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Beschreibung

[0001] Diese Erfindung betrifft die Verwendung von Acetyl-L-carnitin zur Herstellung eines Medikamentes mit
analgetischer Aktivitat zur vorbeugenden Therapie von postchirurgischen Schmerzen.

[0002] Mit Analgesie ist ein Zustand gemeint, bei dem Schmerzstimulus, der im Kérper vorhanden ist, nicht
als Schmerz festgestellt wird.

[0003] Ein Analgetikum ist ein Medikament, das in der Lage ist, Analgesie zu erzeugen, d. h. Verschwinden
von Schmerz, indem mit der Empfindung des nozizeptiven Stimulus ohne Induktion von Anasthesie oder einem
Verlust des Bewul3tseins interferiert wird.

[0004] Die Verabreichung eines Medikamentes vor Beginn des Schmerzes wird als praventive Therapie flr
Schmerz oder als praventive Analgesie bezeichnet.

[0005] Mit praventiver Analgesie ist eine therapeutische Strategie gemeint, die die friihzeitige Verabreichung
einer Substanz vor dem Schmerzereignis involviert, die in der Lage ist den Schmerzstimulus zu blockieren, be-
vor er das zentrale Nervensystem erreicht, wodurch die Vermittlungsantwort verhindert wird, die durch den no-
zizeptiven Input im Rickenmark verursacht wird.

[0006] Es wird festgestellt, dalk die Wirksamkeit eines praventiven analgetischen Medikamentes nicht nur von
der Zeit abhangt, wann der Verabreichungsschritt vor dem Schmerzereignis durchgefihrt wird, sondern eben-
falls von der realen Kapazitat des Medikamentes, Anderungen des Medikamentes, Anderungen des Mecha-
nismus der zentralen Sensibilisierung, die schmerzbezogen ist, zu verhindern.

[0007] Daher klart dieses Konzept, dafd die Wirksamkeit einer Substanz davon abhangt, ob sie vor dem Be-
ginn des nozizeptiven Stimulus verabreicht wird.

[0008] Die praventive analgetische Eigenschaft von Actyl-L-carnitin ist nicht bekannt, wahrend dessen anal-
getische Aktivitat bei der peripheren Neuropathie von unterschiedlicher Atiologie untersucht worden ist. Diese
angenommene antalgetische Aktivitat war der neurotrophen Aktion der Substanz zuzuschreiben, d. h. ihrer Fa-
higkeit, die peripheren Nerven zu schitzen und/oder die Regenerierung davon zu stimulieren.

[0009] Eine solche Verwendung von Acetyl-L-carnitin ist in Clin. Drug. Invest. 10(6): 317-322, 1995 beschrie-
ben. In der gleichen Studie wurde auch die antalgische Wirkung der Substanz erwahnt, aber die Ergebnisse
sind vom statistischen Standpunkt her nicht signifikant. Daher unterscheidet sich eine solche Verwendung von
Acetyl-L-carnitin von der Verwendung, die erfindungsgemal vorgeschlagen wird, weil die zuerstgenannte kei-
ne analgetische Wirkung der Substanz identifiziert.

[0010] Die Schmerzaktivitat von Acetyl-L-carnitin bei Patienten mit peripheren Neuropathien ist in Int. J. Clin.
Pharm. Res. XV(1): 9-15, 1995 mit statistisch signifikanten Ergebnissen beschrieben.

[0011] Diese Studie unterscheidet sich ebenfalls von dieser Erfindung, weil sie den neuropathischen Schmerz
und die interventionistische therapeutische Annaherung eher betrifft als die praventive (Blockade des
Schmerzbeginns) oder vorbeugende (vor dem Schmerzbeginn), wie in dieser Erfindung beschrieben, betrifft.

[0012] In Exp. Gerontol. 29(5): 569-574; 1994 wird die Verwendung von Acetyl-L-carnitin in Ratten beschrie-
ben, die einer Kaltwasserbeanspruchung unterworfen sind, zur Untersuchung des Mechanismuses, der durch
die Hypothalamus-Hypophyse-Nebennierenachse in der Analgesie mediiert ist, die durch eine solche Bean-
spruchung induziert wird.

[0013] Durch Vergleich von jungen und alten Ratten offenbart diese Arbeit die Kapazitat des Acetyl-L-carnitin,
eine effiziente Belastungsantwort in den alten Ratten durch einen Mechanismus aufrechtzuerhalten, der mit
der Verlangsamung des altersabhangigen Verlustes von Glucocorticoid-Rezeptoren verbunden ist, die im Hip-
pocampus lokalisiert sind, wodurch das positive Altern der zellularen Strukturen, ausgedriickt als Aufrechter-
haltung und Funktion, favorisiert wird.

[0014] Die oben erwahnten Arbeiten beschreiben die analgetische Aktivitat von Acetyl-L-carnitin und dessen

Fahigkeit, den Alterungsprozel abzusenken, aber sie beschreiben weder die Verwendung von Acetyl-L-carni-
tin als analgetische Verbindung, insbesondere als praventives Analgetikum, noch legen sie diese nahe.
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[0015] Arzneimittel zur vorbeugenden Behandlung von Schmerzen sind bereits bekannt.

[0016] Das Indomethacin ist aktiv bei der Verhinderung oder Reduktion von postchirurgischem Schmerz bei
Patienten, die chirurgische Interventionen eingehen. Die Nebenwirkungen dieser Verbindungen sind: einzelne
oder multiple Ulzerationen des oberen Gastrointestinaltrakte und vorderer Kopfschmerz (Goodman and Gil-
man's: The pharmacological basis of therapeutics. Hardman J. G., Limbrid L. E.; Molinoff P. B., Ruddon R. W.,
Herausgeber: McGraw-Hill, 997).

[0017] Clonidin und Ketamin, die Verbindungen sind, die als praventive Analgetika verwendet werden, flihren
zu unerwiinschten Wirkungen wie Sedation, Anasthesie und Immobilitdt (Goodman and Gilman's: The parma-
cological basis of therapeutics. Hardman J. G., Limbird L. E.; Molinoff P. B., Ruddon R. W., Herausgeber: Mc-
Graw-Hill, 1997).

[0018] Aufdem medizinischen Gebiet gibt es ein groRes Bedurfnis fir Medikamente mit analgetischer Aktivi-
tat, die zur vorbeugenden Behandlung von Schmerz niitzlich sein kénnen und nicht die Nachteile der oben er-
wahnten Arzneimittel présentieren.

[0019] Es wurde nun festgestellt, da® das Acetyl-L-carnitin eine analgetische Aktivitat aufweist und als Mittel
verwendet werden kann, das zur praventiven Therapie von postchirurgischen Schmerz nitzlich ist.

[0020] Insbesondere wird die Verbindung gemal der Erfindung als praventives analgetisches Arzneimittel zur
praemptives analgetisches Arzneimittel zur praventiven Therapie von postchirurgischen Schmerzen verwen-
det.

[0021] Ein anderes Ziel dieser Erfindung ist die Verwendung von Acetyl-L-carnitin oder einen pharmazeutisch
akzeptablen Salz davon zur Herstellung eines Medikamentes zur vorbeugenden Therapie von postchirurgi-
schen Schmerzen.

[0022] Mit dem pharmazeutischen Salz von Acetyl-L-carnitin ist irgendein Salz davon mit einer Saure ge-
meint, das keine unerwiinschten toxischen Wirkungen ergibt. Diese Sauren sind dem Pharmakologen und den
Experten auf dem Gebiet der Pharmazie gut bekannt.

[0023] Nicht-beschrankende Beispiele dieser Salze sind: Chlorid, Bromid, Orotat, saures Aspartat, saures Ci-
trat, Citratmagnesium, saures Phosphat, Fumarat und saures Fumarat, Fumaratmagnesium, Lactat, Maleat
und saures Maleat, Mucat, saures Oxalat, Pamoat, saures Pamoat, saures Sulfat, Phosphatglucose, Tartrat,
saures Tartrat, Tartratmagnesium, 2-Aminethansulfonat, Magnesium-2-aminethansulfonat, Tartratcholin und
Trichloracetat.

[0024] Die folgenden Beispiele erlautern die Erfindung.
Beispiel 1

[0025] Das anti-nozizeptive Profil von Acetyl-L-carnitin wurde in Mausen durch Durchfiihren der traditionellen
Tests bei Analgesie, wie Heilplatten-Test (thermischer Stimulus) und abdominaler Konstriktions-Test (chemi-
scher Stimulus) und einige experimentelle Modelle von Hyperalgesie untersucht, die indiziert wurden durch:

— interperitoneale Verabreichung (IP) von 0,3% und 0,6% Essigsaure-LOsung;

— Morphin-Entzugssyndrom;

— Verabreichung von Kaininsaure (20 mg/kg, IP);

— Verabreichung von N-Methyl-D-aspartat (1,64 mpg/Maus intrathekal)
[0026] Das erste Experiment war der HeiRlatten-Test.

[0027] Mannliche Swiss Webster-Mause mit einem Gewicht zwischen 22 und 30 g wurden verwendet.

[0028] Der Test wurde entsprechend O'Callaghan und Holtzman in J. Pharmacol. Exp. Ther. 197: 533-537,
1976 durchgefihrt.

[0029] Gemal diesem Test wird ein nicht-rostender Stahlbehalter in einem Wasser bei einer Temperatur von
52,5°C angeordnet.
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[0030] Die Maus wurde von der heifden Platte unmittelbar nach dem ersten Anzeichen eines Schmerzstimulus
entfernt. Die maximale Latenzzeit, die auf der hei3en Platte registriert wurde, war 45 Sekunden.

[0031] Die Analgesiewerte wurden bei 15 Minuten-Intervallen bestimmt.

[0032] Die Daten von Tabelle 1(A) zeigen, dal die akute subkutane (SC)-Verabreichung von Acetyl-L-carnitin
bei einer Dosis von 100 mg/kg keine schitzende Wirkung austbte.

Tabelle 1 (A)

Akute SC-Behandlung

Heilke Platte
Schlaglatenzzeit (s)

Vor der Behand- Nach der Behandlung

lung 15 min 30 min 45 min
Physiologische L6- | 13,6 + 1,2 147+1,5 13,1+£1,8 145+1,6
sung (PS) (20) (20) (20) (20)
Acetyl-L-carnitin 13,9+0,7 17,3+1,7 16,8+ 1,2 152 +1,7
100 mg/kg (30) (30) (30) (30)

[0033] Die Werte sind Mittel + Standardabweichung.
[0034] In den Klammern wird die Zahl der Tiere angegeben.
[0035] Die Daten der Tabelle 1(B), die sich auf die Tiere beziehen, die mit Acetyl-L-carnitin bei einer Dosis

von 100 mg/kg zweimal taglich (BID), SC 7 Tage lang behandelt wurden, zeigen eine statistisch signifikante
antinozizeptive Wirkung.

Tabelle 1 (B)

7-tagige subchronische Behandlung (SC)

Heilke Platte
Schlaglatenzzeit (s)

Vor der Behand- Nach der Behandlung

lung 15 min 30 min 45 min
Physiologische L6- | 16,4 + 1,6 175+15 15,3+£1,9 149+21
sung (20) (20) (20) (20)
Acetyl-L-carnitin 21,8+1,17 22,1+1,87 22,5+1,9" 22,2 +1,77
100 mg/kg BID (41) (41) (41) (41)

[0036] Die Werte sind Mittel £ Standardabweichung.

[0037] In den Klammern wird die Zahl der Tiere angegeben.

[0038] “p < 0,05 im Vergleich zur Gruppe, behandelt mit PS.

[0039] Wenn das Acetyl-L-carnitin 14 Tage verabreicht wurde, beeinfluBte es nicht die Intensitat der antinozi-
zeptiven Wirkung, die die gleiche war wie nach 7 Tagen, aber der Test war nicht statistisch signifikant, weil die

Belastung, die durch die wiederholten Verabreichungen (zwei Injektionen/Tag flr 14 Tage) verursacht waren,
zu einer Erhéhung der Tolerenzschwelle der Kontrollratten um einige Sekunden fiihrte, Tabelle 1(C).
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Tabelle 1 (C)

14-tagige subchronische Behandlung (SC)

HeilRe Platte
Schlaglatenzzeit (s)

Vor der Behand- Nach der Behandlung

lung 15 min 30 min 45 min
Physiologische L6- | 18,7 £ 1,7 19,1+£2,2 179+24 18,0+2,0
sung (7) (7) (7) (7)
Acetyl-L-carnitin 224 +1,4 221+27 225+2,1 234+29
100 mg/kg BID (27) (27) (27) (27)

[0040] Die Werte sind Mittel £ Standardabweichung.
[0041] In den Klammern wird die Zahl der Tiere angegeben.

[0042] Die antinozizeptive Wirkung von Acetyl-L-carnitin dauerte noch 7 Tage nach der letzten 14-tagigen Se-
rie der Injektionen bei einer Dosis von 100 mg/kg BID, SC an; Tabelle 1 (D) an.

Tabelle 1 (D)

7 Tage nach Ende der 14-tdgigen Behandlung

Heilke Platte
Schlaglatenzzeit (s)

Vor der Behand- Nach der Behandlung

lung 15 min 30 min 45 min
Physiologische L6- | 14,0 £ 1,2 15,1+£2,0 13,8125 13,0+£2,1
sung (7) (7) (7) (7)
Acetyl-L-carnitin 19,2 + 1,67 21,1 +£1,9" 18,5+1,8 19,0+ 2,3
100 mg/kg BID (12) (12) (12) (12)

[0043] Die Werte sind Mittel £ Standardabweichung.
[0044] In den Klammern wird die Zahl der Tiere angegeben.
[0045] “p < 0,05 im Vergleich zur Gruppe, behandelt mit PS.

[0046] In diesem Fall fihrte die Schmerzschwelle der Kontrollratten zu den anfanglichen Werten zurtick und
daher wurde festgestellt, dal’ die Erhéhung der Schlaglatenzzeit erneut statistisch signifikant war.

[0047] Im gleichen Test beeinfluBte das Acetyl-L-carnitin nicht die Schmerzschwelle nach 1 bis 8 Stunden von
einer einzelnen Verabreichung von 100 mg/kg SC, Tabelle 2.
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Tabelle 2

SC-Behandlung

HeilRe Platte
Schlaglatenzzeit (s)

Vor der Nach der Behandlung

Behand- |4, 2h 3h 4h 6h 8h
lung
Physiologische L6- | 14,1 % 14,9 + 13,7 + 13,8 + 14,0 + 133 + 14,6 +
sung 1.0 17 1.9 1,4 1,6 1,5 2.1

(8) (8) (8) (8) (8) (8) (8)
Acetyl-L-carnitin 100 | 14,5 + 15,8 + 14,7 + 15,6 + 14,1+ 15,2 + 14,9 +
mg/kg 0,9 2,2 1,5 1,9 2,0 1,9 1,6
(12) (12) (12) (12) (12) (12) (12)

[0048] Die Werte sind Mittel £ Standardabweichung.

[0049] In den Klammern wird die Zahl der Tiere angegeben.

[0050] Das Acetyl-L-carnitin hatte bei einer Dosis von 30 mg/kg SC keine analgetische Wirkung auf Mause
wahrend des Heildplatten-Testes sowohl nach der akuten Verabreichung (Tabelle 3 (A)) als auch der Verabrei-

chung von 30 mg/kg BID SC fur 7 Tage (Tabelle 3 (B)).

Tabelle 3 (A)

SC akute Behandlung

HeilRe Platte
Schlaglatenzzeit (s)

Vor der Behand- Nach der Behandlung

lung 15 min 30 min 45 min
Physiologische L6- | 13,4 + 1,1 14,3+1,3 141117 15,1+1,9
sung (10) (10) (10) (10)
Acetyl-L-carnitin 14,2+ 0,9 15,8+ 1,8 16,5+ 2,0 15,0+ 2,1
30 mg/kg (15) (15) (15) (15)

[0051] Die Werte sind Mittel £ Standardabweichung.

[0052] In den Klammern wird die Zahl der Tiere angegeben.
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Tabelle 3 (B)

7-tagige subchronische Behandlung (SC)

HeilRe Platte
Schlaglatenzzeit (s)

Vor der Behand- Nach der Behandlung

lung 15 min 30 min 45 min
Physiologische Lo- | 17,1+ 1,2 175+1,9 16,6 £ 1,8 159+ 2,1
sung (10) (10) (10) (10)
Acetyl-L-carnitin 15,8 £ 1,3 16,3 £ 2,1 17,3+£1,9 152+1,5
30 mg/kg BID (16) (16) (16) (16)

[0053] Die Werte sind Mittel £ Standardabweichung.
[0054] In den Klammern wird die Zahl der Tiere angegeben.
Beispiel 2
[0055] Das zweite Experiment war der abdominale Konstriktionstest.
[0056] Mannliche Swiss Webster-Mause mit einem Gewicht zwischen 22 und 30 g wurden verwendet.

[0057] Der abdominale Konstriktionstest wurde entsprechend Koster et al., Fed. Proc. 18: 412, 1959 durch-
gefihrt.

[0058] GemaR diesem Test erfolgte eine IP-Injektion von 0,6%iger Essigsdure-Lésung 5 Minuten vor Beginn
der Beobachtung, die 10 Minuten dauerte.

[0059] Bei einigen Experimenten wurde der Prozentsatz der Essigsdure um die Halfte reduziert (0,3%).

[0060] Wenn der abdominale Konstriktionstest durch Verwendung 0,6%iger Essigsédure-Lésung durchgefuhrt
wurde, bendtigte es 14 Tage der Behandlung, bevor das Acetyl-L-carnitin eine antinozizeptive Wirkung (100
mg/kg BID, SC oder IP) ausubte, wahrend die akute Verabreichung (SC oder IP) und eine, die fir 7 Tage wie-
derholt wurde, immer bei derselben Dosis, Uberhaupt keine Wirkung zeigte (Eig. 1).

[0061] Daher war eine 14-tdgige Verabreichung notwendig, um eine Analgesie in diesem besonderen Test zu
erhalten, der einen intensiven abdominalen Schmerz involviert.

[0062] Wenn die abdominalen Kontraktionen durch 0,3%ige Essigsaure induziert wurden, wurde die statisti-
sche Signifikanz des Acetyl-L-carnitins (100 mg/kg BID, IP oder SC) nach einer 7-tdgigen Behandlung erzielt

(Fig. 2).

[0063] GleichermalRen wie es beim Heil3platten-Test beobachtet wurde, hatte das Acetyl-L-carnitin bei einer
Dosis von 30 mg/kg IP (oder SC) selbst nach einer 18-tdgigen Behandlung in der Gegenwart von 0,6%iger
Essigsaure keine Wirkung (Eia. 3). Im Gegensatz zu dem, was beim Heillattentest passierte, wurde die sta-
tistische Signifikanz nach 14 Tagen in der Gegenwart einer kleinen Konzentration an Saure erhalten (Eig. 4).

[0064] Sowohl beim HeilRplatten-Test (Tabelle 4(A) als auch beim abdominalen Konstriktions-Test (0,3 und

0,6%) (Tabellen 4(B) und (C)) wurde keine Erhéhung der Schmerzschwellen bei solchen Mausen beobachtet,
die eine Acetyl-L-carnitin-Losung (3 mg/ml), aufgeldst in einer Flasche, 7 und 14 Tage erhielten:
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Tabelle 4 (A)

7-14-tagige subchronische Behandlung

Heilke Platte

Schlaglatenzzeit (s)

Vor der Behandlung Nach der Behandlung
7 Tage 14 Tage
Physiologische Lésung 14,4+1,0 16,6 £1,9 17,2+2,.2
(15) (15) (15
Acetyl-L-carnitin 3 13,8 +£0,8 17,8+2,3 18,8 +£2,5
mg/ml in Trinkwasser (15) (15) (15)
[0065] Die Werte sind Mittel £ Standardabweichung.
[0066] In den Klammern wird die Zahl der Tiere angegeben.
Tabelle 4 (B)
Anzahl der Konstriktionen (0,6%ige Essigséaure)
Subchronische Behandlung
Nach der Behandlung
7 Tage 14 Tage
Physiologische Lésung 33,1+3,6 25,8+4,8
(10) (10)
Acetyl-L-carnitin 3 mg/ml in Trink- | 31,51+4,0 28,3+5,1
wasser (6) (6)
[0067] Die Werte sind Mittel £ Standardabweichung.
[0068] In den Klammern wird die Zahl der Tiere angegeben.
Tabelle 4 (C)
Anzahl der Konstriktionen (0,3%ige Essigsaure)
Subchronische Behandlung
Nach der Behandlung
7 Tage 14 Tage
Physiologische Lésung 145+ 2,6 12,7+ 3,4
(10) (10)
Acetyl-L-carnitin 3 mg/ml in Trink- | 12,7 £ 3,5 11,9+2,2
wasser (6) (6)

[0069] Die Werte sind Mittel £ Standardabweichung.
[0070] In den Klammern wird die Zahl der Tiere angegeben.
[0071] In diesem Fall mul® beriicksichtigt werden, da® die Quantitat der Losung, die durch die behandelten

Mause getrunken war, grob die Halfte der normalen Menge des Wassers war, das von Mausen mit dem glei-
chen Gewicht getrunken wurde.
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Beispiel 3

[0072] Die Analgesie, induziert durch das Acetyl-L-carnitin (100 mg/kg BID, SC fir 7 Tag) wurde in Gegenwart
einiger Antagonisten fir einige Neutrotrnasmissionssysteme bestimmt, die stark bei der Regulierung der
Schmerzschwelle involviert waren, und insbesondere Naloxon (Opioid-Antagonist), CGP-35348 (GABA;-Ant-
agonist) und alpha-Methyl-p-tyrosin (Inhibitor der Synthese von Cathecolaminen).

[0073] Diese Verbindungen waren nicht in der Lage, die Analgesie zu antagonisieren, die durch das Ace-
tyl-L-carnitin induziert war (Tabelle 5).

[0074] In Ubereinstimmung mit den Standardvorgéngen, die dem Fachmann bekannt sind, waren die Dosen,
die fur jeden Antagonisten verwendet wurden, das Minimum, das erforderlich war, um die Analgesie zu verhin-
dern, die durch Morphin (7 mg/kg SC) (1, 100 und 200 mg/kg IP), Baclofen (4 mg/kg SC) und Amphetamin (1
mg/kg SC) (nicht-berichtete Daten) induziert wurde.

[0075] Gemal diesen Experimenten war es mdglich, auszuschlief3en, dal die Opioid-, GABAergische und
catecholaminergische/serotoninergische Systeme bei der Analgesie involviert waren, die durch die betreffende
Verbindung induziert wurde.

[0076] Im Gegensatz dazu erwies sich die Behandlung mit Verbindungen mit anticholinergischer Aktion wie
Atropin (nicht-selektiver Muscarinin-Antagonist), S-(-)-ET-126 (0,1 pg/Maus ICV), (M, selektiver Antagonist),
Pirenzepin (0,1 pg/Maus ICV), (M, selektiver Antagonist) und Hemicholinium-3 (HC-3) 1 pg/Maus ICV) (Ver-
braucher von Acetylcholin durch die Blockade der Cholin-Wiederaufnahme) als fahig, die Erhéhung der
Schmerzschwelle zu antagonisieren, die durch das Acetyl-L-carnitin induziert wurde (Tabelle 5).
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Tabelle 5
HeilRe Platte
Schlaglatenzzeit (s)
Vorbehandlung | Behandlung Vor Behand- Nach Behand- | Nach Behand- | Nach Behand-
lung lung lung lung
15 min 30 min 45 min

Physiologi- Physiologi- 15,6 £ 0,9 14,7+1,5 149+0,8 14,8 + 0,8
sche Lésung sche Lésung
10 mi/kg (PS)
Physiologi- Acetyl-L-carni- | 21,8 £1,1* 22,6 +1,3* 22,5+1,3" 22,9 +1,6"
sche Loésung tin
10 ml/kg
Naloxon 1 PS 14,0 £ 0,7 13,3+1,3 13,1+1,1 14,2+1,3
mg/kg
Naloxon 1 Acetyl-L-carni- | 22,6 + 0,6* 22,3+1,9* 22,1+2,0* 20,6 + 1,27
mg/kg tin
CGP 35348 PS 14,4 +0,8 12,4 +1,0 12,6 +1,3 12,2+1,6
100 mg/kg
CGP 35348 Acetyl-L-carni- | 22,1 £0,7* 21,1+1,27 21,0+ 2,17 20,3+ 1,97
100 mg/kg tin
al- PS 14,6 £ 0,9 15,4 +1,6 16,1+ 1,8 13,6 +1,5
pha-M-p-T-200
mg/kg
al- Acetyl-L-carni- | 22,0 £1,3* 22,5+2,0* 21,5+1,7* 21,6V 1,5~
pha-M-p-T-200 | tin
mg/kg
Atropin 5 PS 14,1+0,9 13,7111 15,4+ 1,2 13,1+1,9
mg/kg
Atropin 5 Acetyl-L-carni- | 21,2 +1,0" 11,4+1,7° 12,6 +1,9° 12,8 +1,3°
mg/kg tin
HC-31pglICV | PS 14,1+£0,9 13,7+11 15,4 +1,2 13,1+1,9
HC-3 1 ug ICV | Acetyl-L-carni- | 22,0 £ 1,14 14,6 £1,3° 14,0 £ 1,8° 15,5+1,9°

tin
Pirenzepin 0,1 | PS 13,6 +£0,8 13,9+1,5 14,5+ 1,8 155+1,5
ug ICV
Pirenzepin 0,1 | Acetyl-L-carni- | 21,6 + 1,3 16,5+1,8° 14,3 +£2,0° 17,1 £1,6°
ug ICV tin
S-(-)-ET-126 PS 15,0+ 1,0 15,3+1,8 16,2+1,9 16,1+ 2,0
0,1 ugICV
S-(-)-ET-126 Acetyl-L-carni- | 22,9 £ 1,34 15,8 £2,2° 16,9+ 2,3° 15,8 +1,8°
0,1 pg ICV tin

Acetyl-L-carnitin: 100 mg/kg BID, SC fur 7 Tage.

[0077] Werte sind Mittelwerte £+ Standardabweichung von wenigstens 12 Tieren.

[0078] “p < 0,05; *p < 0,01 im Vergleich zur Gruppe, behandelt mit PS.

[0079] °p < 0,01 im Vergleich zur Gruppe, behandelt mit Acetyl-L-carnitin.

[0080] Die Beobachtung, dafl} die Analgesie, induziert durch das Acetyl-L-carnitin, durch den M, Muscarin-Re-
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zeptor-Subtyp mediiert wird, wird durch die Anwendung der Antisense-Strategie bestatigt.

[0081] Die Verabreichung von Oligonukleotiden beim Gen, das den M, (aODN-anti M,)-Rezeptor codiert, bei
einer Dosis von 3 Nanomol fiir jede einzelintrazerebroventrikulare Injektion (ICV) erwies sich als in der Lage,
die Produktion der Antinizizeption zu verhindern, die durch die wiederholte Verabreichung von Acetyl-L-carnitin
(100 mg/kg BID, SC fiir 7 Tage) induziert wurde (Tabelle 6).

[0082] Die Idee zur Durchfiihrung dieser Serie von Experimenten mit einem aODN in der Gegenwart von Ace-
tyl-L-carnitin stammt von Ghelardini et al. (Br. J. Pharmacol., 128, 1633—-1640, 2000), der deominstrierte, dal}
die Physostigmin-induzierte Analgesie und die Analgesie, die durch direkte Cholinomimetiken induziert wird,
vollstéandig durch eine Vorbehandlung mit einem aODN-anti-M, bei einer Dosis von 3 Nanomolen/jeder einzel-
nen ICV-Injektion verhindert werden.

[0083] Bei den gleichen experimentellen Bedingungen wurde festgestellt, dall die Vorbehandlung der Tiere
mit dem aODN (DOTAP)-Vehikel ebenso wie mit dem Antisense-degenerativen Oligonukleotid (dODN) (Mi-
schung von 3 x 10™ unterschiedlichen Oligonukleotiden jeweils, die an der Wirkungsstelle bei einer Konzent-
ration von weniger als 107'® M vorhanden sind) keine Wirkung auf die Analgesie ausiibte, die durch Ace-
tyl-L-carnitin induziert wurde (Tabelle 6).

[0084] Die Daten, die den Antagonismus betreffen, der durch Hemicholinium-3 ausgetibt wird, zeigen, dal} es
moglich ist, zu folgern, dafd das Acetyl-L-carnitin nicht als direkter muscarinischer Antagonist wirkt, sondern die
Funktionalitat des cholinergischen Systems verstarkt.

Tabelle 6

Heile Platte

Schlaglatenzzeit (s)

Vorbehand- Behandlung Vor Behand- Nach Behand- | Nach Behand- | Nach Behand-

lung (ICV Ein- lung lung lung lung

zelinjektion) 15 min 30 min 45 min

AODN 3 nmol Physiologi- 14,3+1,2 155+2,3 15,4 +1,6 16,0+ 2,2
sche Losung

AODN 3 nmol Acetyl-L-carni- | 13,5+ 0,8* 16,6 £ 1,9* 15,8 £ 1,8* 15,8 £ 1,5*
tin

dODN 3 nmol Physiologi- 13,3+1,4 129124 141125 153+21
sche Losung

dODN 3 nmol Acetyl-L-carni- | 23,6 + 1,1 22623 21,9+1,5 22,3+1,7
tin

Acetyl-L-carnitin: 100 mg/kg BID, SC, fiir 7 Tage

[0085] aODN wurde via ICV an den Tagen 1, 4 und 7 injiziert;

[0086] Die nozizeptive Antwort wurde 24 Stunden nach der letzten Injektion von Acetyl-L-carnitin aufgezeich-

net.

[0087] Die Werte sind Mittelwerte + Standardabweichung von wenigstens 10 Tieren.

[0088] *p < 0,01 im Vergleich zur Gruppe, behandelt mit dODN + Acetyl-L-carnitin.

Beispiel 4

[0089] Die folgenden Versuche wurden durchgefiihrt, um die Wirkungen zu bestimmen, die Acetyl-L-carnitin
auf das Nervensystem haben kann: der Rota-Stabtest, der Lochbrett-Test und der Schlafinduktions-Test.

[0090] Mannliche Swiss Webster-Mause mit einem Gewicht zwischen 22 g und 30 g wurden verwendet.
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[0091] Der Rota-Stabtest wurde mit Hilfe einer Anlage durchgefiihrt, bestehend aus einer Plattform und ei-
nem rotierenden Stab mit einem Durchmesser von 3 cm (16-20 Upm) mit einer nicht glatten Oberflache.

[0092] Die Integritat der Bewegungskoordination der Tiere wurde entsprechend der Kapazitat der Mause be-
stimmt, ihr Gleichgewicht auf dem rotierenden Stab zu behalten.

[0093] Bei verschiedenen Intervallen nach der Behandlung war der berticksichtigte Parameter die Anzahl der
Falle eines Tieres innerhalb einer 30-sekiindigen Beobachtung (Vaught et al., Neuropharmacol. 24: 211, 1985).

[0094] Bei dem Lochbrett-Test wurde die Bewegung der Ratten durch zwei separate Photozellsysteme auf-
gezeichnet, die sowohl die Bewegungen auf der Platte (spontane Motilitat) als auch die Anzahl aufzeichneten,
wie haufig die Mause ihren Kopf in die Lécher auf der Oberflache steckten (Explorationsaktivitat).

[0095] Die Mause wurden einzeln auf die Platte gegeben und 5 Minuten freigelassen, um sowohl die Ober-
flache als auch die Lécher zu erforschen.

[0096] Beim Schlafinduktionstest mit Pentobarbital wurde die Dauer des Krimmungsreflexes in den Mausen
gemessen, die mit Pentobarbital (60 mg/kg IP) behandelt waren.

[0097] Die Motorkoordination der Mause, behandelt mit dem Acetyl-L-carnitin (100 mg/kg BID, SC oder IP fur
7 und 14 Tage) erwies sich als nicht verschieden von der Motorkoordination der Kontrollmause, die mit physi-
ologischer L6sung behandelt waren. Die Zahl der Falle wahrend der 30-sekindigen Beobachtung verminderte
sich tatsachlich progressiv mit der Wiederholung der Behandlungen, und dies beweist, dal} die behandelten
Mause gelernt hatten, ihre Balance auf dem rotierenden Stab zu halten.

Tabelle 7 (A)

7-tagige subchronische Behandlung (IP)

Rota-Stab
Anzahl der Falle in 30 Sekunden

Vor der Behand- Nach der Behandlung

lung 15 min 30 min 45 min
Physiologische L6- | 3,8 + 0,4 (5) 2,0+£0,2(5) 1,8+ 0,3 (5) 0,8+0,2(5)
sung
Acetyl-L-carnitin 3,6 +0,5(5) 2,2+0,4(5) 1,5+ 0,3 (5) 1,1+£0,3 (5)
100 mg/kg BID

[0098] Die Werte sind Mittel + Standardabweichung.
[0099] In den Klammern wird die Zahl der Tiere angegeben.
Tabelle 7 (B)
14-tagige subchronische Behandlung (IP)

Rota-Stab
Anzahl der Falle in 30 Sekunden

Vor der Behand- Nach der Behandlung

lung 15 min 30 min 45 min
Physiologische L6- | 4,2 + 0,4 (5) 3,1+£0,4 (5) 2,2+0,2(5) 1,6 £0,3 (5)
sung
Acetyl-L-carnitin 3,9+0,5(5) 2,9+0,3(5) 1,7+ 0,4 (5) 1,0+ 0,3 (5)
100 mg/kg BID
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[0100] Die Werte sind Mittel £ Standardabweichung.
[0101] In den Klammern wird die Zahl der Tiere angegeben.

[0102] Die spontane Motilitdt und Explorationsaktivitat der behandelten Mause, die durch den Loch-Brett-Test
bestimmt waren, zeigten keinen Unterschied im Vergleich zu Kontrollgruppe:

Tabelle 8

14-tagige subchronische Behandlung (SC)

Explorationsaktivitat Locomotoraktivitat
Anzahl der Bewegungen Anzahl der Explorationen
Physiologische Lésung 59,4+ 7,7 (7) 21,3+5,6 (7)
Acetyl-L-carnitin 52,3 +6,5(10) 24,0+ 5,1 (10)
100 mg/kg BID

[0103] In den Klammern wird die Zahl der Tiere angegeben.

[0104] Gleichermallen wie es bei den obigen beiden Tests beobachtet wurde, beeinflute auch beim Fall des
Schlafinduktionstests mit Pentobarbital (60 mg/kg IP) (verabreicht 24 Stunden nach Beendigung der Behand-
lung) das Acetyl-L-carnitin (100 mg/kg BID, SC fur 7 Tage) weder die Dauer des Schlafes noch die Induktions-
zeiten im Gegensatz zu dem, was mit Piracetam (30 mg/kg IP) passierte:

Tabelle 9
Schlaf
Induktionszeit Dauer
(min) (min)
Physiologische Lésung 3,3+ 1,8(16) 24,2 + 6,0 (16)
Acetyl-L-carnitin 3,3+2,1(10) 23,5+ 3,4 (10)
Piracetam 30 mg/kg IP 4,5+2,1(10) 12,5+ 5,3* (10)

Acetyl-L-carnitin: 100 mg/kg BID, SC fiir 7 Tage.
[0105] In den Klammern ist die Zahl der Tiere angegeben.
[0106] *p < 0,01 im Vergleich zur Gruppe, behandelt mit physiologischer Lésung.
Beispiel 5
[0107] Die Hyperalgesie, induziert durch Morphin-Entzugssyndrom wurde untersucht. Mannliche Swiss
Webster-Mause mit einem Gewicht zwischen 22 g und 30 g zusammen mit mannlichen Ratten wurden verwen-

det.

[0108] Zur Induktion der Abhangigkeit wurde das Morphin in der Flasche der Mause aufgeldst; die Dosis an
Morphin wurde alle 48 Stunden erhdht.

[0109] Die Lésung von Morphin wurde mit 5% Sucrose gesuf3t, um den bitteren Geschmack zu verbergen und
wurde entsprechend folgendem Schema hergestellt: 1. und 2. Tag 0,1 mg/ml; 3. und 4. Tag 0,2 mg/ml; 5. und
6. Tag 0,3 mg/ml; 7. und 14. Tag 0,4 mg/ml.

[0110] Die 7-tagige Behandlung mit Acetyl-L-carnitin begann am Tag 7 der Morphin-Behandlung.

[0111] Die Morphin-Lésung, die in der Flasche enthalten war, wurde durch Wasser am Morgen des 15. Tages
ersetzt. 4 Stunden nach Ersetzen der Ldsung zeigten die so behandelten Mause wahrend des Heil3plat-
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ten-Tests eine signifikante Reduktion in der Schmerzschwelle, wobei der Peak nach 6 Stunden (11,8 £ 0,8 Se-
kunden Schlaglatenzzeit im Vergleich zu 15,7 + 1,1 Sekunden, aufgezeichnet bei der Kontrollgruppe) erreicht
war.

[0112] Die Motorkoordination und die spontane Aktivitat, die durch den Rota-Stabtest bzw. dem Animex-Test
(aktives 8 offenes Feld-Aktivitats-System — Harvard-Anlage) untersucht war, schien zwischen den Mausen mit
dem Morphin-Entzugssyndrom und den Mausen, die mit der Sucrose-Lésung, die als Vehikel verwendet wur-
de, behandelt waren, nicht verschieden zu sein.

[0113] Das Acetyl-L-carnitin erwies sich als in der Lage, die Hyperalgesie, die durch das Morphin-Entzugs-
syndrom induziert war, nach der wiederholten Behandlung (100 mg/kg BID, IP oder SC fiir 7 Tage) (Fig. 5) um-
zukehren, aber nicht nach einer einzelnen Behandlung (5 Stunden und 30 Minuten von dem Ersatz des Mor-
phin mit Wasser) (Fig. 5bis).

Beispiel 6

[0114] Mannliche Swiss Webster-Mause mit einem Gewicht zwischen 22 g und 30 g wurden bei der Kainin-in-
duzierten Hyperalgesie verwendet und der Test wurde entsprechend dem Verfahren durchgefiihrt, beschrieben
von Giovengo et al., in Pain, 83: 347-358, 1999.

[0115] Gemal diesem Test wird die Hyperalgesie, bestimmt bei den Mausen durch den Heillattentest — durch
eine Lésung von Kaininsaure (20 mg/kg IP) induziert.

[0116] Die Reduktion der Schmerzschwelle, die ihren Peak 24 Stunden nach der Injektion erreichte, dauerte
unverandert fur eine Menge von Tagen.

[0117] Bei diesem Test wurde gefunden, dal} die 7-tdgige wiederholte Verabreichung von Acetyl-L-carnitin
(die 48 Stunden nach der Verabreichung von Kaininsaure begann) in der Lage war, die Hyperalgesie umzu-
wandeln (Eig. 6), wahrend die einzelne Verabreichung keine antihyperalgetische Wirkung aufwies (Eig. 6bis).

Beispiel 7

[0118] Beim Test der Hyperalgesie, induziert durch NMDA (N-Methyl-D-apspartat) wurden mannliche
Swiss-Webster-Mause mit einem Gewicht zwischen 22 g und 30 g verwendet.

[0119] Dieser Test wurde entsprechend dem durchgefihrt, was fir die Ratten von Davies and Inturrisi in J.
Pharmacol. Exp. Ther., 289: 1048-1053, 1999 beschrieben ist, wurde aber bei uns fir Mduse angewandt.

[0120] Entsprechend diesem Test wird die Hyperalgesie, untersucht durch den Heilplattentest, durch in-
trathekale Verabreichung einer NMDA-L6sung (1,64 pg/Maus, verabreicht etwa 15 Minuten nach der letzten
Verabreichung von Acetyl-L-carnitin) induziert.

[0121] Die Reduktion in der Schmerzschwelle, die ihren Peak 15 Minuten nach der Injektion von NMDA er-
reicht, verschwindet innerhalb von 30 Minuten nach der Verabreichung. Eia. 7 zeigt die anti-nozizeptive Wir-
kung, die durch das Acetyl-L-carnitin (100 mg/kg, BID, SC oder IP fiir 7 Tag) in der Gegenwart der Reduktion
der Schmerzschwelle, induziert durch NMDA, entfaltet wurde.

[0122] Unter den gleichen experimentellen Bedingungen wurde festgestellt, dal® die Dosis von 30 mg/kg BID,
IP oder SC fur 7 Tage nicht aktiv war (Fig. 7), gleichermalien wie es bei Fig. 6 beobachtet wurde.

Patentanspriiche

1. Verwendung von Acetyl-L-carnitin oder einem pharmazeutisch akzeptablen Salz davon zur Herstellung
eines Medikaments zur praventiven Therapie von post-chirurgischen Schmerzen.

2. Verwendung nach Anspruch 1, worin das Acetyl-L-carnitinsalz ausgewahlt ist aus der Gruppe, beste-
hend aus Chlorid, Bromid, Orotat, saurem Aspartat, saurem Citrat, Citratmagnesium, saurem Phosphat, Fu-
marat und saurem Fumarat, Fumaratmagnesium, Lactat, Maleat und saurem Maleat, Mucat, saurem Oxalat,
Pamoat, saurem Pamoat, saurem Sulfat, Phosphatglucose, Tartrat, saurem Tartrat, Tartratmagnesium, 2-Ami-
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nethansulfonat, Magnesium-2-aminethansulfonat, Tartratcholin und Trichloracetat.

Es folgen 9 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

Figur 1

Anzahl der abdominalen Konstriktionen
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-L-carnitin Acetyl-L-carnitin Acetyl-L-carnitin
AAkﬁctiYIBléhcaanrgIlung Subchronische Subchronische

Behandiung (7 Tage) Behandlung (14 Tage)

Wirkung von Acetyl-L-carnitin auf die abdominale Konstriktion, induziert durch eine
0,6%ige Essigsaure.

Die Antwort auf den Schmerzstimulus wurde 30 Minuten nach der akuten
Verabreichung von Acetyl-L-carnitin registriert.

Subchronische Acetyl-L-carnitin-Behandlung: 100 mg/kg i.p. oder s.c. zweimal
taglich fur 7 oder 14 Tage.

Jeder Wert bedeutet den Mittelwert + Standardabweichung von 12 Tieren.
*p<0,05
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Figur 2

Anzahl der abdominalen Konstriktionen
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Acetyl-L-carnitin Acetyl-L-carnitin
Akute Behandiung Subchronische

Behandlung (7 Tage)

Wirkung von Acetyl-L-carnitin auf die abdominale Konstriktion, induziert durch eine
0,3%ige Essigsavure.

Die Antwort auf den Schmerzstimulus wurden 30 Minuten nach der akuten
Verabreichung von Acetyl-L-carnitin registriert.

Subchronische Acetyl-L-carnitin-Behandlung: 100 mg/kg i.p. oder s.c. zweimal
taglich fur 7 Tage.

Jeder Wert bedeutet den Mittelwert + Standardabweichung von 12 Tieren.

*p<0,05
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Figur 3

Anzahl der abdominalen Konstriktionen
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Acetyl-L-carnitin Acetyl-L-carnitin
Subchronische _ Subchronische
Behandlung (14 Tage) Behandlung (18 Tage)

Wirkung von Acetyl-L-carnitin auf die abdominale Konstriktion, induziert durch eine
0,3%ige Essigsaure.

Die Antwort auf den Schmerzstimulus wurde 30 Minuten nach der akuten
Verabreichung von Acetyl-L-carnitin und 24 Stunden nach der letzten
Verabreichung wéhrend der subchronischen Behandlung mit Acetyl-L-carnitin

registriert.

Subchronische Acetyl-L-carnitin-Behandlung: 30 mg/kg i.p. oder s.c. zweimal
taglich fur 14 oder 18 Tage.
Jeder Wert bedeutet den Mittelwert + Standardabweichung von 8-9 Tieren.
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Figur 4

Anzahl der abdominalen Konstriktionen
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Behandlung (14 Tage)

Wirkung von Acetyl-L-carnitin auf die abdominale Konstriktion, induziert durch eine
0,3%ige Essigsaure.

Die Antwort auf den Schmerzstimulus wurde 30 Minuten nach der akuten
Verabreichung von Acetyl-L-carnitin registriert.

Subchronische Acetyl-L-carnitin-Behandlung: 30 mg/kg i.p. oder s.c. zweimal
taglich fur 14 Tage.

Jeder Wert bedeutet den Mittelwert + Standardabweichung von 12 Tieren.
*p<0,05
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Figur 5

Schlaglatenzzeit (s)

Oh 6h 6h15min 6 h 30 min

Morphin-Behandlungszeitunterbrechung

[] Saline Bl Acetyl-L-carnitin

Wirkung von Acetyl-L-carnitin auf Hyperalgesie, induziert durch Morphin-
Entzugskrisen (Heilplatten-Test).

Die Morphin-Lésung, die in der Flasche enthalten war, wurde durch Wasser am
Morgen des 15. Tages (Oh) substituiert.

Subchronische Acetyl-L-carnitin-Behandlung: 100 mg/kg i.p. zweimal taglich far
7 Tage.

Jeder Wert bedeutet den Mittelwert + Standardabweichung von 12 Tieren.
*p<0,05 im Hinblick auf die mit Saline behandelte Gruppe.
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Figur 5Sbis

Schlaglatenzzeit (s)
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Morphin-Behandiungszeitunterbrechung

Behandlung mit Acetyl-L-carnitin
[] saline B Acetyl-L-carnitin

Wirkung von Acetyl-L-carnitin auf Hyperalgesie, induziert durch Morphin-
Entzugskrisen (Heil3platten-Test).

Die Morphin-Ldsung, die in der Flasche enthalten war, wurde durch Wasser am
Morgen des 15. Tages (Oh) substituiert.

Subchronische Acetyl-L-carnitin-Behandlung: 100 mg/kg i.p. zweimal taglich far
7 Tage.

Jeder Wert bedeutet den Mittelwert + Standardabweichung von 10 Tieren.
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Figur 6

Schlaglatenzzeit (s)
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Wirkung von Acetyl-L-carnitin auf Hyperalgesie, induziert durch Kaininsaure
(Heilplatten-Test).

Der Stimulus wurde 30 Minuten nach der letzten Verabreichung von Acetyl-L-
carnitin registriert.

Kaininsaure wurde 48 Stunden vor der Acetyl-L-carnitin-Behandlung verabreicht.
Subchronische Acetyl-L-carnitin-Behandiung: 30 oder 100 mg/kg i.p. zweimal
taglich fur 7 Tage.

Jeder Wert bedeutet den Mittelwert + Standardabweichung von 12 Tieren.
*p<0,01 im Hinblick auf die mit Saline behandelte Gruppe.
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Figur 6bis

Schlaglatenzzeit (s)
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Wirkung von Acetyl-L-carnitin auf Hyperalgesie, induziert durch Morphin-
Entzugskrise (Heil3platten-Test). Vergleich mit indomethacin.

Der Stimulus fur Schmerz wurde 30 Minuten nach der letzten Verabreichung von
Acetyl-L-carnitin registriert.

Kaininsédure wurde 48 Stunden vor der Acetyl-L-carnitin-Behandlung verabreicht.
Subchronische Acetyl-L-carnitin-Behandiung: 100 mg/kg s.c.

Jeder Wert bedeutet den Mittelwert = Standardabweichung von 12 Tieren.
*p<0,05 im Hinblick auf die mit Saline behandelte Gruppe.
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Figur 7
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Wirkung von Acetyl-L-carnitin auf Hyperalgesie, induziert durch N-Methyl-D-
aspartat (NMD) (HeiRplatten-Test).

Der Stimulus fur Schmerz wurde 30 Minuten nach der letzten Verabreichung von
Acetyl-L-carnitin registriert.

NMDA wurde 15 Stunden vor dem Heifplattentest verabreicht.

Subchronische Acetyl-L-carnitin-Behandlung: 30 mg/kg i.p. oder 100 mg/kg s.c
zweimal taglich fiur 7 Tage.

Jeder Wert bedeutet den Mittelwert £ Standardabweichung von 12 Tieren.
*p<0,05 im Hinblick auf die mit Saline behandelte Gruppe.
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