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Amidy polynenasytenych mastnych kyselin vzorca I, kde
R je alkenylova skupina polynenasytenej mastnej kyse-
liny so 16 aZ 28 uhlikovymi atémami, s 2 a% 6 dvojitymi
vizbami, prednostne vietkymi v Konfigurécii cis, pri-
Som prvé dvojita vizba je v polohe C-3, C-6, alebo C-9,
politané od nekarboxylovej ¢asti molekuly, R” je vo-
dik, niZ3i alkyl, skupina -OH alebo (CH:) »-OH, kde n
je malé celé &islo, priom ak je R* vodik, je R'niZf al-
kyl alebo skupina (CH;) m-OH, kde m je malé celé
tislo, ak je R"niX3i alkyl, je R'skupina CH,) ,-OH,
kde p je malé celé &islo, ak je R skupina -OH, je R’
skupina -(CHz) .-OH, kde q je malé celé ¢&islo, alebo a-
ko R’, tak R" je skupina {CH.) ,-OH, kde n je malé
celé &islo, a ich aditné soli s kyselinami a komplexy sa
schopné zastipit’ prirodzene sa vyskytujiice anandamidy
v mozgu a viazat' sa na kannabinoidovy receptor. Zlu-
teniny vykazuju fyziologickd aktivitu si vhodné ako G-
¢innd zloZka farmaceutickych pripravkov na lietbu z-
palov, migrén, spastickej Sinnosti, glaukému a roztri-
senej skler6zy. Utinnd zlozka méZe mat’ radioaktivne
oznacenii formu,
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Derivaty mastnych kyselin a farmaceutickeé pripravky s ich ob-

sahom

Oblast techniky

Vynalez sa tyka uré¢itych polynenasytenych amidov mastnych
kyselin a ich derivatov. Cast 2z nich je pritomnd v mozgu
a éast sU syntetické produkty. Nové ¢&isté zludeniny maju
rézne farmakologické vlastnosti. 1Inhibuju Specificku vazbu
kannabinoidovej sondy na synaptosomdlne membrany. Zluc¢eniny

podla vynalezu mdézu byt v radioaktivne znadenej forme.

Doterajsi stav techniky

Etanolamid arachidonovej kyseliny (anandamid) a podobné
zliceniny su stavebnymi sucastami mozgu. Anandamid a urcéité
jemu podobné zluceniny sa viaZu na kannabionoidovy receptor.
Vazba anandamidu na kannabinoidovy receptor je podobna vazbe
Ag—tetrahydrokannabinolu. V tele existuje mnoho mediatorov,
ktoré su derivatmi arachidonovej kyseliny, ako siu prostaglan-
diny a leukotrieny, ktoré si pritomné ako velké skupiny pri-
buznych zluc¢enin. Niektoré z nich sa neviazZu na kannabinoido-
vy receptor a jednym z cielov vynalezu bolo najst a identifi-
kovat zluceniny, ktoré maju fyziologické vlastnosti podobné

vlastnostiam anandamidu.
Existencia receptoru a vysoké strukturne pozZiadavky na

kannabinoidovi aktivitu ukazujui na moznu pritomnost sSpecific-

kého endogénneho kannabinoidového ligandu.

Podstata vynéleéu

Endogénne 1ligandy pre kannabinoidovy receptor doposial



neboli identifikované. Arachidonoyletanolamid, t.j. novy de-
rivat arachidonovej kyseliny, nazyvany anandamid, bol izolo-
vany z bravcového mozgu. Jeho Struktura bola stanovena hmoto-
vou spektroskopiou a nukledrnou magnetickou rezonanénou spek-
troskopiou a potvrdena synteézou. Inhibuje Specificku vazbu
znacenej kannabinoidovej sondy na synaptosomdlne membrany
spésobom typickym pre konkurenéné ligandy a vyvolava koncent-
racne zavislu inhibiciu elektricky vyvolanej kréovej odpovede
mysieho vas deferens, ¢o je charakteristicky uéinok psychot-
ropnych kannabinoidov. Boli syntetizované podobné zluiéeniny

a skumané ich farmakologické vlastnosti.

A 9_Tetrahydrokannabinol ( A2-THC), psychoaktivna zlozka
Cannabis, sa viaze na Specificky receptor v mozgu, kondenzo-
vany s G-proteinom. Bol sice klonovany kannabinoidovy recep-
tor u ¢loveka a u Kkrysy, ale jeho fyziologicka funkcia je
neznama. Spolahlivo potvrdené behaviordlne uéinky THC a hoj-
nost a anatomicka lokalizacia receptoru v mozgu naznacuje ok-
rem inych funkcii rolu receptoru pri kontrole pohybov, pama-

te, emécii a modulacie bolesti.

Existencia receptoru a vysoké Strukturne poZiadavky na
kannabinoidovu aktivitu ukazujui na moZnu pritomnost Specific-

kého endogénneho kannabinoidového ligandu.

Pri screeningu na endogénne kannabinoidové zluc¢eniny boli
testované frakcie odvodené z mozgu s pouzZitim odstredivkového
testu vazby radioligandov. Ako sonda bol pouzity tritiovany
HU-243 (11-hydroxyhexahydrokannabinol~3-dimetylheptylovy ho-
molég) s hodnotou Kp 45 pM v krysych synaptosomdlnych membra-
nach. Extrakty bravéového mozgu, rozpustné v organickych roz-
pistadlach, boli najprv chromatografované Standardnym postu-
pom pre delené 1lipidy. Bravéové mozgy boli homogenizované
vV chloroforme a/alebo metanole a odstredované pri 13 000 x g.
Organicky extrakt bol po rozdeleni hlavnych skupin lipidov
(C.C. Sweeley, Methods Enzymol. 14, 254 (1969); J.C. Dittmer



a M.A. Wells, tamtiez, str. 482] s pouzZitim eluénych schémat
frakcionovany na silikagéle [Kieselgel 60, 70-230 mesh]. Mno-
hé z poévodnych frakcii izolovanych z mozgu inhibovali vazbu
[3H]HU—243 na kannabinoidovy receptor. Zvlastna pozornost bo-
la venovana vazbe [3H]HU—243 na mikrofugdlne trubicky zo si-
likénovaného polypropylénu, v ktorych bol test uskutoc¢novany.
Obvykle ulpie na mikrofugalnej trubiéke asi 15 aZ 20 % prida-
ného [3H]HU—243 a toto mnoZstvo sa mierne zvysSuje s tym, ako
je radioligand z receptoru vytesrnovany neznacenymi kannabino-
idmi. Pri monitorovani trojstrannej rovnovahy [3H]HU-243 med-
zi synaptosomalnymi receptormi, roztokom a mikrofugalnou tru-
biékou sme pozorovali, 2Ze vsetky surové mozgové frakcie, kto-
ré inhibovali vdzbu [3H]HU-243 na receptory, tieZz inhibovali
vazbu radioligandu na mikrofugdlnu trubidku. Niekolko slub-
nych frakcii bolo prec¢istenych s pouzitim nizkotlakovej
i strednetlakovej stipcovej chromatografie a chromatografie
na tenkej vrstve (TLC). Bola pouzZita kombindcia systému
S normalnou a reverznou fazou. TLC: R¢ 0,65 na analyticke]j
dosticke RP-18 (Merck), eliucia metanol - dichlérmetan 4 : 1,
vyvijanie dvakrat - ¢&elo prvého rozpustadla: 3,1 cm, éelo
druhého rozpustadla: 7,4 cm [W.A. Devane, L. Hanus, Mechou-
lam, Proceed. 5th Nordic Neuroscience Meet., publ. Univ. Kuo-
pio Med., str. 198 (1991)). Anandamid sa vymyva zo stipca si-
likagelu (Kieselgel 60, 40 - 63 um, Merck) systémom metanol
- chloroform 2 : 98. Z Kkolény s reverznymi fazami (RP-C,
40 - 63 um, Sigma) sa vymyva systémom metanol - voda 88 : 12.

Bola ziskand zluc¢enina (0,6 mg zo 4,5 kg mozgu) o nazve
anandamid, ktora vykazuje na TLC jednu S$kvrnu a pri plynovej
chromatografii (GC) s pouzitim detekcie hmotovym spektromet-
rom sa vymyva prevazne ako jeden pik. Anandamid inhibuje Spe-
cificku vazbu [3H]HU-243 na synaptosomdlne membrany spdsobom
typickym pre konkurenéné ligandy s hodnotou Kp 52 + 1,8 nM
(n = 3) (obr. 1). V tomto systéme bola pre A2~THC hodnota Kp
46 + 3 nM.



Vysledky predchadzajicich experimentov, pri ktorych sme
porovnavali inhibiény ué¢inok 1,1-dimetylheptyl-homoldgov (+)
a (-)-1ll-hydroxy-delta-8-tetrahydrokannabinolu na elektricky
vyvolani Kkrcéovi odpoved mys$ieho vas deferens, ukazuju, ze
tento preparat je vhodny ako model pre hodnotenie funkcie
psychotropnych kannabinoidov. R.G. Pertwee, L.A. Stevenson,
D.B. Elrick, R. Mechoulam, A.D. Corbett, Brit. J. Pharmacol.
105, 980 (1972). Anandamid vyvolaval koncentrac¢ne zavislu in-
hibiciu kr¥céovej odpovede (obr. 2). Inhibicia nebola rusena
naloxonom (300 nM). Hodnoty inhibicie su porovnatelné s hod-

notami vazby na receptor.

Struktuira anandamidu bola uréena hmotovou spektrometriou
(MS) a nukledrnou magnetickou rezonanénou (NMR) spektroskopi-
ou. Dalsie udaje boli ziskane z merania GC-MS a CID na trime-
tylsilylovom derivate 1latky. Vysledky ukazuji, 2e anandamid
je etanolamid tetraenovej C,p mastnej kyseliny.

Podpora pre uvedenu S§truktiru bola najdena v chovani
anandamidu za podmienok GC-MS.

Tepelnou dehydrataciou vznika elektrdénovou ionizaciou
(EI) ién m/z 329 M+ a pod C1 m/z 330 MH+. Ako m/z 330 MH+,
tak m/z 329 M+ vznikaju za podmienok EI v zariadeni s lapac¢om
idnov (obr. 3). Fragmentaé¢nd schéma produktov dehydratacie
bola v oblasti nizkych hmotnosti EI hmotového spektra podobna
pre anandamid i palmitoyletanolamid: m/z 85 (ién z McLaffer-
tyho presSmyku) a m/z 98 (produkt y-stiepenia) (obr. 4). EI
hmotové spektrum dehydratovaného palmitoyletanolamidu vykazu-
Je ién m/z 112 zodpovedajuci fragmentu z §-Stiepenia. Absen-
cia tohoto iénu v EI hmotovom spektre ziskanom GC-MS analyzou
anandamidu ukazuje na pritomnost prvej dvojitej vazby v tet-
raenovej kyseliny v polohe 5 (ako v arachidonoyletanolamide,

u ktorého sa neocakava produkt é§-Stiepenia) (obr. 4).

Boli zaznamenané spektra 1H NMR. Piky prislichajuce pro-



ténom dvojitej vazby (8§ 5,30 -~ 5,45, mult) boli kombinované
s pikami protdénov, ktoré maju chemické posuny allylickych
dvojitych vazieb (& 2,75 - 2,90, mult). Takéto dvojité ally-
lické protdény su typické pre pocetné prirodzene sa vyskytuju-
ce cis-nekonjugované polynenasytené mastné kyseliny, ako je
linoleova a arachidonova kyselina. Medzi &6 2,01 - 2,27 boli
pozorované tri pary proténov, ktoré sme priradili 2 allylic-
kym metylénovym sKkupinam a 1 metylénovej skupine v polohe a
ku karbonylovej skupine. Bola zistend len jedna metylova sku-
pina (0,88, t). Piky najdené pre 2 protény pri 3,42 (N-CH,
t), 2 protény pri 3,72 (0-CH2, t) a 2 protény pri 2,20
(COCH2, t) maju podobné chemické posuny a schémy spinovych
interakcii, aké su pozorované v NMR spektre syntetického pal-
mitoyletanolamidu. Boli kombinované piky pre N-CH, a O-CH,.

Porovnanie uvedenych analytickych dat nas viedlo k zave-
ru, 2Z2e anandamid ma struktiru nového chemického individua
arachidonoyletanolamidu, t.j. (Z)-N-2-hydroxyetyl-5,8,11,14-
-ikosatetraenamidu. Tento =zaver bol potvrdeny syntézou.
Arachidonoylchlorid, pripraveny 2 arachidonovej Kkyseliny
a oxalylchloridu (21) v metylénchloride bol pri 0 °C pridany
v dusikove) atmosfére Kk etanolaminu (v 10-nasobnom molarnom
prebytku) v metylénchloride. Po 15 min bola reakéna zmes pre-
myta vodou, vysusend a produkt (vytazok cca 90 %) bol predis-
teny chromatografiou na stipci silikagélu (elucia 2% metano-
lom v chloroforme) na arachidonoyletanolamid ako olej v &is-
tote 97 % (podla GC-MS). Synteticky arachidonoyletanolamid
bol identicky s produktom ziskanym pomocou TLC (10), NMR
(300 MHz) a GC-MS (retenény &as a fragmentaéna schéma) (obr.
3). Synteticky anandamid sa viaZe na kannabinoidovy receptor
Ki =39 + 5,0 nM (n = 3).

Zda sa, Ze tato precistend nova zluéenina anandamid je
pritomnd ako suc¢ast mozgu. Je mozZné, ze je tato zlucenina
pritomnd vo forme komplexu s inou zluic¢eninou alebo v akejkol-

vek inej forme, ale podla vynalezu bolo zistené, Ze zludeni-



na, definovana tu ako anandamid, je charakterizovana tu uve-
denymi vlastnostami. Tu definované podobné zludeniny su cha-
rakterizované v podstate ekvivalentnymi vlastnostami a su

tiez suc¢astou vynalezu.

Vynalez sa tieZ2 tyka znacCenej formy tychto =zluéenin,
ktora sa da vyuzivat v réznych vyskumnych projektoch a tes-
toch.

Vynalez sa dalej tyka farmaceutickych pripravkov, obsa-

hujuicich G¢inné mnoZstvo jednej zo zlu¢enin podla vynalezu.

Syntetickou metddou, opisanou pre arachidonoyletanola-
mid, boli pripravené etanolamidy tychto nenasytenych mastnych

kyselin:

systematicky trivialny Shortlandovo
nazov nazov oznacenie
9,12-oktadecenovax* linoleova 18:2 (n-6)
6,9,12~oktadekatrienova §-1linolenova 18:3 (n-6)
8,11,14~eikosatrienova homo-8§-1inolenova 20:3 (n-6)
4,7,10,13,16-dokosapentanova - 20:5 (n-6)
9,12,15-oktadekatrienova §-linolenova 18:3 (n-3)
5,8,11,14,17-eikosapentaenova - 20:5 (n-3)
4,7,10,13,16,19-dokosahexanova - 22:6 (n-3)
5,8,1l1-eikosatrienova - 20:3 (n-9)

* konfiguracia dvojnej vazby je vo vsetkych pripadoch cis.

Tieto derivaty etanolamidu maji protizapalové, analge-
tické, antiglaukémové a antiemetické Uéinky (ako je uvedené
dalej). Pre ziskanie 14C—znaéeny‘ch zlicéenin, vyznamnych pre
biologické studie, bol vyééie uvedeny synteticky postup opa-
14a_

kovany s znacenou arachidonovou kyselinou a bolo ziskané

50 mCi/mmol 14C-arachidonoyletanolamidu. s 3H-arachidonovou



kyselinou sme ziskali 150 Ci/mmol 3H-arachidonoyletanolami-
du. Pri pouZiti l14c_znaceného etanolamidu sme ziskali 50

mCi/mmol 14C-arachidonoy1etanolamidu.

Biologické vysledky
Analgéza

Nové zluceniny boli testované sStandardnym testom s horu-

cou plathou. Reprezentativne vysledky su uvedené v tabulke I.

Zluiceniny boli rozpustené v zmesi detergentu (Emulphor),
etanolu a fyziologického roztoku 5 : 5 : 90 a podavané injek-
¢ne intravenézne do chvostovej Zily pri objeme injekcie 0,1

ml/10 g telesnej hmotnosti.

Antiemeticka Gé¢innost

Zlui¢eniny boli testované taktieZ na holuboch proti eme-
sii vyvolanej antineoplastikom (cisplatin) metdédou opisanou
Feigenbaumom a d., Eur. J. Pharmacol. 169, 159-165 (1989).

Reprezentativne vysledky si uvedené v tabulke I.

Zluc¢eniny boli rozpustené rovnako ako pri analgetickom
teste a podavané subkutanne. Objem injekcie bol 1,0 ml/kg te-
lesnej hmotnosti.

Antiglaukémovd Uéinnost

Zluceniny boli tieZ testované na antiglaukémovi uéinnost
na Kkralikoch so stabilnym glaukémom, vyvolanym injekciou
8-chymotrypsinu do oka metdédou podrobne opisanou R. Mechoula-
mom a d., On the therapeutic possibilities of some cannabino-



ids, v "The Therapeutic Potential of Marihuana" (ed. S. Co-
hen, R.C. Stillman), Plenum Press, New York, 1975, str.
35 - 48. Uc¢innost zlucenin bola porovnavana s pilokarpinom
(standardné lieéivo proti glaukému), ktory pri pouziti 0,01%
vodného roztoku zniZuje vnutrooény tlak (IOP) a zdrZuje pol-
¢as navratu k povodnému (IOP) na asi 30 hodin.

Etanolamidy mastnych kyselin podavané do oka v 0,1 %
roztoku boli menej uU¢inné nez pilokarpiny a zdrzovali poléas
navratu k pévodnému IOP na 2 aZ 10 hodin.

Zluc¢eniny boli rozpustené rovnako ako pri analgetickom
teste a pre dosiahnutie poZadovanej koncentricie dalej zrie-

dené fyziologickym roztokom.

Protizapalova u¢innost

Zluceniny boli testované metédou podla W. Calhouna a d.,
Agents and Actions, 21, 306-309 (1987). Ortut ako vytesnova-
cie prostredie bola nahradend vodou. Do chodidlovej plochy
pravej zadnej labky samice mysSi (20 aZz 25 g) bol s.c. injeké-
ne vpraveny PAF (1,0 pg) alebo arachidonova kyselina (1,0 mg)
v roztoku v 50 ul 5% etanolu vo fyziologickom roztoku. Mysi
boli pocas tejto procediry pod éterovou anestéziou. Pred
oSetrenim a 15 min po injekcii PAF alebo 30 min po injekcii
arachidonovej Kyseliny bol vytesnenim vody merany objem pra-
vej labky do uUrovni vonkaj$ieho &lenka. Pre kaZzdu myS bola
vypocitana zmena objemu labky. Vysledky pre dva z testovanych
etanolamidov su uvedené v tabulke II.

Davkovanie

U¢éinna davka pre éloveka je v pripade injekéného alebo
ordlneho podania 1 aZ 100 mg celkom za den.



Tabulka I
Analgéza a redukcia zvracania
analgéza redukcia
*zvracania (59 %)
zluc¢enina EDg, (mg/kg) (mg/kg)
arachidonoyletanolamid 4,2 2,5
5,8,11,14,17-eikosapentaenoyl-
etanolamid 5,2 3,6
4,7,10,13,16,19-dokosahexaenoyl-
etanolanmid 6,1 4,8
5,8,1l1-eikosatrienoyletanolamiad 7,6 6,2
nysi

*x holubi

Tabulka II

Inhibicia opuchu labky vyvolaného arachidonovou kyselinou***

4,7,10,13,16,19-

arachidonoyl- dokosahexaenoyl-
davkaP (mg/kg) etanolamid etanolamid
0,010 56,2 -
0,025 58,4 -
0,050 74,2 52,4
0,100 98,0 66,8
0,250 100,0 72,0

*** Uvedené hodnoty predstavuju percento inhibicie edému lab-

ky v porovnani s kontrolami osetrenymi vehikulom. Statisticka
vyznamnost 95 % podla ANOVA. 5 myS$i v skupine.
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b Kontrolnym mys$iam bol oralne (50 ul) podany podzemnicovy

olejom. Narast objemu labky 38 * 4 ul.

Prehlad obrézkov na vykresoch

Vynalez je bliisie vysvetleny v suvislosti s pripojenymi

vykresmi, kde:

obr. 1 znazornuje kompetitivnu inhibiciu vazby [3H]HU-243

prirodzenym anandamidonm,

obr. 2 ilustruje inhibiciu k¥covej odpovede vas deferens pri-
rodzenym anandamidon,

obr. 3 predstavuje GC-MS spektrum anandamidu,
obr. 4 znazornuje sStrukturu niektorych opisovanych zludcéenin,

obr. 5 predstavuije EI GC-MS spektra dehydratovaného
homo-y~linolenoyletanolaminu (5),

obr. 6 predstavuje EI GC-MS spektra dehydratovaného dokosa-
tetraenoyletanolaminu (zluc¢enina 6),

obr. 7 predstavuje EI GC-MS spektra homo-6-linolenoyletanol-
-aminu (5) a dokosatetraenoyletanolaminu (hore a dole),

obr. 8 znazornuje kompetitivnu vazbu [3H]HU-243 zluceninou

5 (Stvorce) a zluc¢eninou 6 (trojuholniky),

obr. 9 je zoznam vzorcov niektorych zluéenin podla vyndlezu.
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Legenda

Obr. 1 - kompetitivna inhibicia vazby [3H]HU 243 priro-
dzenym anandamidom. Synaptosomalne membrany boli pripravené
z celych krysich mozgov bez mozgového kmena (samci Sprague-
-Dawley, 430 az 470 g). [SH]HU 243 (45 aZ 55 pM) bol inkubo-
vany 90 min pri 30 °C so synaptosomdlnymi membranami (obsah
proteinov 3 aZz 4 pg) bud s anandamidom v uvedenych koncentra-
ciach alebo so samotnym vehikulom (bovinny sérovy albumin bez
mastnych kyselin, kone¢na koncentracia 0,5 mg/ml). Naviazany
a volny radioligand bol oddeleny centrifugaciou (podrobnosti
testu vid. odkaz 8). Data boli normalizované na 100 % Speci-
fickej vazby, ktora bola stanovena pomocou 50 nM neznac¢eného
HU-243. MnozZstvo Specifickych vazieb tvorilo 77 aZz 82 % cel-
kovej radioaktivity, naviazanej na membrany. Symboly hodnét
(Q,8) predstavuju priemer z trojnasobného stanovenia
z dvoch nezavislych experimentov. Hodnota K; (stred t SE,
n = 3) bola stanovena pomocou programu Ligand; Ky =52 +1,8
nM.

Obr. 2 - inhibicia k¥covej odpovede vas deferens prirod-
zenym anandamidom. Vasa deferentia, ziskanda z my$i MFI, bola
zaliata do 4 ml silikénovanych organovych kipelov s po¢iatoé-
nou tenziou 0,5 g. Kupele obsahovali Krebsov roztok bez idénov
Mg*t, ktory bol wuchovavany pri 37 °C a prebublavany 95 % O,
a 5 % CO,. Tkaniva boli supramaximdlne stimulované 0,5s rada-
mi po 3 pulzoch (frekvencia radov 0,1 Hz, trvanie pulzu 0,5
ms). Boli =zaznamenané izometrické Kkoncentracie. Prirodny
anandamid bol dispergovany v Tweene 80 a fyziologickom rozto-
ku (vid. odkaz 12) a pridavany v objemoch 40 pl. Tween 80 ne-
inhiboval kr¥¢ovu odpoved pri maximdlne pouzitej koncentracii
kipela (0,63 ng/ml, n = 6).

Obr. 3 - GC-MS spektrum anandamidu na zariadeni s lapa-
¢om idnov. Anandamid podlieha za tychto podmienok tepelnému
rozkladu a preto zobrazené spektrum patri v skutoénosti iénu



Mt zodpovedajuiceho 2-oxazolinu.

Obr. 4 - Struktdiry anandamidu a palmitoyletanolamidu
a dihydro- a tetrahydrooxazolovych iénovych fragmentov,
vzniknutych z tychto etanolamidov mastnych Xkyselin tepelnou
dehydrataciou za podmienok GC-MS. 1Ién m/z 112 vznika len
z palmitoyletanolamidu.

Zluicéeniny izolované 2z mozgu a syntetizované

nazov zluc¢eniny K

i
cis-7,10,13,16-dokosatetraenoyletanolamid 34,4 £ 3,2 nM
anandamid 39,0 =+ 5,0 nM
homo-1-linolenoyletanolamid 53,4 + 5,5 nM

Syntetické zluceniny, pripravené a testované
nazov zluc¢eniny Ky
N-propyl-5,8,11,14-eikosatetraenoylamid 11,7 £+ 2,6 nM
N-etyl-5,8,11,14-eikosatetraenoylamid 34,0 £+ 2,7 nM
N-metyl-5,8,11,14-eikosatetraenoylamid 60,0 £+ 7,4 nM
arachidonoyl-f-dimetyletanolamid 161,8 + 34,1 nM
Analyza:
ZluCenina 5: pre CyoH3gNO, (m.h. 349) vypocitané C 75,59 %
H 11,25 %
N 4,01 %
najdené C 75,85 %
H 11,01 %
N 3,88 %
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76,75
11,00

Zlucenina 6: pre C,y,H,1NO, (m.h. 375) vypocitané C
H
N 3,73
C
H
N

o° oV

o\

najdené 76,92
11,34

3,60

o oe

o0

U&inné izolované a/alebo pripravené nenasytené acyleta-

nolamidy

nazov zluc¢eniny K; (vazba na receptor)

cis-5,8,11,14~eikosatetraenoyl-
etanolamid (anandamid) 39,0 + 5 nM
z kyseliny 20:4 (n-6), synteticky a z mozgu

CONHCH,CH,0H

cis-7,10,13,16-dokosatetraenoyletanolamid
Z kyseliny 22:4 (n-6) 34,4 * 3,2 nM
synteticky a z mozgu

CONHCH,CH,0H
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homo-g-linolenoyletanolamid 53,4 * 5,5 nM
(cis-8,11,14-eikosatrienoyletanolamid)

(z cis-8,11,14-eikosatrienové

kyseliny) 20:3 (n-6)
synteticky a z mozgu

CONHCH,CH,0H

cis-4,7,10,13,16,19-dokosahexaenoyletanolamid
z kyseliny 22:3 (n-3) 328,9 nM

CONHCH,CH,0H

cis-11,l4-eikosadienoyletanolamid

1,5 uM
z kyseliny 20:2 (n-6)

CONHCH,CH,0H

?-linolenoyletanolamid 4,6 + 0,3 uM
(cis-6,9,12—oktadekatrienoyletanolamid)

(z cis-6,9,12-oktadekatrienové kyseliny) 10:3 (n-6)

CONHCH,CH,O0H



Farmaceutické pripravky obsahujice ako uc¢innu zlozZku
uéinné mnozstvo zluéenin podla vynalezu majui rdézne farmakolo-~
gické ucinky. Napriklad je mozZné uviest protizdpalové, anti-
astmatické, analgetické, antiglaukémové, antimigrénové a an-
tispastické uc¢inky. Stimuluju tiez ndladu a zlepsSuju priznaky
roztrusenej sklerdézy. Davkova forma zavisi na konkrétnej zlu-
cenine a terapeutickej aplikacii a obvykle je v rozmedzi od
asi 1 do asi 100 mg. Vyhodné rozmedzie je medzi asi 5 a asi

25 mg na davku.
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PATENTOVE

V podstate Cisté zlucéeniny v

R-CO-N -

R"

kde

R je alkenylova skupina
liny so 16 az 28 uhliko
nymi vazbami, prednos
cis, pricom prva dvojit
alebo C-9, poc¢itané od

R" nizsi a

je vodik,

-(CH,),-OH, kde n je ma
pricom,

ak Jje R" vodik, je R
-(CH,),~OH, kde m je ma
ak je R" nizsi alkyl,

p je malé celé ¢islo,

ak je R" skupina -OH,

Pv F0¢-as

NAROKY

Seobecného vzorca

Rl

polynenasytenei mastnej kyse-
vymi atémami, s 2 aZ 6 dvoj-
tne vsSetkymi v konfiguracii
a vazba je v polohe C-3, C-6

nekarboxylové c¢asti molekuly,

1kyl, skupina -OH alebo
l1é celé ¢éislo,
' nizsi alkyl alebo skupina
lé celé ¢islo,
je R' skupina -(CHZ)p-OH, kde
je R' skupina —(CH2)q—OH, kde

g je malée celé ¢&islo,
alebo
ako R', tak R" je

celé c¢islo,

a ich adicné soli s kyselina

skupina -(CH,

)ha~OH, kde n je malé

mi a komplexy.
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Zluéenina podla naroku 1, kde alkenylovou skupinou je
skupina oktadekadiénova, oktadekatriénova, eikosapentaé-
nova, dokosahexaénova, eikosatriénova alebo eikosatetraé-

nova.

Zlicenina podla naroku 1, vybrana zo suiboru zahrnujuceho
arachidonoyletanolamid, c¢is-7,10,13,16-dokosa-tetraenoy-
letanolamid, homo-é-linolenoyletanolamid, N-propyl-5,8,
11,14-eikosatetraenoylamid, N-etyl-5,8,11,14-eikosatet-
raenoylamid, N-metyl-5,8,11,14-eikosatetraenoylamid a a-
rachidonoyl-f-dimetyletanolamid.

Protizapalovy, antiastmaticky, analgeticky, antiemeticky,
protiglaukdémovy, protimigrénovy, antispasticky farmaceu-
ticky pripravok, zlepsujuci ndladu a priznaky roztrisenej
sklerézy, vyznacéujuci sa tym, Ze ako ué¢innd zloZku obsa-
huje zluc¢eninu podla naroku 1, 2 alebo 3.

Pripravok podla naroku 4, vyznadujici sa tym, ze ako

acinnu zloZku obsahuje zluc¢eninu podYa naroku 3.

Pripravok podla naroku 4 alebo 5, vyznadujlici sa tym, Ze
davkova jednotka pre podanie ¢loveku je asi 1 az asi 100

mg uc¢innej zluceniny.

Zluéenina podla naroku 1, 2 alebo 3 v radioaktivne znace-
nej forme.

Zluc¢enina podla naroku 7, znacena 3H alebo l4c.



9. Prostriedok pre naviazanie na kannabinoidovy receptor
VvV mozgu, vyznac¢ujuici sa tym, 2Ze obsahuje u¢inné mnozZstvo

zluic¢eniny podla naroku 1, 2 alebo 3.
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mome&cupn

Arachidonylethanolamid (anandamid )

CH,(CH,),,CONHCH,CH,OH

Palmitylethanolamid

+
NH - CH _I + NH - CH
2 2
/ H CH C//
CH, = C = -
2 2
\ \
m/z 85 m/z 98
+
CHy = CH - CH, - C atau CH Nt - CH,
\ 7,
O - CH, C
\
O - CHz
m/z 112
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