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Pouziti acetyl-L-karnitinu k pfipravé |éCiva pro preventivni l[eCbu bolesti

Oblast techniky

Predlozeny vynalez se tyka pouZiti acetyl-L-karnitinu k pfiprave léCiva

majicich analgetické ucinky.

Dosavadni stav techniky

Analgesii se mini stav, kdy stimul bolesti v téle neni vniman jako

bolest.

Analgetikum je léCivo schopné vytvaret analgezii, tj. zmizeni bolesti,
interferenci s vjemem vnimanym jako nociceptivni stimul bolesti
(vedouci bolestivé podnéty) bez vyvolani anestezie nebo ztraty

védomi.

Podavani pfipravku pfed tim, nez bolest nastoupi se nazyva
preventivni terapie bolesti nebo preemptivni analgezie (blokovani

vstupu bolesti).

Preemptivni analgezii je minéna terapeuticka strategie zahrnujici
predbézné podavani latky pfed udalosti zplUsobuijici bolest, schopnou
blokovat stimul bolesti jesté pfed tim, nez zasahne centralni nervovy
systém, a tak v klidu pfedchazet odezvé pochazejici z nociceptivného
vstupu do michy.

Stoji za zminku, Ze Ucinnost preemptivniho analgetického Iéciva

zavisi nejen na dobé, jak dlouho je pfed bolestivou udalosti podavano,



ale i na skuteéné mohutnosti 1&Civa braniciho vzniku zmén v
mechanismu citlivostninho centra odpovédného za bolest.
Tato predstava tedy objasfiuje to, Ze Uc¢innost latky zavisi na tom, Ze je

podavana pred nastupem nociceptivniho stimulu.

Preemptivni analgeticka vlastnost L-karnitinu neni znama, zatimco
antalgické plsobeni na periferni neuropatii ruzné etiologie jiz
studovany byly. Tyto predpokladané antalgické ucCinky byly
pfisuzovany neuropatickému pusobeni latky, tj. jeji schopnosti chranit

periferni nervy a/nebo stimulovat jejich regeneraci.

Takovéto pouziti acetyl-L-karnitinu je popsano v Clin. Drug Invest., 10,
(6), 317 — 322, 1995. Ve stejné studii je také zminovan antalgicky
UCinek latky, avSak vysledky nejsou ze statistického hlediska
vyznamné. Takovéto pouziti acetyl-L-karnitinu se tedy liSi od pouziti
navrhovaného v pfedlozeném vynalezu, protoze piedchozi udaje

nezjistily jakykoliv analgeticky U€inek jmenované latky.

Pusobeni acetyl-L-karnitinu na bolest u pacientl s periferni neuropatii
je popsan v Int. J. Clin. Pharm. Res., XV, (1), 9 — 15, 1995, kde jiz jsou

uvedeny statisticky vyznamné vysledky.

Tato studie se také liSi od predlozeného vynélezu, protoze se tyka
neuropatické bolesti a intervencniho terapeutického pfistupu, spisSe
nez preempce (blokovani vstupu bolesti) nebo prevence (nez bolest

nastane), jak to je popisovano ve vynalezu.



V Exp. Gerontol., 29, (5), 569 — 574, 1994 je popisovano pouziti
acetyl-L-karnitinu na krysach vystavenych zatézi studenou vodou, ke
studiu mechanismu pFenaseného hypothalamus-hypofyza-adrenalni

osou pfi analgezii, takovou zatézi vyvolanou.

Porovnavanim mladych a starych krys, popisuje tato prace schopnost
acetyl-L-karnitinu udrzovat UCinnou odezvu na z&téz u starych krys
pomoci  mechanismu  vazaného na  zpomalovani  ztraty
glukokortikoidovych receptord umisténych v hypokampu v zavislosti na
stafi, podporujic tak pozitivné starnuti buné&cnych struktur co se tyka

trvani a funkce.

Vy$e uvedené prace popisuji antalgické a kapacitni zpomalovani
procesu starnuti pusobenim acetyl-L-karnitinu, avSak zadna z nich
nepopisuje nebo nenavrhuje pouZiti acetyl-L-karnitinu jako analgetické

latky, a zvlasté jako preemptivniho analgetika.

Léciva k preventivni |éCbé bolesti jiz jsou znama.

Indomethacin je Gcginny jak k prevenci, tak zmenSeni postchirurgické
bolesti u pacientd podstupujicich chirurgické zasahy. VedlejSi ucCinky
této slouCeniny jsou: lokalni nebo Cetné hnisani horniho
gastrointestinalniho traktu a frontalni bolest hlavy (Goodman a
Gilman’s: The pharmacological basis of therapeutics. Hardman, J. G.,
Limbird, L. E.; Molinoff, P. B., Ruddon, R. W., editors: McGraw-Hill,
1997).




Klonidin a ketamin, coz jsou slouceniny pouZivané jako preemptivni
analgetika, davaji vznik nezadoucim ucinkdm, jako je napfiklad utiseni
bolesti, anestezie a imobilta (Goodman a Gilman’'s: The
pharmacological basis of therapeutics. Hardman, J. G., Limbird, L. E.;
Molinoff, P. B., Ruddon, R. W., editors: McGraw-Hill, 1997).

V oblasti mediciny existuje velka poptavka po |éCivech vybavenych
analgetickymi Ucinky, které mohou byt vhodné Kk preventivne lécbé

s

bolesti a nemajici nevyhody vy$e zminovanych |&Civ.

Podstata vynalezu

Nyni bylo zji§téno, ze acetyl-L-karnitin ma analgetické ucinky, a Ize ho

pouzit jako latky vhodné k preventivni terapii bolesti.

Slou¢enina podle predloZzeného vynalezu muize byt pouzita jako
preemptivni analgeticka medikace, napfiklad k preventivni terapii

bolesti po chirurgickych zakrocich.

Pfedmétem predlozeného vynélezu je tedy pouziti acetyl-L-karnitinu
nebo jeho farmaceuticky pfijateiné sole k pfipravé leCiva majiciho

analgetické ucinky.

Dalsim predmétem predlozeného vynalezu je pouziti acetyl-L-karnitinu
nebo jeho farmaceuticky pfijatelné sole k pfipravée léCiva k preventivni

lécbé bolesti.




Dalsim predmétem predloZzeného vynélezu je pouziti acetyl-L-karnitinu
nebo jeho farmaceuticky pfijatelné sole k pfipravé lécCiva s vysoce

preemptivnim analgetickym pusobenim.

Jesté dalsim predmétem predlozeného vynélezu je pouziti acetyl-L-
karnitinu nebo jeho farmaceuticky pfijatelné sole k pfipravé IéCiva
k preventivni [é¢be bolesti po chirurgickém zakroku.

Farmaceuticky pfijatelnou soli acetyl-L-karnitinu je minéna jakakoliv
stl s takovou kyselinou, ktera nedava vznik nezadoucim toxickym
udinkam. Tyto kyseliny jsou farmakologim a odbornikim ve farmacii
dobre znamy.

Takovymi nijak vynalez neomezujicimi pfiklady jsou: chlorid, bromid,
orotan, kysely aspartan, kysely citran, citran hofeCnaty, kysely
fosforec¢nan, fumaran a kysely fumaran, fumaran horecCnaty, mléCnan,
maleinan a kysely maleinan, slizan, kysely Stavelan, pamoan, kysely
pamoan, kysely siran, glukofosfat, vinan, Kkysely vinan, vinan
hofe¢naty, 2-aminoethansulfonan, 2-aminoethansulfonan hofecnaty,
vinan cholinu a trichloracetat.

Nasledujici pfiklady vynalez objasni.

Priklady provedeni
PFiklad 1
Antinociceptivni profil acetyl-L-karnitinu byl zkouman na mysSich

provadénim jak tradi¢nich zkousek na analgezii, tak zkouskou na teplé
desce (teplotni stimul) a zkouSkou abdominalni konstrikce (chemicky

stimul) a nékterymi pokusnymi modely hyperalgezie vyvolanymi:



» intraperitonealnim podavanim (IP) 0,3 % a 0,6 % roztoku kyseliny
octové;

» abstinenénim syndromem na morfium;

» podavanim kyseliny kainové (20 mg.kg™, IP)

» podavanim N-methyl-D-aspartatu (1,64 ug jedné mysi intratekalné).
Prvnim pokusem byla zkouska na teplé desce.
Pouzity byly mysi Swiss Webster vazici mezi 22 a 30 g.

Zkouska byla provedena podle publikace O’Callaghana a Holzmana
z J. Pharmacol. Exp. Ther., 197, 533 — 537, 1976.

Podle této zkousky se nerezovy zasobnik o teploté 52,5 °C se umisti

do vodni lazné.

Mys se zteple desky sejme ihned pfi prvni znamce bolestivého
stimulu. Maximaini latentni doba zaznamenana na teplé desce byla 45

sekund.
Hodnoty analgezie byly stanoveny v 15 minutovych odstupech.
Udaje v tabulce 1(A) ukazuji, ze akutni subkutani podavani (SC)

acetyl-L-karnitinu v davce 100 mg.kg" nevyvolava Zadny ochranny

ucinek.



Tabulka 1(A)
Akutni SC podavani

Tepla deska
Latentni doba (sec)

pred po zkousce
zkouskou

15 min. 30 min. 45 min.

fysiologicky roztok (FR) 13,6£1,2 | 14,7£1,5 | 13,1x1,8 | 14,5416

(20) (20) (20) (20)
acetyl-L-karnitin 13,9+0,7 | 17,3+1,7 | 16,8+1,2 | 15,2417
100 mg.kg’ (30) (30) (30) (30)

Udaje jsou stfedni hodnotou + standardni odchylka.

V zavorkach je uveden pocet zvifat.

Hodnoty v tabulce 1(B), odkazujici na zvifata, ktera dostavala acetyl-L-
karnitin v davce 100 mg.kg” dvakrat denné (BID) SC po dobu 7 dni
vykazuji statisticky vyznamné antinociceptivni Ucinky.

Tabulka 1(B)

Sedmidenni subchronické podavani (SC)

Tepla deska
Latentni doba (sec)
pred po zkousce
zkouskou
15 min. 30 min. 45 min.
fysiologicky roztok 16,4+1,6 | 17,5681,5 | 15,3219 | 14,921
(20) (20) (20) (20)
acetyl-L-karnitin 21,8+1,17 | 22,1+1,87 | 22,641,90 | 22,2+1,7"
100 mg.kg” BID (41) (41) (41) (41)

Udaje jsou stfedni hodnotou * standardni odchylka.

V zavorkach je uveden pocet zvirat.

Ap<0,05 porovnani se skupinou, ktera obdrzela FR.

Pokud byl acetyl-L-karnitin podavan po dobu 14 dni, neovlivnilo to
intenzitu antinociceptivniho ucinku, ktery byl stejny jako po 7 dnech,

avSak zkouSka zklamala jako statisticky nevyznamna, protoze stres



zplGsobeny opakovanym podavanim (dvé injekce denné po dobu 14
dni) vyvolaly vzrist prahu tolerance u kontrolnich krys v nékolika
sekundach. Tabulka 1 (C).

Tabulka 1(C)

14 denni subchronické podavani (SC)

Tepla deska
Latentni doba (sec)
pfed po zkousce
zkouskou
15 min. 30 min. 45 min.
fysiologicky roztok 18,7¢1,7 | 19,1£2,2 | 17,924 | 18,0+2,0
() (7) (7) (7)
acetyl-L-karnitin 22414 | 221£2,7 | 22,542,1 | 23,429
100 mg.kg ™' BID (27) (27) (27) (27)

Udaije jsou stfedni hodnotou + standardni odchylka.

V zavorkach je uveden pocet zvirat.

Antinoniceptivni u¢inky acetyl-L-karnitinu pfetrvavaly i 7 dni po
posledni 14 denni sérii injekci v davce 100 mg.kg™” BID, SC, Tabulka
1(D).

Tabulka 1(D)

7 dni po ukonéeni 14 denniho pUsobeni

Tepla deska
Latentni doba (sec)
pfed po zkousce
zkouskou
15 min. 30 min. 45 min.
fysiologicky roztok 14,041,2 15,1£2,0 | 13,842,5 | 13,04£2,1
(7) (7) (7) (7)
acetyl-L-karnitin 19,2£1,6" | 21,1£1,9" | 18,6¢1,8 | 19,0+2,3
100 mg.kg"1 BID (12) (12) (12) (12)

Udaje jsou stfedni hodnotou + standardni odchylka.
V zavorkach je uveden pocet zvitat.

7p<0,05 porovnani se skupinou, ktera obdrzela FR.



V tomto pfipadé se prah bolesti kontrolnich zvifat vratil na pocatecni
hodnotu a ukazalo se tedy, Ze zvySeni latentni doby je opét statisticky
vyznamné.

PF stejné zkousce neovlivnil acetyl-L-karnitin prah bolesti po 1 az 8
hodinach od podani jednotlivé davky 100 mg.kg” SC, tabulka 2.
Tabulka 2

Pusobeni SC

Tepla deska
Latentni doba (sec)
pred po zkousce
zkou$kou

1h 2h 3h 4 h 6 h 8 h
fysiologicky | 14.1£1,0 [ 14,917 | 13,7¢1,9 | 138+1,4 | 14,0£1,6 | 13,3+1,5 | 14,6421
roztok (8) (8) (8) (8) (8) (8) (8)
acetyl-L- 14,5+0,9 | 15,842,2 | 14,7+1,5 | 15,6+1,9 | 14,1+£2,0 | 15,2£1,9 | 14,9£1,6
karnitin (12) (12) (12) (12) (12) (12) (12)
100 mg.kg”

Udaje jsou stfedni hodnotou * standardni odchylka.

V zavorkach je uveden pocet zvirat.

Acetyl-L-karnitin v davce 30 mg.kg”' SC nemél b&hem zkousky na
teplé desce na mysi zadny analgeticky ucinek ani po akutnim podani
(tabulka 3(A)), ani po podavani 30 mg.kg”" BID SC po dobu 7 dni
(tabulka 3(B)).




- 10 -

Tabulka 3(A)

SC akutni podavani

Tepla deska
Latentni doba (sec)
pfed po zkouSce
zkouskou
15 min. 30 min. 45 min.
fysiologicky roztok 13,4%1,1 14,3+1,3 | 14,1+1,7 | 15,119
(10) (10) (10) (10)
acetyl-L-karnitin 14,2+0,9 | 15,8+1,8 | 16,5¢2,0 | 15,0421
30 mg.kg™ (15) (15) (15) (15)
Udaje jsou stfedni hodnotou + standardni odchylka.
V zavorkach je uveden pocet zvifat.
Tabulka 3(B)
Subchronické podavéani po dobu 7 dni (SC)
Tepla deska
Latentni doba (sec)
pred po zkousce
zkouskou
15 min. 30 min. 45 min.
fysiologicky roztok 17,1+1,2 | 17,5¢1,9 | 16,6+1,8 | 15,9421
(10) (10) (10) (10)
acetyl-L-karnitin 15,8+1,3 | 16,3+2,1 | 17,3x1,9 | 15,2+1,56
30 mg.kg™”' BID (16) (16) (16) (16)

Udaje jsou stfedni hodnotou * standardni odchylka.

V zavorkach je uveden pocet zvifat.

Priklad 2

Druhym pokusem byla zkouska abdominalni konstrikce.

Byly pouzity mySi Swiss Webster o hmotnosti mezi 22 g a 30 g.

Zkouska abdominalni konstrikce byla provedena podle Koster, et al.,

Fed. Proc., 18, 412, 1959.
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Podle této zkousky byl 5 minut pfed zapocetim pozorovani [P
nastiiknut roztok 0,6 % kyseliny octové; pozorovani trvalo 10 minut.
U nékterych pokusll byla koncentrace kyseliny octové snizena na

polovinu (0,3 %).

Kdyz byla zkouska abdominalni konstrikce provadéna za pouziti 0,6 %
roztoku kyseliny octové, trvalo to 14 dni pfed touto zkouskou, nez byl
acetyl-L-karnitinem (100 mg.kg' BID, SC a IP) vyvolavan
antinociceptivni ucinek, zatimco jak akutni podani (SC nebo [P), tak
podavani opakované po dobu 7 dni vzdy se stejnou davkou nemélo

veelku zadny ucinek (obrazek 1).

K ziskani analgezie vtomto zvlastnim pfipadé zkousSky tykajici se

intenzivni abdominalni bolesti bylo tudiz nutné 14 denni podavani.

Pokud byly abdominéalni kontrakce vyvolany 0,3 % kyselinou octovou,
bylo dosazeno statisticky vyznamnych hodnot u acetyl-L-karnitinu (100
mg.kg™" BID, IP nebo SC) po 7 dennim plsobeni (obrazek 2).

Podobné jako u vysledkl pozorovanych u zkouSky s teplou deskou,
nema acetyl-L-karnitin v davce 30 mg.kg™ IP (nebo SC) v pFitomnosti
0,6 % kyseliny octové zadny ucinek ani po 18 dennim pusobeni
(obrazek 3). Naproti tomu, co se délo u zkousSky s teplou deskou,
statisticky vyznamnych vysledku bylo dosazeno po 14 dnech v

pfitomnosti malé koncentrace kyseliny (obrazek 4).
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Jak u zkousky steplou deskou (tabulka 4(A)), tak u zkousky
abdominalni konstrikce (0,3 a 0,6 %) (tabulka 4(B)) a (C), nebylo
pozorovano zadné zvyseni prahu bolesti u téch mysi, které dostavaly

po dobu 7 a 14 dni roztok acetyl-L-karnitinu (3 mg.I") rozpustény

v lahvi.
Tabulka 4(A)
7 az 14 denni subchronické podavani
Tepla deska
Latentni doba (sec)
pfed po zkousce
zkouskou
- 7 dni 14 dni

fyziologicky roztok 14,4+1,0 16,6+1,9 | 17,2422

(15) (15) (15)
acetyl-L-karnitn 3 mg.ml"| 13,8+0,8 | 17,8+2,3 | 18,8425
v pitné vode (15) (15) (15)
Udaje jsou stfedni hodnotou + standardni odchylka.
V zavorkach je uveden pocet zvirat.
Tabulka 4(B)

Pocet konstrikci
(0,6 % kyselina octova)
subchronické podavani
7 dni 14 dni
fyziologicky roztok 33,1+3,6 25,8148
(10) (10)
acetyl-L-karnitin 3 mg.ml™" v pitné vodé 31,5+4,0 | 28,3%5,1
(6) (6)

Udaje jsou stiedni hodnotou * standardni odchylka.

V zavorkach je uveden pocet zvirat.
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Tabulka 4(C)
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Pocet konstrikci
(0,3 % kyselina octova)

subchronické podavani

7 dni 14 dni
fyziologicky roztok 14,5£2,6 12,7£3,4
(10) (10)
acetyl-L-karnitin 3 mg.ml'1 v pitné vodé 12,7£3,5 11,9+2,2
(6) (6)

Udaje jsou stfedni hodnotou + standardni odchylka.

V zavorkach je uveden pocet zvirat.

V tomto pfipadé musi byt brano v Uvahu, Ze mnozstvi roztoku vypitého
zkoumanou mysi byla pfiblizné polovina normalniho mnozstvi pitne

vody vypité mysi o stejné hmotnosti.

Priklad 3
Analgesie vyvolana acetyl-L-karnitinem (100 mg.kg™ BID, SC po dobu
7 dni) byla stanovena v pfitomnosti antagonisti nékterych

neurotransmisnich systému silné zasahujicich do regulace prahu
bolesti a to zvlasté naloxonu (antagonista opioidu), CGP-35348
(antagonista GABAg) a alfa-methyl-p-tyrosinu (inhibitor syntézy
katecholaminu).

Tyto slouceniny nebyly schopné antagonizovat analgezii vyvolanou
acetyl-L-karnitinem (tabulka 5).

V souhlase se standardnim postupem znamym osobam zkuSenym
v oboru, byly pouzité davky pro kteréhokoliv antagonistu davkami

minimalné pozadovanymi k zamezeni analgezie vyvolané morfinem (7
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mg.kg™ SC) (1, 100 a 200 mg.kg” IP), baklofenem (4 mg.kg" SC) a

amfetaminem (1 mg.kg™ SC) (nezveiejnéné hodnoty).

Podle téchto pokust bylo mozno vyloucit, Ze opioidovy, GABAergicky
a katecholaminergicky/serotoninergicky systém se tykal analgezie

vyvolané odpovidajici slouceninou.

Naproti tomu bylo zjiS§téno, Ze pusobeni takovymi slouceninami
majicimi anticholinergické Ucinky, jako je atropin (neselektivni
antagonista muskarinu), S-(-)-ET-126 (0,1 ug na jednu mys ICV) (M,
selektivni antagonista), pirenzepin (0,1 ug na jednu mys ICV) (M,
selektivni antagonista) a hemicholinium-3 (HC-3) (1 g na jednu my$
ICV) (depletor acetylcholinu blokovanim reabsorbce cholinu) je
schopno antagonizovat vzrast prahu bolesti vyvolané acetyl-L-

karnitinem (tabulka 5).
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Tabulka 5
Tepla deska
Latentni doba (sec)
pred po po po
pusobenim | plisobeni | plisobeni | pusobeni

pfedbézné pusobeni 15 min. 30 min. | 45 min.

plsobeni
fyziologicky roztok |fyziologicky 15,6+£0,9 | 14,715 | 14,9+0,8 | 14,8+0,8
10 ml.kg™” roztok (FR)
fyziologicky roztok |acetyl-L-karnitin| 21,8+1,1* | 22,6+1,3* | 22,5+1,3* | 22,9+1,6*
10 ml.kg”’
naloxon 1 mg.kg” FR 14,0+£0,7 | 13,3£1,3 | 13,1£1,1 | 14,2+1,3
naloxon 1 mg.kg'1 acetyl-L-karnitin | 22,6+0,6* | 22,3+1,9* | 22,1+2,0* | 20,6%1,2"
CGP 35348 FR 14,4+0,8 | 12,4210 | 12,621,3 | 12,2¢1,6
100 mg.kg’
CGP 35348 acetyl-L-karnitin | 22,1+0,7* | 21,1£1,2* | 21,0£2,1*| 20,3+1,9"
100 mg.kg™
alfa-M-p-T FR 14,6+£0,9 | 154+1,6 | 16,1+1,8 | 13,6%1,5
200 mg.kg”
alfa-M-p-T acetyl-L-karnitin | 22,0+1,3* | 22,5+2,0* | 21,5+1,7* | 21,6+1,5"
200 mg.kg”’
atropin 5 mg.kg” FR 14,1+£0,9 | 13,7£1,1 | 15,441,2 | 13,1+1,9
atropin 5 mg.kg” | acetyl-L-karnitin [ 21,2+1,0*| 11,421,7° [ 12,641,9° | 12,8+1,3°
HC-3 FR 14,1£0,9 | 13,7x1,1 | 15,4+1,2 | 13,1£1,9
1 ug ICV
HC-3 acetyl-L-karnitin | 22,0+1,1* | 14,6+1,3° | 14,0£1,8° | 15,5+1,9°
1ug ICV
pirenzepin FR 13,6+£0,8 | 13,9¢1,5 | 14,5¢1,8 | 15,5+15
0,1 ug ICV
pirenzepin acetyl-L-karnitin | 21,6+1,3*| 16,5£1,8° | 14,3£2,0° | 17,1£1,6°
0,1 ug ICV
S-(-)-ET-126 FR 15,0+1,0 | 15,3%1,8 | 16,2+x1,9 | 16,1+2,0
0,1 ug ICV
S-(-)-ET-126 acetyl-L-karnitin | 22,9+1,3"| 15,84£2,2° | 16,9£2,3° | 15,8+1,8°
0,1 ug ICV

acetyl-L-karnitin: 100 mg.kg™ BID, SC po dobu 7 dni

Udaje jsou stfedni hodnotou * standardni odchylka nejméné pro 12

zvirat.

Ap<0,05; * p<0,01 porovnani se skupinou, ktera obdrzela FR.
° p<0,01 porovnani se skupinou, ktera obdrzela acetyl-L-karnitin.
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Pozorovani, ze analgezie vyvoland acetyl-L-karnitinem je
zprostfedkovana subtypem muskarinového receptoru My, je potvrzena

aplikaci nonsensové (antisense) strategie.

Bylo zjist&no, Ze podavani oligonukleotidl proti kédovani gent pro M;
(aODN-anti M;) receptor vdavce 3 nanomoly v kazdé jednotlive
intracerebroventrikularni injekci (ICV) je schopno zabranit vzniku
antinocicepce vyvolané opakovanym podavanim acetyl-L-karnitinu
(100 mg.kg™ BID, SC po dobu 7 dni) (tabulka 6).

ldea provedeni této fady pokust s aODN v pfitomnosti acetyl-L-
karnitinu pochazi od Ghelardiniho, et al. (Br. J. Pharmacol., 128, 1633
— 1640, 2000), ktery prokazal, Ze jak analgezii vyvolane
fysostigminem, tak analgezii vyvolané pfimymi cholinomimetiky, se
zcela zamezi predchazejicim podanim aODN-anti-M; v davce 3

nanomoly v kazdé jednotlivé davce ICV injekce.

Za stejnych pokusnych podminek bylo zjisteno, ze predbézne
podavani vehiluu aODN (DOTAP) zvifatim, zrovna tak jako
nonsensniho  oligonukleotidu  (dODN) (smé&s 3.10'  rGznych
oligonukleotidl, pfitomnych v misté plsobeni v koncentraci nizsi nez
10"® M), nema zadny uginek na analgezii vyvolanou acetyl-L-

karnitinem (tabulka 6).

Z hodnot tykajicich se antagonismu vyvolanému hemicholiniem-3 je

mozno dedukovat, Ze acetyl-L-karnitin nepusobi jako pfimy
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muskarinovy antagonista, ale zlepSuje funkCnost cholinergického

systému.
Tabulka 6
Tepla deska
Latentni doba (sec)
pfed po po po
pusobenim | pisobeni | plisobeni | pusobeni

pfedbé&zne pUsobeni 15 min. 30 min. | 45 min.
pusobeni
(jednotliva ICV
injekce)
aODN 3 nmol fyziologicky 14,3£1,2 | 15,56+£2,3 | 15,4+1,6 | 16,0£2,2

roztok
aODN 3 nmol acetyl-L-karnitin | 13,5+0,8* | 16,6+1,9* | 15,8+1,8" | 15,8%1,5"
dODN 3 mmol fyziologicky 13,3£1,4 | 129424 | 14125 | 15,3421

roztok
dODN 3 mmol acetyl-L-karnitin | 23,6+1,1 | 22,6%2,3 | 21,9+1,5 | 22,3%1,7

acetyl-L-karnitin: 100 mg.kg™” BID, SC po dobu 7 dni

aODN byl injikovan cestou ICV v 1., 4. a 7. dnj;

Nociceptivni odezva byla zaznamenavana 24 hodin po posledni injekci
acetyl-L-karnitinu.

Udaje jsou stfedni hodnotou + standardni odchylka nejméné pro 10
zvirat.

* p<0,01 porovnano se skupinou, na kterou se pusobilo dODN +

acetyl-L-karnitinem.

Priklad 4

Nasledujici zkousky byly provedeny pro stanoveni Uc€inkd, které maze
mit acetyl-L-karnitin na nervovy systém: zkouska na otacejici se
plosiné (rota-rod test), zkouska s dérovanou deskou (hole board test)

a zkou8ka vyvolani spanku (sleep induction).
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Pouzity byly my3i Swiss Webster o hmotnosti mezi 22 g a 30 g:
Zkouska stability na otacejici se plosiné (rota-rod test) byla provadena
pomoci pfistroje skladajiciho se z ploSinky a otacejici se tyce o
praméru 3 cm (16 az 20 1.min”") s neklouzavym povrchem.

Integrita motorické koordinace zvifat byla stanovena podle schopnosti
my3i udrzet rovnovahu na otacejici se tyci.

Sledovanym parametrem byl poCet padu zvifete béhem 30
sekundového pozorovani odeclitany v rlznych intervalech po podani
latky (Vaught, et al., Neuropharmacol., 24, 211, 1985).

Pfi zkousce sdérovanou deskou (hole board test) byly
zaznamenavany pohyby krys dvéma oddélenymi  systémy
s fotobufikami, které zaznamenavaly jak pohyby na desce (spontanni
pohyblivost), tak ¢etnost vkladani hlavy do deér na povrchu
(prazkumnicka ¢innost).

Mysi byly po jedné umistovany na desku a ponechany po dobu 5

minut volné zkoumat jak povrch, tak otvory.

Ve zkouSce svyvolanim spanku (sleep induction test)
s pentobarbitalem bylo méfeno trvani ztraty reflexu svinuti na mysich,

které dostaly pentobarbital (60 mg.kg™ IP).

Motoricka koordinace mysi u kterych byl pouzit acetyl-L-karnitin (100
mg.kg”" BID, SC nebo IP po 7 a 14 dni) se nelidil od motorické
koordinace kontrolnich mysi, které dostavaly fyziologicky roztok. PocCet

padd béhem 30 sekundového pozorovani se progresivne snizoval tak,
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jak byly jednotlivé zkouSky opakovany, coz prokazuje, Ze se

zkoumana my$ naudila drzet rovnovahu na otacejici se tyci.

Tabulka 7(A)

7 denni subchronické podavani (IP)

otacdiva ploSina
pocet padt béhem 30 sekund
pred po pusobeni
pUsobenim
15 min. 30 min. | 45 min.
fysiologicky roztok 3,8+0,4 2,0+0,2 1,8+0,3 0,8+0,2
: (5) (5) (5) (5)
acetyl-L-karnitin 100 mg.kg”" BID | 3,6+0,5 | 2,2+0,4 1,540,3 | 1,1£0,3
, (5) (5) (5) (5)
Udaje jsou stfedni hodnotou * standardni odchylka.
V zavorkach je uveden pocet zvirat.
Tabulka 7(B)
14 denni subchronické podavani (IP)
otaciva plosina
pocet padu b&éhem 30 sekund
pred po pusobeni
pusobenim
15 min. 30 min. | 45 min.
fysiologicky roztok 4,2+04 | 3,1+0,4 2,2+0,2 | 1,6+0,3
) (5) (5) (5)
acetyl-L-karnitin 100 mg.kg” BID | 3,9+0,5 | 2,9+0,3 1,7¢0,4 | 1,0£0,3
(5) (5) (5) (5)

Udaje jsou stfedni hodnotou + standardni odchylka.

V zavorkach je uveden pocet zvifat.

Spontanni pohyblivost a prizkumnicka cCinnost zkoumanych mysi,

které byly zjistény zkouSkou s dérovanou deskou nevykazovaly

v porovnani s kontrolni skupinou zadné rozdily.
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14 denni subchronické podavani (SC)

prazkumnicka Cinnost

lokomotoricka Cinnost

pocet pohybu

pocet pruzkum

fysiologicky roztok

59,4%7,7 (7)

21,3%5,6 (7)

acetyl-L-karnitin
100 mg.kg ' BID

52,3+6,5 (10)

24,0£5,1 (10)

V zavorkach je uveden pocet zvirat.

Podobné jako u dvou vySe uvedenych zkouSek, téZz u zkousky
vyvolani spanku (sleep induction test) pentobarbitalem (60 mg.kg™ IP)
(podavany 24 hodin po ukonceni podavani) neovlivnil acetyl-L-karnitin
(100 mg.kg™" BID, SC po dobu 7 dni) ani trvani spanku, ani indukéni

dobu oproti tomu, jak se to délo u piracetamu (30 mg.kg™, IP).

Tabulka 9
spanek
indukcéni doba trvani
(min.) (min.)

fysiologicky roztok 3,3+1,8 (16) 24,2+6,0 (16)
acetyl-L-karnitin 3,3+2,1 (10) 23,5£3,4 (10)
piracetam 4,5+2,1 (10) 12,545,3* (10)
(30 mg.kg™ IP)

Acetyl-L-karnitin: 100 mg.kg™ BID, SC po dobu 7 dni.
V zavorkach je uveden pocet zvifat.

* p<0,01 porovnano se skupinou, ktera obdrzela fysiologicky roztok.
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Priklad 5
Byla hodnocena hyperalgesie vyvolana abstinencnim syndromem na
morfin. Byly pouzity samci mySi Swiss Webster o hmotnosti mezi 22 g

a 30 g a samci krys.

K vyvolani zavislosti byl morfin rozpustén v lahvich na piti; davka

morfinu byla zvySovana kazdych 48 hodin.

Roztok morfinu byl oslazen 5 % sacharosou k pfekryti horke chuti a
pripravovan podle nasledujiciho schématu: 1. a 2. den 0,1 mg.ml”; 3.

a4.den 0,2 mg.mi™; 5. a6.den 0,3 mg.ml"; 7. az 14. den 0,4 mg.ml™".

7 denni podavani acetyl-L-karnitinu zapocCalo od 7. dne podavani

morfinu.

Morfinovy roztok obsazeny v lahvi byl zaménén za vodu rano 15. dne.
CtyFi hodiny po zaméné roztoku vykazovaly mys$i béhem zkousky na
teplé desce vyznamné snizeni prahu bolestivosti, které dosahlo
vrcholu po 6 hodinach (latentni doba 11,8+0,8 sekund v porovnani s
15,7+1,1 sekundami zaznamenanymi u kontrolni skupiny).

Motoricka koordinace a spontanni Cinnost zkouSena na otacejici se
tyéi a zkouska animex (Active 8 open field Activity System — Harvard
Apparatus) nevykazaly rozdily mezi mySmi s abstinencnim
syndromem na morfin a my3Smi, kterym byl podavan roztok sacharozy

pouzivany jako vehikulum.
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Bylo zjisténo, ze acetyl-L-karnitin je pfi opakovaném podavani (100
mg.kg” BID, IP a SC po 7 dni) (obrazek 5) schopny zvratit hyperalgesii
vyvolanou abstinenénim syndromem na morfin, avsak ne po jediném
podani (5 hodin a 30 minut od zamény morfinu za vodu) (obrazek
5bis).

Piiklad 6

Pro zkou$Sku hyperalgesie vyvolane Kyselinou kainovou byli pouZziti
samci mysi Swiss Webster o hmotnosti mezi 22 g a 30 g a zkouska
byla provedena v souladu s metodou popisovanou Giovengo, et al.,
v Pain, 83, 347 — 358, 1999.

Podle této zkousSky je hyperalgesie — stanoveno na mysSich na teple

desce — vyvolana roztokem kyseliny kainové (20 mg.kg™, IP).

Snizeny prah bolestivosti, ktery dosahuje vrcholu 24 hodin po injekci,

pfetrvava nezménén po mnoho dna.

PFi této zkousce bylo zjisténo, ze 7 denni opakované podavani acetyl-
L-karnitinu (které zacalo 48 hodin po podani kyseliny kainové) je
schopno zvratit hyperalgesii (obrazek 6), zatimco jednorazové podani

nemeélo zadny antihyperalgeticky UcCinek (obrazek 6bis).
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Pfiklad 7

Pfi zkousce hyperalgesie vyvolané NMDA (N-methyl-D-aspartan) byly

pouzity samci mysi Swiss Webster o hmotnosti mezi 22 g a 30 g.

Tato zkouSka byla provadéna v souladu s popisem podle Davies a
Inturrisi v J. Pharmacol. Exp. Ther., 289, 1048 — 1053, 1999 pro krysy,

av8ak namito bylo pouzito pro mysi.

Pfi této zkousce byla hyperalgesie hodnocena zkouskou na teplé
desce sjejim vyvolanim pomoci intratekalné podavaného roztoku
NMDA (1,64 ug pro jednu mys; podavano pfiblizneé 15 minut po

poslednim podani acetyl-L-karnitinu).

Snizeni prahu bolestivosti, jehoz vrcholu je dosazeno 15 minut po
injikovani NMDA, vymizi béhem 30 minut od podani. Obrazek 7
znazornuje antinociceptivni Ucinek vyvolany acetyl-L-karnitinem (100
mg.kg”, BID, SC nebo IP po 7 dni) pfi snizeném prahu bolestivosti
vyvolanym MNDA.

Bylo zjisténo, Zze za stejnych pokusnych podminek davka 30 mg.kg™”
BID, IP nebo SC po dobu 7 dni nebyla shledana uc¢innou (obrazek 7),

podobné jako to Ize pozorovat na obrazku 6.
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Patentové naroky

1. Pouziti acetyl-L-karnitinu nebo jeho farmaceuticky pfijatelné sole
k pfipravé léCiva s analgetickymi Ucinky.

2. Pouziti acetyl-L-karnitinu nebo jeho farmaceuticky pfijatelné sole
k pfipravé |éCiva pro preventivni IéCbu bolesti.

3. Pouziti podle naroku 2 k pfipravé léCiva majiciho preemptivni
analgetické ucinky.

4. Pouziti podle naroku 2 nebo 3 pro preventivni I€Cbu bolesti
nastavajici po chirurgickych zakrocich.

5. Pouziti podle narokud 1, 2 nebo 3, kdy se farmaceuticky pfijatelna sul
acetyl-L-karnitinu vybira ze skupiny obsahujici: chlorid, bromid,
orotan, kysely aspartan, kysely citran, citran horeCnaty, kysely
fosforecnan, fumaran a kysely fumaran, fumaran hofecCnaty,
mlécnan, maleinan a kysely maleinan, slizan, kysely Stavelan,
pamoan, kysely pamoan, kysely siran, glukofosfat, vinan, kysely
vinan, vinan hofeCnaty, 2-aminoethansulfonan, 2-

aminoethansulfonan hofeénaty, vinan cholinu a trichloracetat.
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Pocdet abdominalnich konstrikci
SALINE = fysiologicky roztok
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— T T
acetyl-L-karnitin acetyl-L-karnitin acetyl-L-karnitin
akutni podavani subchronické subchronické
podavani (7 dni) podavani (14 dni)

Uginek acetyl-L-karnitinu na abdominaini  konstrikci vyvolanou
roztokem 0,6 % kyseliny octové.

Odpovéd na stimul bolesti byl zaznamenan 30 minut po akutnim
podani acetyl-L-karnitinu.

Subchronické podavani acetyl-L-karnitinu: 100 mg.kg” ip nebo sc
dvakrat denné po 7 nebo 14 dni. )
Kazdy Udaj predstavuje stfedni hodnotu + standardni odchylku pro 12
zvirat..

*p< 0,05
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Obrazek 2

Pocet abdominalnich konstrikci
SALINE = fysioloaicky roztok’
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SALINE

100 100
mgkglip. mgkgls.c.

acetyl-L-karnitin

acetyl-L-karnitin

akutni podavani

subchronické

podavani (7 dni)

Uginek acetyl-L-karnitinu na abdominalni konstrikci vyvol-anou

roztokem 0,3 % kyseliny octové.

Odpoved na stimul bolesti byl zaznamenan 30 minut po akutnim

podani acetyl-L-karnitinu.

Subchronické podavani acetyl-L-karnitinu: 100 mg.kg™" ip dvakrat

denné po dobu 7 dni.

Kazdy Udaj predstavuje stfedni hodnotu + standardni odchylku pro 12

zvirat.
| *p< 0,05




3/9 | W I I3k

- Obrazek 3
Podet abdominalnich konstrikci ' . .
SALINE = fysiologicky roztok

S

30 30 . ' 30 .30
T%kgi‘ Lp: mgkg" s.c. _ rng'ltf,'l 1.p. mgke™! s.c.

acetyl-L-karnitin

acetyl-L-karnitin

subchronicke subchronické

podavani (14 dnf) podavani (18 dni)

Uginek acetyl-L-karnitinu  na abdominalni  konstrikci  vyvolanou
roztokem 0,6 % kyseliny octove.

Odpovéd na stimul bolesti byl zaznamenan 30 minut po akutnim
podéni acetyl-L-karnitinu a 24 hodin po posjednim podani béhem
subchronického podavani acetyl-L-karnitinu.

Subchronické podéavani acetyl-L-karnitinu: 30 mg.kg‘1 ip nebo sC
dvakrat denné po dobu 14 nebo 18 dni.

Kazdy Udaj predstavuje stredni hodnotu * standardni odchylku pro 8

az 9 zvirat
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Obrazek 4
Pocet abdominalnich konstrikci
'SALINE = fysiologicky roztok
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b acetyl-L-karnitin acetyl-L-karnitin
akutni podavani subchronicke

podavani (14 dni)

Uginek acetyl-L-kamnitinu na abdominéini konstrikci vyvolanou
roztokem 0,3 % kyseliny octove.

Odpovéd na stimul bolesti byl zaznamenan 30 minut po akutnim
podani acetyl-L-karnitinu.

Supchronické podavani acetyl-L-karnitinu: 30 mg.kg™ ip dvakrat denné
po dobu 14 dni. '

Kazdy Udaj pfedstavuje stifedni hodnotu + standardni odchylku pro 12
zvirat.

*p< 0,05




5/9

Obrazek 5 )
Latentni doba (sek) . |

6h15man 6 h 30 min

Doba preruseni podavani morfinu

[ fysiologicky roztok B acetyl-L-karnitin
Uginek acetyl-L-karnitinu na hyperalgesii vyvolanou krizi odebranim
morfinu (zkouSka na teplé desce).
Roztok morfinu obsazeny v lahvi byl nahrazen vodou rano 15. dne (0
h)..
Subchronické podavani acetyl-L-karnitinu: 100 mg.kg”" ip dvakrat
denné po dobu 7 dni.
Kazdy udaj pfedstavuje stfedni hodnotu + standardni odchylku pro 12
zvifat.

* p< 0,05 vzhledem ke skupiné, ktera dostavala fysiologicky roztok.
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Obrazek 5bis !
Latentni doba (sek)
6

15 -

14

13 -

12

11 4

10 4

6h 6 h15min 6 h 30 min

Doba pferuseni podavani morfinu
Podavani acetyl-L-karnitinu

[Jfysiologicky roztok M acetyl-L-karnitin

Uginek acetyl-L-karnitinu na hyperalgesii vyvolanou krizi odebranim
morfinu (zkouSka na teplé desce). |

Roztok morfinu obsazeny v lahvi byl nahrazen vodou réno 15. dne (0
h).

Subchronické podavani acetyl-L-karnitinu: 100 mg.kg™ ip dvakrat
denné po dobu 7 dni. "
Kazdy Udaj predstavuje stfedni hodnotu + standardni odchylku pro 10

zvirat.
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Obrazek 6 o

Latentni doba (sek) : -

17 4

15 4 —L-.

fysiologicky| HEE
roztok

321e,

nova i

kyselina kai

acetyl-L-karnitin_

30 100

mgkglip. mgkglip.
Uginek acetyl-L-karnitinu na hyperalgésii vyvolanou  kyselinou
kainovou (zkouska na teplé desce).
Stimul bolesti byl zaznamenavan 30 minut po poslednim podani
acetyl-L-karnitinu.
Kyselina kainova byla podavana 48 hodin pfed podavanim acetyl-L-
‘kamitinu.
Subchronické podavani acetyl-L-karnitinu: 30 nebo 100 mg.kg" ip
dvakrat denné po dobu 7 dni. . |
Kazdy udaj pfedstavuje stfedni hodnotu £ standardni odchylku pro 12
zvifat.

* p< O,.O‘I vzhledem ke skupinég, ktera dostavala fysiologicky roztok.
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Obréazek 6bis

Latentni doba (sek)

217
15 ~ T
13 4
*
11 4 *
9 J
7 ~ .
5 — L A , . = .
fysiologicky Elkyselina kainovAlll
roztok ——
indo  acetyl-L-karnitin
methacin ;
1 100

mgkglip. mgkglsc

Uginek acetyl-L-karnitinu na hyperalgesii vyvolanou krizi po odebrani

morfinu (zkouska na teplé desce). Porovnani s indomethacinem.

Stimul bolesti byl zaznamenavan 30 minut po poslednim podani
acetyl-L-karnitinu.

Kyselina kainové byla podavana 48 hodin pfed podavanim acetyl-L-
karnitinu. v .

Subchronické podavani acetyl-L-karnitinu: 100 mg.kg™ sc.

Kazdy Udaj predstavuje stfedni hodnotu + standardni odchylku pro 12
zvifat.

" p< 0,05 vzhledem ke skuping, ktera dostavala fysiologicky roztok.
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Obréazek 7 -
Latentni doba (sek)

17 4

154 T

13 4

fysiologicky B _ NMDA . Sl
roztok B‘Cetyu_-k@rnitin

0 100
mgkglip. mgkgls.c

Uginek acetyl-L-karnitinu na hyperalgesii vyvolanou  N-methyl-D-
aspartanem (NMD) (zkouSka na teplé desce).

Stimul bolesti byl zaznamenavan 30 minut po poslednim podani
acetyl-L-karnitinu. |

NMDA byla podavana 15 hodin pfed zkouskou na teplé desce.
Subchronické podavani acetyl-L-karnitinu: 30 mg.kg”" ip nebo 100
mg.kg™" sc dvakrat denné po dobu 7 dni. |

Kazdy udaj ptedstavuje stfedni hodnotu + standardni odchylku pro 12
zvirat.

* p< 0,01 vzhledem ke skupiné, které dostavala fysiologicky roztok.
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