentiv t test (neparovy): NS = nevyznamné; *

** = p < 0,01; ¥** =p < 0,001;

* (a} porovnano s kontrolou

(b) porovnanoc se zranénou kontrolou
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TABULKA 9
ﬁéin}cy SPM 927, KRRBAMAZEPINU, LEVETIRACETAMU,
- GABAPENTINU A MORFINU
V TESTU NEUROPATICKE BOLESTI (CHUNG)
.V KRYSE
(8 KRYS NA SKUPINU)

TEPLOTNT STIMULACE

(zrandna tlapka)

LECBA : LATENCE ODTAZENI TLAPKY (s)

B N L T LT TRt RN R T N s

L - W ok gy o TR e .. - pra =

D . et g r..um(mg/kg)m JE—

i.p. -30 min

Prﬁmér t s,e,m, P % zmény
hodnota
kontrola 40,6 £ 2,2 ‘ - -
Zrannd kontrola | 16,3 + 4,4*** (a) | 0,000 -60% (a)
SPM 927 (8) 26,1 £ 5,4 NS(b) 0,180 +60% (b)
spM‘927,k16) 16,8 + 4,5 NS (b) 0,933 +3% b)
SPM 927 (32) 21,1 £ 5,6 NS(b) [ 0,512 | +29% (b)
Karbamazepin (16) 35,6 £ 4,1 **(b) 0,006 +118% (b)
| Karbamazepin (32) 22,7 + 4,3 NS(b) 0,315 +39% (b):
Karbamazepin (64) 28,8 £ 6,9 NS(b) 0,147 +77% (b)
Levetiracetam 19,0 £ 3,6 NS(b) 0,641 +17% (b)
16 . .
Levetiracetam 17,1 + 2,9 NS{(b) 0,882 +5% (b)
(32) | '
Levetiracetam 26,6 £ 6,0 NS(b) | 0,187 +63% (b)
(64)

Gabapentin (32) 19,3 + 3,6 NS(b) 0,611 +18% (b}
Gabapentin (64) | 28,5 & 5,4 NS(b) 0,101 |  +75% (p)
Gabapentin (128) | 27,1 + 5,2 NS(b) | 0,135 +663 (b)
Morfin {(16) 42,4 + 1,9 #x%(h) ¢, 000 .. +160% {b)
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Studentiv test (nepdrovy): NS = nevyznamné; ** = p < 0,01;
**¥* = p < 0,001;

(a) porovnano s kontrolou

(o) porovnano se zranénou kontrolou
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Patentové néroﬂ :P 27?&7
1. Pouziti slouCeniny, kterd ma vzorec (I)
| ,H H
Ar—CHoNHC~C—N—C—Q, o
[
0 ?Hg 0
Q R

kde

“Ar je fenyl, ktery je nesubstituovany nebo substituovany

.
mr AT A . L .

alespon jednou halo skupinou;
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Q Je niZsi alkoxy obsahujici 1-3 uhlikové atomy a Q jer
methyl;

nebo  jeho farmaceuticky prijatelnd sal pro pripravu
farmaceutické smési pro lecbu alodynie, jako hlavniho a
jedineCného  symptomu bolesti, nezavislé na_ plavodu
zédkladniho onemocnéni nebo jinYmi.odliénYmi typy chronické

nebo fantomové bolesti.

2. PouZiti slouCeniny podie. patentového néaroku 1, kde Ar- je

nesubstituovany fenyl pro pfipravu farmaceutické smési pro
lécbu alodynie, fjako hlavniho a jedineéného symptomu
bolesti, nezavisié na puvodu zdkladniho onemocnéni nebo

jinymi odlidnymi typy chronické nebo fantomové bolesti.

3. Poﬁiiti sloudeniny podle patentovych narokd 1 a 2, kde halo
je fluoro, pro pfipravu farmaceutické smési pro 1écébu
alodynie, jako hlavniho a jedineéného symptomu bolesti,
nezavislé na pdvodu zakladniho onemocnéni nebo jinymi

odliSnymi typy chronické nebo fantomové bolesti.




podstaté &isty enantiomer, pro pripravu farmaceutické smési
pro lécbu aledynie, jako hlavniho a jedine&ného symptomu

bolesti, nezavislé na pavodu " zakladniho onemocnéni nebo
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4. Pouziti slouéeniny podle batentovych ndrck 1-3, kde Q je
alkoxy, obsahujici 1-3 atomy uhliku a Ar fje nesubstituovany'
fenyl pro pfipravu‘farmaceutické smési pro 1lécéhu alodynie,
jako hlavniho a jedine&ného symptomu bolesti, nezadvislé na
pavodu zAkladniho onemocnéni nebo Jinymi odlisnymi typy
chronické nebo fantomové bolesti.
5. PouZiti slou&eniny podle patentovych naroki 1-4 pro pripravu
farmaceutické smési pro 1éébu tinnitus aureum.
6. PouZiti sloueniny v R konfiguraci, ktera ma vzorec (I)
H H
T e k. IRV T S e o R S L ...-.'...._Il--ql.-__” e e T i L A o e e b
Ar—CHNHC—C—-N—C—Q;, (1
o ‘
OCH, . O
Q.
kde
Ar je fenyl, ktery ije nesubstituovany nebo substituovany
alespoil jednou halo skupinou;
Q Je niZsi alkoxy obsahujici 1-3 uhlikové atomy a @y je
methyl; .
nebo  jeho farmaceuticky pi¥ijatelnad sual pro pripravu
farmaceutické smési pro léébu alodynie, “jako hlavniho a
jedine&ného symptomu  bolesti,  nezavislé na plavedu
zakladniho onemocn&ni nebo Jinymi odlidnymi typy chronické
nebo fantomové bolesti.
7. PouZiti slouceniny podle patentového naroku 6, ktera je v




12.

13.
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Jjinymi odliZnymi typy chronické nebo fantomové bolesti.

Pouziti slouCeniny podle patentovych narokti 6 a 7, kde Ar je

nesubstituovany fenyl, pro pfipravu farmaceutické smési pro

léchu alodynie, jake hlavniho a jedineéného symptomu
bolesti, nezdvislé na pivodu zdkladniho onemocnéni nebo

Jinymi odlisnymi typy chronické nebo fantomové bolesti.

PouZiti slou€eniny podle patentovych narokd 6-8, kde halo je
fluoro, pro pFipravu ‘farmaceutické smési pro 1échu

alodynie, jako hlavniho a jedine¢ného symptomu bolesti,

nezavislé na phvodu zédkladniho onemocn&ni nebo jinymi

PouZiti slouleniny podle patentovych narokd 6-9, kde Q je
alkoxy, obsahujici 1-3 atomy uhliku a Ar je nesubstituovany
fenyl pro pfipravu farmaceutické smési pro lécbu alodynie,
Jako hlavniho a jedine&ného symptomu bolesti, neiévislé na
puvodu z&kladniho onemocné&ni nebo Jjinymi odliénymi typy

chronické nebo fantomové bolesti. .

PouZiti (R)—2-Acetamid—N-benzyl—3-methoxypropionamidu nebo
jeho farmaceuticky pfijatelné soli pro pripravu
farmaceutické sm&si pro 1éébu alodynie, jéko _hlévniho a
jedine¢ného  symptomu bolesti, nezavislé . na  pavodu
zéklédniho onemocneni nebo jinymi odliZnymi ﬁypy chreonické

nebo fantomové bolesti.

Pouziti sloudeniny podle patentového naroku 11, kterd je v

podstaté &isty enantiomer, pro pfipravu farmaceutické smési
pro lécbu alodynie, jako hlavniho a jedinedéného symptomu

Lolesti, nezavislé na plvodu zakladniho onemocnéni nebo

Jinymi odlisnymi typy chronické nebo fantomové bolesti.

Pouziiti sloueniny podle patentovych ndrokd 6-12 pro

odliénYmi+typyLChronickéknebo-fantomovévbolestiﬁ ST me——
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PEipravu farmaceutické smési Pro l1écébu tinnitus aureum.
14. Farmaceuticka smés zahrnujici u&inné mno¥stvi slouCeniny
proti alodynii, podle jakéhokoliv z patentovych néaroka 1-

13, a jejiho farmaceutického nosice.
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