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danie na zniZenie otnej hypertenzie. Vynélez tiez zahf-
iia antiglaukomatické pripravky obsahujice kombiné-
ciu flunarizinu s beta-blokatormi, ako je timolol.
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Pouzitie flunarizinu na topickd liegbu glaukému

Oblast techniky

Vynalez sa tyka pouZitia flunarizinu na topicku lie€bu glaukému. Speci-
fickejSie sa vynalez tyka pouzitia flunarizinu, znimeho ako blokatora kalciové-
ho kanéla a pouzivaného ako cerebralneho a periférneho vazodilatatora v nove;j

indikacii ako antiglaukomatika uréeného na topicku oftalmickd lie&bu.

Doteraj§i stav techniky

Ako je zname, glaukém je patologické o&né ochorenie, ktorého priginy
nie si doposial dobre zndme. Uvedeny stav sa obvykle prejavuje progresivnym
zvySovanim vnitrooéného tlaku, éo vedie k vdZnemu pos§kodeniu Struktar oka a
predovietkym vedie k poSkodeniu teréa zrakového nervu a k zlZeniu zorného
pola a nakoniec k atrofii zrakového nervu. Tato choroba sa obvykle spija s ne-
dostatoénym vytokom komorovej vody z oka, ale tiez s d'alimi pri¢inami ako
je napriklad tvorba komorovej vody a tlak v episkleralnych Zilach, ktoré sa za-

hrnuté v regulacii vnitroo&ného tlaku.

Logicky zdklad salasne pouZivanej farmakologickej terapie je preto zni-
Zenie vnitroo&ného tlaku. Liediva obvykle pouZivané na tento u&el moZno roz-
delit podFa mechanizmu ich G&inku do tried, a zahrnuji beta-blokatory (ako je
timolol, betaxolol, levobunolol), sympatomimetika (ako je epinefrin a dipivef-
rin), parasympatomimetikd alebo miotika (ako je pilokarpin a acetylcholin) a
inhibitory karbonatanhydrazy (ako je acetazolamid a dichlérfenamid). Okrem
predchadzajicich lieCiv uZ v terapii zavedenych, vyskum smerujici k najdeniu
lieCiv majucich menej vedlaj§ich uginkov a s dlh§ie trvajicim G&inkom viedol
v neskorSich rokoch k hodnoteniu moZnosti vyuzitia dalSej triedy liegiv, t.j.
blokatorov kalciového kanéla, pri lie¢be glaukému. Tieto prostriedky, zname
tiez ako blokatory vstupu kalcia alebo antagonisty kalcia sa obvykle pouzivaju

ako vazodilatatory a pri lie€be srdcovych chordb. Na tieto indikacie patri me-



dzi najrozSirenejSie antagonisty kalcia napriklad nifedipin, diltiazem a verapa-

mil.

Uloha kalcia v dynamike komorovej vody a v riadeni vnutrooé&ného tlaku
doposial’ nebola iplne objasnena, aj ked je zname, Ze tvorba i vytok komorove;j
vody su modulované tiez kalciom. Pokial ide o tvorbu komorove;j vody je pot-
rebné najprv uviest, Ze hydrostaticka zloZka, vyvolana arteridlnym tlakom a
tlakom ciev zdsobujucich riasnaté teliesko je kalcium-dependentni ako potvr-
dzuje znamy systemicky vaskularny G&inok antagonistov kalcia. Dalej, osmo-
ticky tlak vyvolany i6novou sekréciou na urovni nepigmentovaného riasinkové-
ho epitelu je pravdepodobne modulovany kalciom podla hypotézy Abelsona a
sp. (Abelson M.B., Gilbert C.M., Smith L.M., Sustained reduction of intraocu-
lar pressure in humans with calcium channel blocker verapamil,
Am.J.Ophthamol. 105; 155 (1988)).

Pokial' ide o vytok komorovej tekutiny, iény kalcia maju priamu ulohu
v modulécii tlaku v episkleralnych Zilach a podlPa niektorych $tadii kalcium
ovplyviiuje vytokovi kapacitu udrfovanim $trukturilnej integrity trabekularne;j

a vonkajSej steny Schlemmovho kanalu.

Oproti predchadzajicim ziverom viak existuje niekolko experimental-
nych prac ako na zvieratach, tak aj klinickych, ktoré zahrnuju ako systemické
tak topické podanie, a uvadzaju odporujice si vysledky tykajuce sa aktivity
blokatorov kalciového kanala v terapii glaukému. Napriklad Monica a sp. (Mo-
nica M.L., Hesse R.J., Messerii F.H., The effect of calcium-channel blocking
agent on intraocular pressure, Am.J.Ophthalmol. 96, 814 (1983)) uvadzaji, ze
oralne podanie nitrendipinu pacientom so strednou hypertenziou, ale
s normalnym vnitrooénym tlakom mierne zniZuje vnutrooény tlak, zatial &o
Beatty a spol. (Beatty J.F., Krupin T., Nichols P.F., Elevation of intraocular
pressure by calcium-channel blockers, Arch.Ophthalmol.102; 1072 (1984) ne-
zistili pri oralnom podani verapamilu kralikom Ziadny u&inok, a pri topickom
podani uvadzaji eSte zvySenie vnutrooéného tlaku. Z edte novsich prac napri-
klad Payene a spol. (Payene L.J., Slagle T.M., Cheeks L.T., Effect of calcium-
channel blockers on intraocular pressure, Ophthalmic Res., 22; 337 (1990)) do-

cielili pri systemickom podani verapamilu alebo nifedipinu kralikom zniZenie



vnutrooéného tlaku, ale nepozorovali Ziadny vyznamnej§i au&inok pri podani

rovnakych prostriedkov alebo diltiazemu topickym spésobom.

Vieobecne vSak, aspoifi pokial sa jedna o verapamil, moZno uviest, e
podanie tohto lieCiva ¢loveku obvykle vedie ku zniZeniu vnitroo&ného tlaku.
Viac konzistentna redukcia pri topickom podani bola vysvetlena najmi v praci
autorov Ettl a sp. (Ettl A., Daxer A., Hoffmann U., Calcium channel blockers
in the management of low-tension and open-angle glaucoma,
Am.J.Ophthalmol.116; 778, (1993)). Uvedeni autori zistili v krali¢om oku

oproti systemickému podaniu hladiny verapamilu 200krat vys§sie.

Pouzitie verapamilu v liebe o&nej hypertenzie je predmetom medzina-
rodnej PCT prihlagky €. WO 92/07563 podanej Abelsonom (t.j. prvym autorom
vydsie citovanym) a sp. NeskorSou publikaciou toho istého autora je medzina-
rodna prihldska &. WO 96/03986, ktora sa tyka liegby zvlastnej formy glauké-
mu, oznadovanej ako nizkotlakovy glaukém, ktory je charakterizovany takmer
normalnym vniutrooénym tlakom, priS¢om vSak zahrnuje vietky ostatné sympté-
my glaukému. Tato prihliska uvedeny navrh terapie genericky roziruje na
vietky antagonisty kalcia, a viac liediv tejto skupiny je zahrnutych v ivodnom
zozname. Predsa v3ak jediny priklad u&innej zlozky uvedeny v dokumente a

podloZeny pokusnymi idajmi je verapamil.

Dalsi blokator kalciového kanila v patentovej dokumentéacii Specificky
navrhnuty na lieZbu vnatrooénej hypertenzie je diltiazem (Francuzsky patent &.
2593395, publikovany v r.1987) a v medzinirodnej PCT prihligke & WO
93/23082 je uvedeny zoznam viac ako stovky antagonistov kalcia. Uvedena
medzinarodna prihlaska sa tyka lieby glaukému pomocou kombinicie zla&eni-
ny, ktord znizuje vnutroo&ny tlak (t.j. obvyklého antiglaukomatického pros-
triedku) s blokatorom kalciového kanala. Tato prihlaska neobsahuje Ziadny
§pecificky priklad vyhodnej kombinacie, ani Ziadne podrobné experimentalne

udaje o aktivite niektorej kombinacie.

Z niektorych pokusov s verapamilom mozno tiez zistit, Ze oftalmologic-
ké pouZitie uvedeného prostriedku spdsobuje neZiaduce zdurenie rohovky

(Green K., Cheeks L., Hull D.S., Effects of calcium channel blockers on rabbit



corneal endothelial function, Curr.Eye Res. 13; 401-408, (1994)). Tento jav sa
potom javi zvlast kriticky pri lie¢be chronického stavu, ako je v tomto pripade

glaukém.

Aj ked pri celej triede antagonistov kalcia sa u predpoklada potencialne
vyuzitie pri lieCbe glaukému, pravdepodobne doposial nebola zaznamenani
zvlastna aktivita Specifického prostriedku patriaceho do uvedenej skupiny, t.j.
flunarizinu, vodi uvedenému typu patolégii. Autori vynalezu teraz zistili a opi-
sali v predloZenom vynaleze, Ze Specificky antagonista kalcia flunarizin po oé&-
nom topickom podani umoziiuje znizit vnutroo&ny tlak prekvapujico vyraznej-
Sie ako ostatné antagonisty kalcia doposial navrhované a testované na terapiu

glaukému.

V ramci $tadii savisiacich s predloZenym vynalezom bolo taktieZ zistené,
Ze urlité zname receptory, oznaované ako o receptory, su lokalizované
v oblasti oka, hlavne v oblasti riasnatého telesa a dahovky, a Ze urgité Speci-
fické "ligandy”, majice c-agonistickt aktivitu, vyrazne zniZuju oény tlak.
PretoZe bolo experimentélne zistené, Ze flunarizin vykazuje c-agonisticka akti-
vitu, ktord je ovela vy§§ia ako je aktivita inych antagonistov kalcia, tak tato
vlastnost’ méZe vysvetlit neolakavane vi&siu udinnost flunarizinu pri zniZova-
ni vnitroo€ného tlaku za predpokladu, Ze tato G&innost je zaloZenia na mecha-
nizmoch G¢inku, ktoré si aspofi Siastone odli§né od dalfich prostriedkov blo-

kujucich kalciovy kanal.

Na identifikaciu pritomnosti c-receptorovych miest v oku bol pouzity
spbsob "vizby na receptor”. Postup bol uskuto&neny s bunkovymi membranami
ziskanymi z irido-ciliarneho komplexu. Uvedeny irido-ciliarny komplex bol
explantovany zo samcov albinotickych kralikov druhu New Zealand po ich
usmrteni. Tkanivo bolo zhomogenizované v pufri a frakcia obohateni o protei-
ny bunkovej membrany bola izolovani odstredenim. Koncentricia celkového
obsahu proteinov bola stanovena spdsobom podlfa Lowryho (Lowry J.,
J.Biol.Chem.,193; 265 (1951)). Alikvotné podiely uvedenej frakcie homogeni-
zatu obsahujiuce 300 pg celkovych proteinov boli inkubované so skalarnymi

podielmi [JH](+)pentazocinu (ktory sa pouZiva iba na experimentalne ucely ako



o ligand). Reakcia sa nechala prebiehat’ 150 minat pri 37 °C a potom, po filtra-
cii sa zmerala radioaktivita na filtri pomocou detektora s kvapalnym scintilato-
rom. Bol stanoveny celkovy podet receptorov a zjavna disocia&na konstanta
(Kd) a bolo zistené, Ze [3H](+)pentazocin sa selektivne viaZze na receptorové
miesta pritomné v irido-cilidrnej oblasti kralika. Na ziklade su&asnych vedec-

kych poznatkov moZno usudzovat, Ze uvedené receptory si typu o-1.

Dalej bolo uskuto&nené stanovenie "kompetitivnej viazby” s pouzitim
konstantneho mnoZstva [*H](+)pentazocinu a skalarnych podielov (+)-N-alyl-
normetazocinu (NANM) (ktory sa pouZiva iba na experimentilne Géely ako o-
ligand) a bolo zistené, Ze zludenina uvedena ako druha vytesiiuje radioaktivne
ligandy z receptorovych miest. Analyzou Hill koeficienta bolo taktieZ zistené,

Ze NANM interaguje iba s jednou triedou o receptorovych miest.

Vramci rovnakého vyzkumu bolo zistené, Ze prostriedky s o-
agonistickou aktivitou vykazuji antihypertenzivnu aktivitu v oku. Samcom al-
binotickych krilikov druhu New Zealand bol zmerany vnutrooény tlak a do
spojivkovej klenby pravého oka im bol podany pripravok obsahujuci 1%
NANM (50 pl). Po 60, 120, 180 a 240 minitach po nakvapkani im bol opaf
zmerany vnutroo&ny tlak a bolo zistené, Ze v porovnani s pripravkom obsahuja-
cim samotné vehikulum do§lo 60 minGt po nakvapkani k vyznamnému zniZeniu

(p <0,01) vnitroo&ného tlaku.

Konecne, ako uZ bolo uvedené vyssie, §tidie vizby na receptor uskutog-
nené s flunarizinom (niektoré z nich st uvedené nizsie) ukézali, ze flunarizin
ma afinitu vo&i o-1 receptorom, ktora nie je rovnakym sp6sobom porovnatelna

s afinitou, ktord vykazuji iné skasané prostriedky blokujice kalciovy kanal.

Dal3i teraz zisteny vyhodny aspekt odli§ujici flunarizin od inych pros-
triedkov blokujicich kalciovy kanal, doposial navrhnutych na topicku liecbu
glaukému je, Ze flunarizin nema Ziadny vedlajsi G&inok pokial sa tyka zdurenia

rohovky.



Podstata vynalezu

PredloZeny vynalez sa teda $pecificky tyka pouzitia flunarizinu, pripadne
vo forme farmaceuticky prijatelnej soli, na topickl lie¢bu glaukému, t.j. pou-
Zitia flunarizinu alebo jeho farmaceuticky prijatel'nej soli pri vyrobe oftalmic-
kého lieCiva uréeného na liecbu a/alebo na prevenciu glaukoému. Obvykle sa to-
pické podavanie flunarizinu uskutoéiiuje aplikaciou pripravku vo forme vodné-
ho roztoku alebo suspenzie, alebo vo forme gélu, masti alebo krému
s farmaceuticky prijate’nym vehikulom alebo vo forme erodovatel'nej oénej
vlozky alebo "zasobnikového” systému s polymérnou membranou uréenych

na aplikéaciu do spojivkového vaku.

Koncentracia flunarizinu v oftalmicky prijatelnom vehikule sa mdZe po-
hybovat v rozmedzi od 10 pg/ml do 5 mg/ml, tj. od 0,001 do 0,500 % hmot-
nostnych. Optimalna koncentracia sa najprv zvoli na ziklade davky urienej na
podavanie: v pripade aplikicie napriklad vo forme o&nych kvapiek by jedna
kvapka mala obsahovat' také dostato&né mnozstvo flunarizinu, aby prave tato
jedna kvapka uZ bola uinn, alebo aby sa G&innost’ docielila pri dvojitom na-
kvapkani (t.j. dve kvapky). Dal3ie kritéria pre volbu koncentracie zahrnuja oé-
nd znasanlivost (malo by sa vziat' tieZ do uvahy, ze spojivkovy vak, do ktorého
sa oftalmicky pripravok kvapka, ma obmedzenu kapacitu) a stabilitu udinne;j
zlozky. Vyhodna koncentracia pre pripravky vo forme vodnych roztokov (o&né
kvapky) je 0,050 % hmotnostnych, a vyhodne je uvedeny produkt obsiahnuty vo
forme zodpovedajucej hydrochloridovej soli (optimalna koncentracia flunari-
zin-hydrochloridu : 0,052 %).

Podla zvla$t vyhodného uskuto&nenia vynalezu je antiglaukémovi agin-
nost navrhovaného oftalmického pripravku d'alej zvysena tym, Ze flunarizin je
pritomny v kombinécii s G€innym mnoZstvom beta-blokatora. Tato trieda beta-
blokatorov (alebo B-adrenergnych blokatorov), opisanych vySSie, predstavuje
v sufasnosti najroz$irenej$iu triedu protiglaukémovych prostriedkov. Tieto
prostriedky sa pouZivaju v topickej lie&be chronického glaukému s otvorenym
uhlom a vieobecnej$ie pri lie€be vnitroo&ne; hypertenzie. Mechanizmus ich G-
Cinku prevazne spo&iva v redukcii tvorby komorovej vody a preto neo&akavani

uCinnost’ navrhnutej kombinacie flunarizinu (u ktorého bolo zistené, Ze podpo-



ruje zvySenie vytoku komorovej vody) moZno rozumne vysvetlit vzajomne sa

doplfiujicimi uvedenymi uéinkami.

Vyhodne je koncentracia beta-blokatora v kombinacii podla vynalezu od
0,1 do 2,5 % hmotnostnych a najvyhodnej$im beta-blokatorom je timolol alebo

jeho farmaceuticky prijatelna sol’.

Vehikulom, ktoré moZno pouzit na pripravu o&nych kvapiek podla vy-
nalezu je oby&ajny fyziologicky solny roztok obsahujici 0,9 % hmotnostnych
chloridu sodného. Tento roztok je izotonicky so slzami a je preto v oku dobre
znaSany. Predsa v3ak je tiez mozné pouZif hypotonické roztoky alebo suspen-

zie, pretoze je zname, Ze maju s oénymi tkanivami dobrd zna§anlivost.

Ku kompozicii podl'a vynalezu je moZné pridat’ aj d'alSie prisady tak, aby
sa upravila tonicita roztokov alebo suspenzii, aby sa stabilizovala u&inna zloz-
ka (zlozky) a aby sa zvySila tolerancia na pripravok. Konkrétne, pouZité pufre
by mali udrZiavat pH v rozmedzi 4-8. Napriklad vys§ie uvedeny solny roztok
moZno pufrovat akymkolvek z pufrov pouZivanych vo farmacii pre oftalmické
pouZitia ako je napriklad fosfore&nanovy pufer alebo Trizma pufer (t.].
[trisChydroxymetyl)aminometan] tak, aby sa ziskala fyziologicka hodnota pH v
rozmedzi 7,0-7,4. Dalej, taktiez osmolarita roztoku mdze byt vo fyziologickom
rozmedzi (295-305 mOsm/l). To umoZni lep§iu o&nu znaanlivosf. Okrem toho
uvedeny bripravok méZe vyhodne obsahovat antioxida&nu prisadu, ako su na-
priklad galaty, kyselina askorbova, hyperoxid dismutazy (SOD), BHT, disiri-
Citan sodny, tokoferoly, BHA, kyselina nordihydroguajaretova, estery kyseliny

askorbovej, dimetyltiomo&ovina a podobne.

Znasanlivost mozno d'alej zvysit pomocou d'alfich prisad ako su cyklo-
dextriny, polysorbat 80 (alebo Tween 80), dextran (napriklad dextran 70), po-
lyetylénglykol (napriklad PEG 400), poloxaméry a d’al3ie podobné prostriedky.
Uvedené pripravky méZu obsahovat prostriedky ovplyviiujice viskozi-
tu/zahustovacie prostriedky ako je metylceluléza, polyvinylalkohol, glukoza-
minové glukany, polyvinylpyrolidén a podobne, na zvysenie ocnej biologickej

dostupnosti, stability a znaanlivosti uginnej zlozky (zloziek).



OcCnu biologickd dostupnost flunarizinu moZno dalej zvysit pridavkom
prostriedkov, ktoré zvySuju priepustnost’ liediva rohovkou, ako je napriklad
dimetylsulfoxid, taurocholaty, membranové fosfolipidy, benzalkéniumchlorid a
d'alSie povrchovo aktivne prostriedky na oftalmické pouzitie (ako laurylsulfo-

sukcinat sodny).

Zaverom je potrebné uviest, Ze pripravky obsahujuce viac divok kompo-
zicie vo flatitke musia obsahovat konzerva&ny prostriedok, ktory ma antimik-
robialnu G&innost na zabranenie kontaminacie produktu. Tento prostriedok

moZno zvolit z konzervacnych prostriedkov znimych na pouzitie vo farmacii.

Pripravky uréené na podanie vo forme suspenzii by mali obsahovat
prostriedky vhodné na tento G&el ako je karboxymetylceluléza a podobne.
V pripade, Ze pripravok ma byt vo forme masti, gélu alebo krému na oftalmic-
ké pouZitie, tak flunarizin sa zmie3a s nosi&émi ako si polyetylénglykoly, poly-
akrylaty, polyetylénoxidy, mastné kyseliny a alkoholy alebo lanolin, parafin a
d'al§ie podobné produkty. Vhodné prisady pre tvorbu emulzii alebo mikroemul-
zii moZno =zvolif zo skupiny zahrnujucej: dietylénglykol-monobutyléter,
di(etylénglykol)-butyléter, etylester kyseliny kaprylovej, etylester kyseliny o-
lejovej, séjovy olej, hexadekan, tributyrin, etylénglykol-monometyléter, 1-
hexadekan, n-heptan, 1-heptén, Tween 80, PEG, poloxaméry, polyoxyetylén-

étery.

Davka hlavnej G&innej zloZky podla vynalezu uréeni na topické podanie
sa m6Ze pohybovat od asi 20 pg do asi 200 pg na defi a pre kazdé oko. Predpi-
sana davka oftalmickych pripravkov obsahujucich flunarizin bude zavisiet od
dennej davky, ktord je nutnd na dosiahnutie terapeutického G&inku, a samo-
zrejme od 3pecifickej formy pripravku. Roztoky alebo suspenzie na oftalmické
pouzitie je potrebné vkvapkavat' 1 az 4 krat denne; masti, gély a krémy je treba
aplikovat' 1 aZ 2 krat; pevné vlozky s polymérnou matricou, bud degradovatel’-

né alebo nedegradovatelné stadi aplikovaf jeden raz denne.

Vynalez sa dalej tyka kompozicii umoziiujicich oftalmické podavanie
flunarizinu topickym spdsobom, a $pecifickych oftalmickych kompozicii vhod-

nych na lieEbu a/alebo na prevenciu glaukému, ktoré obsahuju ako u&innud



zlozku terapeuticky 4¢inné mnoZstvo flunarizinu. Skupina vyhodnych kompozi-
cii zahrnuje kompozicie s nasledujicim zloZenim (vSetky uvedené percenta si

percenta hmotnostné):

flunarizin-hydrochlorid 0,059 %
(zodpoveda 0,05 % flunarizinu)

chlorid sodny 0,10-0,80 %
trizma pufer 0,02-0,20 %
PEG 400 1,00-6,00 %
Tween 80 2,00-12,00 %
disiri¢itan sodny 0,01-0,20 %
propylgalat 0,01-0,50 %
EDTA 0,005-0,20 %
voda preéistena q.s. do 100 %

pripadne s d'al§imi farmaceuticky prijatelnymi prisadami.

Vo zvlast vyhodnom uskuto&neni vynalezu, kompozicie na lie€bu a/alebo
prevenciu glaukému d'alej obsahuja od 0,1 do 2,5 % hmotnostnych beta-
blokatora, kde tymto blokatorom je vyhodne timolol alebo jeho farmaceuticky

prijatelna sol ako je timolol-maleat.

Iba na d'alSie objasnenie vynalezu st niZfie uvedené niektoré jeho $peci-
fické uskuto€nenia safasne s vysledkami experimentalnych §$tadii uskutoéne-
nych s navrhovanym antiglaukomatikom, ktoré zahrnuji aj porovnavacie testy

s inymi prostriedkami blokujucimi kalciovy kanal.

Priklady uskutoénenia vynilezu

Priklad 1

Oftalmicky roztok obsahujici flunarizin
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Kompozicia podla vynialezu, ktora sa ukazala byt zvla§t u&inna (bolo
uskutoénené experimentalne hodnotenie i&innosti ako je &iasto&ne d'alej opisa-

né) ma nasledujice zloZenie (uvedené percenta su percenta hmotnostné):

flunarizin hydrochlorid 0,059 %
(zodpoveda 0,050 % flunarizinu)

chlorid sodny 0,485 %
trizma pufer 0,100 %

PEG 400 2,500 %
Tween 80 5,000 %
disiri¢itan sodny 0,050 %
propylgalat 0,050 %
EDTA 0,010 %

voda predistena q.s. do 100 %

Vys$Sie uvedena kompozicia je vhodna na balenie do jednodivkovych
obalov, v pripade potreby viacdavkového balenia je nutné pridat konzervaé&ny
prostriedok (ako je napriklad benzalkéniumchlorid) aby bola zachovana steri-

lita produktu po&as celého pouzivania.

Priklad 2
Oftalmicka mikroemulzia obsahujuca flunarizin

Kompozicia vhodna na pouzitie vo forme oftalmickej masti sa pripravi s

nasledujicim zloZenim (hmotnostné percenta):

flunarizin hydrochlorid 0,059 %
(zodpovedé 0,050 % flunarizinu)

trizma pufer (na pH 7,20) 0,100 %
PEG 400 10,000 %
Séjovy olej 2,000 %
Tween 80 20,000 %
disiri¢itan sodny 0,050 %

sorbitol 2,057 %
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propylgalat 0,050 %

voda precistena q.s. do 100 %

Ako prostriedok na dpravu tdénicity moZno pouzif namiesto uvedeného

mnoZstva sorbitolu 455 mg chloridu sodného na 100 ml (t.j. 0,455 % hmotn.)

Priklad 3
Oftalmicka emulzia obsahujtuca flunarizin

Oftalmicky produkt podobny produktu opisanému v predchadzajicom
priklade, ale majlci va&diu velkost kvapdok dispergovanej fazy sa pripravi
vypustenim s6jového oleja zo zloZenia a pripravou podla nasledujiceho zloZe-

nia (hmotnostné percentd):

flunarizin hydrochlorid 0,059 %
(zodpoveda 0,050 % flunarizinu)

trizma pufer (na pH 7,20) 0,100 %

PEG 400 2,000 %
Tween 80 7,000 %
disiriitan sodny 0,050 %
sorbitol 2,014 %
propylgalat 0,050 %

voda preéistena q.s. do 100 %

Alternativne mdZe pripravok obsahovaf ako prostriedok na Upravu toni-
city namiesto sorbitolu 433 mg chloridu sodného na 100 ml (tj. 0,433 %

hmotn.).

Priklad 4
Oftalmicky roztok obsahujici kombinaciu flunarizinu a timololu

Zvlast vyhodna kompozicia podfa vynalezu sa pripravi tak, Ze ku kom-

pozicii podla prikladu 1 sa pridd dostato&né mnozstvo timolol-maleatu na do-
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siahnutie obsahu 0,5 % hmotnostnych timololu v celkovej zmesi (€o zodpoveda
asi 0,68 % hmotnostnym timolol-maleatu). Koncentricie ostatnych zloziek sa

pouZiju rovnaké ako v priklade 1.

Podobne moZno tiez modifikovat pridavkom vhodného mnoZstva timolol-
maleatu pripravky pripravené podla prikladu 2 a 3. TaktieZ v tychto pripadoch
je vhodné, aby sa docielila koncentracia timololu v celkovej zmesi 0,5 % hmot-

nostnych.

Experimentalne vysledky

V experimentélnej praci, ktorej vysledky si uvedené nizsie, sa izotonicky
roztok pufrovany podla prikladu 1 a s upravenou viskozitou podPa prikladu 1,
ale obsahujuci rozne koncentracie flunarizinu (pohybujice sa v rozmedzi 0,01
% aZz 0,1 % hmotnostnych) vieobecne oznaduje ako MEG 01. Tato praca sa tiez
zaoberd kombinaciami flunarizinu a beta-blokatorov ako si znazornené pre ti-
molol v priklade 4. Kombinacia flunarizinu a timololu je ozna&ovana ako MEG
02. Niektoré z uvedenych experimentalnych vysledkov st taktieZ znizornené na

pripojenych vykresoch.

Prehl'ad obrazkov na vvkresoch

Na obrazku 1 je znazornené zniZenie vnatroo&ného tlaku v percentach po
aplikacii  kvapkanim do o0& kralikov s hypertenziou, v porovnani
so zodpovedajucim zniZenim tlaku po nakvapkani placeba alebo po nakvapkani

inych antagonistov kalcia;

na obrazku 2 je znazornené zniZenie vnatroo&ného tlaku v percentach po
nakvapkani flunarizinu s rdznymi koncentraciami do o&i kralikov s o&nou hy-

pertenziou; a
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na obrazku 3 je znézornené zniZenie vnitroo&ného tlaku v percentich po
nakvapkani flunarizinu v kombinacii s réznymi beta-blokatormi do oé&i kralikov

s o¢nou hypertenziou.

Farmakodynamické studie
a) Studie na kralikoch s norméalnym vnutroo&nym tlakom

Uginky prostriedku podla vynalezu na vnitroo&ny tlak kralikov majicich
vnatrooény tlak v normalnych medziach boli hodnotené v porovnani s placebom
a s roznymi d'al§imi prostriedkami blokujicimi kalciovy kanal. V pokuse boli
pouZité samice pigmentovanych kralikov druhu Vienna Blue (dodané firmou
Charles River Italiana, Calco (CO)). Vek zvierat v &ase zahajenia pokusu bol 9

tyzdfiov a ich hmotnost bola 2,0-2,5 kg.

Vyber typu s pigmentovanou dithovkou bol uskuto&neny na zaklade sku-
to€nosti, Ze tento typ predstavuje spolahlivy model na hodnotenie moznych
modifikacii vnutroo&ného tlaku vyvolanych skasanymi produktami. Zvoleny
druh je geneticky definovany, &o obmedzuje variabilitu biologickych vlastnosti

medzi jednotlivymi zvieratami na minimum.

Zvieratd bola chované v miestnostiach s konitantnymi a riadenymi hod-
notami teploty a vlhkosti, s umelym osvetlenim poas 12 hodin denne a
s kontinualnou vymenou vzduchu. Potravou bola §tandardni strava
s konStantnym a znimym zloZenim, pri¢om ako potrava, tak aj voda boli do-
stupné ad libitum po&as celého pokusu. Kraliky boli ustajnené 21 dni pred po-
kusom tak, aby boli dostatone aklimatizované a mohol byt zhodnoteny ich
zdravotny stav. Zvierata bola nihodne rozmiestnené do pokusnych skupin, kde

kazda skupina zahrnovala 4 zvierata.

Jednotlivé skupiny zvierat obdrzali aplikaciou do pravej spojivkovej

klenby kvapkanim po 50 pl:

a) o&nych kvapiek MEG 01 obsahujicich 0,050 % hmotnostnych flunari-
zinu (0,052 % hmotn. flunarizin-hydrochloridu);
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b) roztok placeba (t.j. vehikula pre MEG 01);

c) ocnych kvapiek obsahujacich 0,056 % hmotnostnych verapamilu vo
vehikule pre MEG 01;

d) o€nych kvapiek obsahujucich 0,051 % hmotnostnych diltiazemu vo
vehikule pre MEG 01;

e) ofnych kvapiek obsahujicich 0,043 % hmotnostnych nifedipinu vo ve-
hikule pre MEG 0,01.

Hmotnostné koncentracie uvedenych réznych prostriedkov zaradenych do

pokusu s zvolené tak, aby zodpovedali rovnakej molarnej koncentracii.

Tlak v oSetrenom oku bol stanovovany o&nym ténometrom (TonopenXL®,
Mentor), a to 15 minat pred nakvapkanim o&nych kvapiek (&as 0) a potom 30,
60, 90, 120, 180 a 240 minut po nakvapkani. 5 minut pred kazdym meranim
bolo do oka aplikované kvapkanim 25 pul lokalneho anestetika, obchodne do-
stupného  oftalmického roztoku obsahujiceho 0,4 % oxybuprokain-
hydrochloridu (Novesin®, Sandoz). Pri merani boli kréaliky umiestnené do

vhodne navrhnutej klietky, ktord im branila v nahlom pohybe pri merani.

Tlak bol merany kaidému zvieratu a v kazdej od&itacej dobe uvedenej
vyssie, trikrat, a z tychto hodnét bol vypogitany priemer, pri€¢om medzi jednot-
livymi meraniami bol interval 1 minaty. Hodnoty vnitroo&ného tlaku v réznych
¢asovych intervaloch boli porovnané s hodnotami ziskanymi, aj pred oSetrenim
pomocou Studentovho “t” testu. Porovnanie medzi réznymi skupinami bolo
uskuto€nené spracovanim udajov analyzou $tvorcov smerodajnych odchyliek
(ANOVA) a tam kde to bolo moZné, Studentovym "t” testom na porovnanie
dvoch réznych experimentalnych skupin. Hodnoty p < 0,05 boli pokladané za

Statisticky vyznamné.

V nasledujucej tabulke s uvedené hodnoty vnitrooéného tlaku u kazdé-
ho zvierata, a taktieZ priemerné hodnoty zistené pre kazdu skupinu (+ §tan-

dardna odchylka).
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Tabulka 1

Vnatrooé&ny tlak kralikov s normalnym tlakom po aplikacii skaSanych pros-

triedkov

Vnutrooény tlak (mm Hg) v Ease (minuty)

kralik &. oko | O 30 60 90 120 180 240
O&né kvapky obsahujice 0,050 % flunarizinu (MEG 01)
01 PO 17 15 14 15 15 15 17
02 PO 16 14 13 14 14 15 16
03 PO 14 13 12 12 14 14 16
04 PO 16 12 12 14 14 14 16
_priemer = SD 15,7¢1,2 13,5%1,3 12,740,95 13,7+1,2 14240,5 14,5405 16,240,5
Placebo
05 PO 15 16 16 15 15 16 16
06 PO 16 15 14 16 16 17 17
07 PO 17 15 16 16 16 17 17
08 PO 15 15 16 16 16 15 17
Priemer + SD 15740,9 15210,5 155410 157405 157+0,5 16,240,9 16,740,5
O¢&né kvapky obsahujuce 0,056 % verapamilu
09 PO 17 16 15 15 16 16 17
10 PO 15 14 14 13 13 16 15
11 PO 16 17 15 15 16 17 17
12 PO 16 15 15 15 16 16 17
Priemer + SD 16,8408 15+1,3 14,7405 1410 15,740,5 16,240,5 16,5%1,0
Oc¢né kvapky obsahujice 0,051 % diltiazemu
13 PO 15 14 14 14 15 15 16
14 PO 16 15 14 14 15 16 16
15 PO 18 17 17 16 16 17 17
16 PO 18 15 13 15 16 17 17
Priemer + SD 16,7£1,5 152412 14,7409 14,740,9 15 40,5 16,240,95 1640,6
Oc¢&né kvapky obsahujice 0,043 % nifedipinu
17 PO 16 15 14 16 16 17 17
18 PO 15 15 13 15 16 15 17
19 PO 14 13 13 15 16 15 14
20 PO 18 16 15 16 16 17 18

Priemer + SD 15,7+1,7 14,712 13,740,9  15,540,6 16,0£1,5 16,5t1,7 16,5£1,0
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Ako vyplyva z vy§Sie uvedenej tabulky, o&né kvapky MEG 01 (obsahuju-
ce 0,050 % flunarizinu) poskytuji za jednu hodinu po podani vyznamné zniZe-
nie vnutroo¢ného tlaku, zatial &o produkt obsahujici zodpovedajice vehikulum
bez flunarizinu nevyvoldava Ziadnu vyznamnej§iu zmenu vniutrooéného tlaku.
V uvedenom druhom pripade nie je tlak merany po podani o&nych kvapiek §ta-
tisticky odli§ny od hodndt ziskanych pred nakvapkanim (Sas 0: 15 minat pred

podanim).

Dalej, ani pripravky obsahujice verapamil a ani diltiazem, obsahujice
rovnaké vehikulum ako MEG 01 nevyvolavaju Ziadne zniZenie vnatroo&ného
tlaku vzhl'adom k placebu. Uréité mensie zniZenia boli zaznamenané pri podani
nifedipinu, ale tento a&inok sa zd4 byf zanedbatelny v porovnani s odozvou

ziskanou s pouZitim MEG 01 obsahujucim 0,050 % hmotnostnych flunarizinu.

DalSia séria skuSok bola uskutoénena s kralikmi s normalnymi hladinami
vnitroo&ného tlaku s cielom porovnaf G&innost flunarizinu s G&innosfou kom-

bindcie flunarizinu s beta-blokitormi a Gi&innosfou beta-blokatorov samotnych.

Do hodnotenia boli zahrnuté znime beta-blokatory: timolol (neselektivny
beta-blokator, aktivny ako na B, tak na B, adrenergnych receptoroch), betaxolol
(kardioselektivny beta-blokator, aktivny iba na B, adrenergnych receptoroch) a
karteolol (neselektivny blokator, ale majuci vlastnu sympatomimeticka aktivi-
tu). Skasky boli uskutoZnené rovnakym spdsobom aky je opisany vysSie, a

zvierata boli oSetrené v jednotlivych skupinach nasledujucimi kompoziciami:

f) o&nymi kvapkami MEG 02 obsahujicimi 0,50 % hmotnostnych flunari-
zinu (0,052 % flunarizin-hydrochloridu) v kombinacii s 0.5 % hmotnostnymi

timololu (0,68 % timolol-maledtu);

g) o€nymi kvapkami obsahujucimi 0,050 % hmotnostnych flunarizinu a

0,5 % hmotnostnych betaxololu vo vehikule pre MEG 02:

h) o&nymi kvapkami obsahujucimi 0,050 % hmotnostnych flunarizinu a

2,0 % hmotnostnych karteololu vo vehikule pre MEG 02.
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Vysledky tejto série stanoveni, ziskané a spracované rovnakym spdsobom
ako vysledky uvedené v tabulke 1, si uvedené v nasledujacej tabulke.
Z ddvodov l'ahSieho porovnania s vysledky ziskané s flunarizinom samotnym a
s placebom, t.j. so skupinou zvierat a) a b) predchadzajiceho pokusu opif uve-

dené v nasledujlicej tabulke.

Tabulka 2
Vnutroo€ny tlak krilikov s normalnym tlakom po aplikéacii skifanych pros-
triedkov
Vnutroocny tlak (mm Hg) v ase (minty)
Kralik&.  |Oko [0 30 60 90 120 180 240
O¢&né kvapky obsahujuce 0,050 % flunarizinu (MEG 01)
01 PO 17 15 14 15 15 15 17
02 PO 16 14 13 14 14 15 16
03 PO 14 13 12 12 14 14 16
04 PO 16 12 12 14 14 14 16
priemer + SD 15,7412 13,5t1,3 12,740,95 13,7412 142405 14,5105 16,240,5
Placebo
05 PO 15 16 16 15 15 16 16
06 PO 16 15 14 16 16 17 17
07 PO 17 15 16 16 16 17 17
08 PO 15 15 16 16 16 15 17
priemer + SD 15,740,9 15,240,5 15,5%1,0 15,740,5 15,7405 16,240,9 16,740,5
O¢né kvapky obsahujiice 0,5 % timololu
101 PO 16 15 14 14 15 16 16
102 PO 16 14 13 14 15 16 17
103 PO 16 15 13 15 16 17 16
104 PO 15 15 14 15 16 15 15
priemer + SD 15,740,5 14,7405 13,5406 14,5406 155406 16008  16,040,8
OZné kvapky obsahujice 0,050 % flunarizinu a 0,5 % timololu (MEG 02)
105 PO 16 14 13 14 15 16 16
106 PO 17 13 14 14 14 15 17
107 PO 16 14 12 14 15 16 16
108 PO 16 14 12 13 14 15 15
priemer + SD 16210,5 13.740,5 12,74#1,0 13,7405 14,5406 155406 16,240,5




Tabulka 2 (pokraovanie)

Vnitrooény tlak (mm Hg) v &ase (minuty)
Kralik &  |Oko |0 30 60 90 120 180 240
0éné kvapky obsahujiice 0,050 % flunarizinu a 0,5 % betaxololu
109 PO 15 14 14 14 15 16 15
110 PO 16 14 14 14 16 16 17
111 PO 17 15 15 16 16 16 17
112 PO 17 16 15 15 16 16 16
Priemer + SD 16,2+1,0 14,7£1,0 14.510,6 14,7£1,0 15,740,5 16,040 16,2+1,0
Oé&né kvapky obsahujiice 0,050 % flunarizinu a 2,0 % karteololu
113 PO 17 16 14 15 16 17 16
114 PO 16 15 15 15 16 16 16
115 PO 16 13 14 15 16 16 17
116 PO 15 12 14 15 15 16 16
Priemer + SD 16,0108 14,0418 14240,5 15,040,0 15,740,5 16,240,5 16,240,5

Z experimentalnych vysledkov uvedenych v predchadzajucej tabulke na
jedné strane vyplyva, Ze za podmienok skd§ky ma flunarizin samotny lepSiu
ucinnost pri zniZovani vnutroofného tlaku nez samotny timolol. Na druhe;j
strane z tychto udajov vyplyva, Ze u€innost flunarizinu sa d’alej zvyS$i pridav-
kom timololu do pripravku a u&innost tejto kombinacie je lep§ia neZ udinnost

flunarizinu samotného.

b) Studie na kralikoch s o&nou hypertenziou

V nasledujucich testoch boli pouZité kraliky rovnakého typu ako
v predchadzajucej Stadii. Kraliky boli vopred o§etrované rovnakym spdsobom a

za rovnakych podmienok ustajnenia,

Experimentalne zvySenie vnitroo&ného tlaku bolo indukované podanim
o-chymotrypsinu. Injek&né podanie tohto enzymu do zadnej komory oka krali-
kov vyvolalo po jednom mesiaci po podani o&na hypertenziu. Tento pokusny
model sa znalne vyuZiva, a Casto sa pouZiva na hodnotenie u&innosti réznych

antiglaukomatik.



19

Na konci karantény boli kraliky anestezované intramuskularnym podanim
ketamin-hydrochloridu a xylazin-hydrochloridu (RBI). Po nakvapkani 25 ul
Novesinu® o&nych kvapiek, obsahujicich anestetikum oxybuprokain bolo pravé
oko jemne povytiahnuté von; potom bol do zadnej komory pravého oka pomo-
cou sterilnej ihly 30G injek&ne aplikovany sterilny roztok a-chymotrypsinu
(SIGMA, Milano; 150 jednotiek v 100 ul fyziologického sterilného roztoku).
Po podani enzymu bolo oko dékladne vyplachované sterilnym fyziologickym
roztokom, aby sa odstranili akékolvek stopy a-chymotrypsinu, ktory by mohol
poskodit o&né tkanivo. Potom boli vkvapkané 2 kvapky obchodne dostupného
oftalmického antiobiotika vo forme roztoku (Colbiocin®, DIFI S.p.A, obsahuje
chloramfenikol, rolitetracyklin, kolistin-metansulfonat). Toto oSetrenie sa po-
tom uskutoéiiovalo trikrat denne (o 8.00 a 12.00 dopoludnia a o 6.00 popolud-
ni) pocas jedného tyZdiia po podani a-chymotrypsinu. Kraliky boli zaradené do

pokusu jeden mesiac po indukcii o&nej hypertenzie pomocou enzymu.

Tiez v tomto pripade boli kraliky rozdelené do skupin po 4 zvieratach
a oSetren¢ s 50 pl skiSaného produktu, ktory bol nakvapkany do pravej spojiv-
kovej klenby. V prvom pokuse boli pouZité rovnaké prostriedky ako v prvom
predchddzajicom pokuse (MEG 01 o&né kvapky obsahujice 0,050 % flunarizi-
nu, placebo, o&né kvapky obsahujice 0,056 % verapamilu, a dalej kvapky ob-
sahujice 0,051 % diltiazemu a 0,043 % nifedipinu).

Vnutroo&ny tlak v ofetrenom oku bol merany rovnakym postupom ako v
predchadzajacich pokusoch, 15 minit pred nakvapkanim o&nych kvapiek a 30,
60, 90, 120, 180 a 240 minat po nakvapkani. Ziskané hodnoty boli §tatisticky

spracované podla kritérii opisanych vysiie.

V nasledujucej tabulke si v kazdej testovanej skupine uvedené odozvové
hodnoty vnitroo&ného tlaku a ich priemerné hodnoty (+ Standardné odchylky).
Priemerné hodnoty zniZenia vnitroo&ného tlaku vyjadrené v percentach su tieZ

graficky znazornené na obrazku 1.
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Tabulka 3

Vnuatrooény tlak kralikov s oénou hypertenziou po aplikacii skaSanych pros-

triedkov

Vndtroo¢ny tlak (mm Hg) v €ase (minuty)
kralik &. Oko |0 30 60 90 120 180 240
O¢&né kvapky obsahujuce 0,050 % flunarizinu (MEG 01)

21 PO 57 47 45 50 51 56 56
22 PO 46 38 37 38 39 44 45
23 PO 36 30 28 32 34 37 37
24 PO 52 43 41 43 45 51 51
Priemer = SD 47,749,03 39,5£7,32 37,7547,25 40,747,63 42,247,336 47,048,28 47,2518,18
Placebo
25 PO 57 56 57 58 56 57 57
26 PO 47 48 46 47 48 48 47
27 PO 41 42 43 42 4] 42 43
28 PO 52 50 51 51 50 53 52
Priemer + SD 49,2546,84 49,0+5,77 49,2516,13 49,516,75 48,7516,18 50,016,48 49,7516,07
O¢&né kvapky obsahujuce 0,056 % verapamilu
29 PO 56 55 56 55 55 57 56
30 PO 47 48 49 46 47 46 48
31 PO 42 40 43 4] 41 42 43
32 PO 51 52 52 50 51 50 51

priemer + SD

49,0+5,94 48,746,5 50,0+5,47 48,045,94 48,5+5,97 48,7546,39 49,545,44

Oc&né kvapky obsahujice 0,051 % diltiazemu

33 PO 55 55 53 54 56 56 55
34 PO 52 53 51 52 52 51 52
35 PO 47 48 46 46 47 46 47
36 PO 42 42 40 4] 43 43 41
Priemer £+ SD 49,045,71 49,545,80 47,545,80 48,245,90 49,515,68 49,0145,71 48,716,13
ocné kvapky obsahujice 0,043 % nifedipinu
37 PO 54 55 53 52 33 54 54
38 PO 50 52 50 50 49 48 49
39 PO 47 45 45 46 46 45 47
40 PO 4] 39 39 38 40 41 42

Priemer £ SD 48,0£5,47 47.7517,18 46,7546,13 46,546.19 47,0+5,47 48,00+4,96 48,0014,96

Z tabulky 3 je zrejmé, Ze podanie samotného vehikula nema za nasledok

nejakd vyznamnej$iu zmenu vnatroocného tlaku, zatial ¢o MEG 01 (obsahujici
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0,050 % flunarizinu) vyvola zniZenie vnutroo¢ného tlaku vyznamne vyS$sie ako
Ako je

z tabulky zrejmé, hodnoty vnatroo&ného tlaku po oSetreni oftalmickymi roz-

mozno ziskat podanim dalfich testovanych antagonistov kalcia.

tokmi obsahujucimi ekvivalentné mnoZstvo verapamilu, diltiazemu alebo nife-

dipinu v rovnakom vehikule ako MEG 01 nie sa nijako vyraznejSie zniZené.

V druhej sérii pokusov boli s pouZitim rovnakych postupov hodnotené
oftalmické roztoky podla vynalezu obsahujice rézne koncentricie flunarizinu,
tj. 0,1 % a 0,01 %. Cielom bolo porovnat takto ziskané odozvy s odozvou
zistenou s MEG 01 o&nymi kvapkami obsahujicimi 0,05 % hmotnostnych fluna-
rizinu. Vysledky si uvedené v nasledujicej tabul'ke a si tieZz znizornené gra-
ficky na obrazku 2 (vo forme priemerného zisteného percentualneho zniZenia

vnatrooéného tlaku).

Tabulka 4
Vnutrooény tlak kralikov s o€nou hypertenziou oSetrenych flunarizinom

Vnitrooény tlak (mm Hg) v ¢ase (miniity)

kralik &. Oko |0 30 60 90 120 180 240
octné kvapky obsahujice 0,010 % flunarizinu
41 PO 60 58 55 53 58 60 61
42 PO 65 61 59 60 62 64 65
43 PO 53 51 49 48 52 52 52
44 PO 52 50 48 49 51 50 52
Priemer £ SD 57.546,13 55,045,35 52,745,18 52,54544 55,745,18 56,546,60 57,546,55

ocné kvapky obsahujuce 0,050 % flunarizinu

21 PO 57 47 45 50 51 56 56
22 PO 46 38 37 38 39 44 45
23 PO 36 30 28 32 34 37 37
24 PO 52 43 4] 43 45 S1 51
Priemer + SD 47,749,03 39,5+7,32 37,7£7,27 40,7+7,63 4224736 4701828 47,248,18
ocné kvapky obsahujice 0,100 % flunarizinu
45 PO 58 48 45 49 51 56 57
46 PO 48 40 38 4] 43 47 49
47 PO 42 36 34 36 38 4] 43
48 PO 51 45 40 46 48 50 50

Priemer + SD

49,746,6 4224531 39,244,57 43,0+5,71

45,0+5,71

48,546,24 49,7+5,73




Z predchadzajucej tabulky moZno zistif, Ze najvy§Sie percento zniZenia
vnutroo&ného tlaku bolo dosiahnuté pomocou pripravku MEG 01 obsahujiceho
0,05 % flunarizinu, pri€om pripravok s najvyS§Sou koncentraciou (0,1 %) preu-

kazal aktivitu porovnatelnu s aktivitou pripravku s koncentraciou 0,05 %. Tato
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skutoCnost je zretel'nejSia z grafu na obrazku 2.

V d'al§ej sérii pokusov boli hodnotené Gcinnosti kombinacii flunarizinu
s beta-blokatorom na hypertenznych kralikoch. Pokusné podmienky boli presne
rovnaké ako vo vy§§ie uvedenom pripade. Tri skupiny zvierat boli oSetrené
kompoziciami uvedenymi pod bodmi f), g) a h) uvedenymi v prvej sekcii a vy-

sledky s zhrnuté v nasledujucej tabul'ke. Pre lep§ie porovnanie si tiezZ v tomto

pripade znovu uvedené vysledky pre flunarizin samotny a pre placebo.

Vnutrooény tlak kralikov s o€nou hypertenziou po aplikacii skuSanych pros-

Tabulka 5

triedkov

Vnitroo&ny tlak (mm Hg) v €ase (minGty)
Kraliké&. |Oko |0 30 60 90 120 180 240
o¢né kvapky obsahujiice 0,050 % flunarizinu (MEG 01)

21 PO 57 47 45 50 51 56 56

22 PO 46 38 37 38 39 44 45

23 PO 36 30 28 32 34 37 37

24 PO 52 43 41 43 45 51 51
priemer + SD 47,749,0 39,5+73 37,747,2 40,7476 42,2474 470483 472482

Placebo

25 PO 57 56 57 58 56 57 57

26 PO 47 48 46 47 48 48 47

27 PO 41 42 43 42 41 42 43

28 PO 52 50 51 51 50 53 52
riemer £ SD 49,246,8 49,0158 49,246,1 49,5167 487462 500465  49.746,1

Oc¢né kvapky obsahujiice 0,5 % timololu

117 PO 53 43 42 42 46 52 53

118 PO 54 45 42 42 45 48 51

119 PO 46 39 39 38 39 42 45

120 PO 43 40 36 37 40 42 44
priemer * SD 49,0453 41,7427 39,7#29 397426 42,5435 460449  482+4.4
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Tabulka 5 (pokraovanie)

Vnutrooény tlak (mm Hg) v ase (mindity)
Krilik&. |Oko |0 30 60 90 120 180 240
ocné kvapky obsahujice 0,050 % flunarizinu a 0,5 % timololu (MEG 02)
121 PO 52 35 33 33 36 38 41
122 PO 58 39 36 37 41 46 48
123 PO 47 31 29 32 35 37 38
124 PO 45 32 26 30 36 36 35
priemer + SD 50,5458 34,2436 31,0444 33,0429 37,082,7 39,2446 40,515.6
o&né kvapky obsahujice 0,050 % flunarizinu a 0,5 % betaxololu
125 PO 49 39 36 38 42 42 43
126 PO 45 35 37 37 39 40 41
127 PO 56 44 42 46 47 49 49
128 PO 55 45 41 43 47 46 51
Priemer £ SD 51,245,2 40,744,6 39,0129 41,0+44,2 43,743,9 44,2440 46,0448
Oc¢né kvapky obsahujiice 0,050 % flunarizinu a 2,0 % karteololu
129 PO 57 53 40 42 50 54 56
130 PO 52 46 44 45 48 49 49
131 PO 47 37 39 40 44 43 43
132 PO 46 36 37 39 40 41 43
griemer +SD 50,5+5,1 43,0+80 40,0+2,9 41,5426 45,5144 46,7159 47,716,2

Z udajov uvedenych v tabulke 5 a e$te zreteI'nej§ie z diagramu na obraz-
ku 3 vyplyva pozoruhodna uéinnost kombinacie flunarizinu s timololom a v$e-
obecne dobrd Guinnost kombinacii flunarizinu s beta-blokatormi. TieZ v tomto

pripade samotny flunarizin vykazuje v porovnani so samotnym timololom lep-

§iu aéinnost.

Hodnotenie toxicity
a) Hodnotenie zdurenia rohovky

Hodnotenie hribky rohovky bolo uskuto&nené echograficky pomocou pri-
stroja UBM System 840 (Humprey Instruments, San Leandro, CA, USA). Toto
zariadenie obsahuje 50 MHz sondu a umoZiiuje zobrazenie na obrazovke

s rozliSenim asi 504 pri velkosti zobrazovaného pola 5x5 mm. Programové vy-
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bavenie umoZiiuje menit hlbku zamerania ultrazvukového zvizku a zobrazovaf

zaznam pri réznych zosilneniach.

Zvierata zaradené do pokusu boli rovnakého druhu ako zvierata opisané
v predchadzajucich pokusoch a boli oSetrované rovnakym spdsobom. Pokus bol
zahajeny anestéziou zvierat (ketamin-hydrochloridom a xylazin-hydrochlo-
ridom) uskuto&nenou tak, Ze zvieratam boli aplikované oé&né pohériky napinené
kontaktnymi prostriedkami (ultrazvukovy gél). Kralikom potom bola do pravé-
ho oka aplikovani jednym nakvapnutim davka (50 pl) rovnakych prostriedkov
aké boli pouZité vo farmakodynamickych §tadisch: a) o¢né kvapky MEG 01 ob-
sahujace 0,050 % flunarizinu; c) o&né kvapky obsahujice 0,056 % hmotnos-
tnych verapamilu; d) o&né kvapky obsahujuce 0,051 % hmotnostnych diltiaze-
mu; e) o&né kvapky obsahujice 0,043 % nifedipinu. Do Pavého oka kralikov
bolo nakvapkanim aplikované rovnaké mnozstvo placeba (vehikula pre MEG 01

bez akejkolvek u&innej zlozky).

V nasledujicej tabulke si uvedené hribky rohovky zistené u réznych
skupin zahrnujicich vzdy 4 kraliky a to pred nakvapkanim a v rovnakych &aso-

vych intervaloch po nakvapkani.
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Tabulka 6

Hribka rohovky kralikov po topickom oSetreni antagonistami kalcia

Hrubka rohovky (mm) v ¢ase (min)

Kralik &. oko Zakl.hodnota 1 hodina 2 hodiny 3 hodiny
PO: MEG 01 obsahujuce 0,050 % flunarizinu — LO: placebo
49 PO 0,394 0,394 0,394 0,394
49 LO 0,394 0,394 0,394 0,394
50 PO 0,347 0,347 0,347 0,347
50 LO 0,347 0,347 0,347 0,347
51 PO 0,386 0,386 0,386 0,386
51 LO 0,386 0,386 0,386 0,386
52 PO 0,363 0,363 0,363 0,363
52 LO 0,363 0,363 0,363 0,363
PO: ocné kvapky obsahujice 0,056 % verapamilu — LO: placebo
53 PO 0,356 0,376 0,385 0,383
53 LO 0,356 0,358 0,360 0,367
54 PO 0,384 0,398 0,406 0,402
54 LO 0,384 0,382 0,388 0,380
55 PO 0,372 0,387 0,400 0,402
55 LO 0,372 0,374 0,368 0,372
56 PO 0,392 0,401 0,494 0,410
56 LO 0,392 0,390 0,396 0,388
PO: o¢né kvapky obsahujice 0,051 % diltiazemu — LO: placebo
57 PO 0,377 0,380 0,382 0,384
57 LO 0,377 0,380 0,380 0,377
58 PO 0,389 0,392 0,394 0,396
58 LO 0,389 0,389 0,325 0,387
59 PO 0,396 0,400 0,400 0,400
59 LO 0,396 0,396 0,394 0,398
60 PO 0,358 0,362 0,364 0,364
60 LO 0,358 0,358 0,360 0,360
PO: o&né kvapky obsahujuce 0,043 % nifedipinu — LO: placebo
61 PO 0,375 0,380 0,380 0,380
61 LO 0,375 0,375 0,376 0,375
62 PO 0,372 0,380 0,378 0,378
62 LO 0,372 0,374 0,372 0,372
63 PO 0,396 0,398 0,400 0,400
63 LO 0,396 0,396 0,396 0,396
64 PO 0,384 0,388 0,389 0,390
64 LO 0,384 0,382 0,984 0,382
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Ako je z predchadzajucich udajov zrejmé, neboli pri pouziti produktu
podla vynalezu zistené po&as celého pokusu Ziadne zmeny v hribke rohovky.
Oproti tomu pouzitie oftalmického roztoku obsahujuceho 0,056 % verapamilu
vyvolalo zdurenie rohovky zodpovedajiice hrabke asi 15-20 pm/hodina. Ziadny
vyraznejsi a¢inok nebol zisteny pri aplikacii o&nych kvapiek obsahujucich dil-

tiazem (len mierne zdurenie) alebo nifedipin.

b) Akutna znéasanlivost

Na hodnotenie znaSanlivosti blokatora kalciového kanala podrla vynalezu
pri topickej aplikacii do oka boli kraliky (rovnakého druhu ako
v predchadzajucich pokusoch) po poéiato&nej adapticii oSetrené nasledujicim
spdsobom. Prvy deii bolo nakvapkané do pravej spojivkovej klenby 12 davok
MEG 01 (0,05 %), kazda s objemom 0,05 ml, s intervalom medzi jednotlivymi
davkami 30 minit. Druhé oko bolo o3etrené placebom a pouZité ako kontrolny

pokus.

Stav o&nych tkaniv bol pozorovany modifikovanym testom podla Draiza
(Spampinato S., Marino A., Bucolo C., Canossa M., Bachetti T., Mangiafico S.,
Effect of sodium naproxen eye drops on rabbit ocular inflammation induced by
sodium arachidonate, J.Ocular Pharm., 7(2); 125-133, (1991)). Od¢itanie bolo
uskutoéiiované kazdi hodinu od prvého podania a do 7 hodiny, a potom po 24,
48 a 72 hodine po poslednom podani formou pridelenia skére hodnotiaceho
rozne aspekty tykajice sa palpebralnej a bulbarnej spojovky, dihovky a rohov-
ky.

Na spojivke ziadneho oka, ako oé&i oSetrenych MEG 01 oénymi kvapkami
(0,05 % hmotn. Flunarizinu), tak aj o&i oSetrenych placebom, nebolo zistené
polas celého testu Zziadne vyraznejSie zakervenanie. V Ziadnom z hodnotenych
oci nebol zisteny Ziadny opuch. Okrem toho na Ziadnej rohovke ofetrenych oé&i
nebola zistena ziadna zmena a mnoZstvo vytoku bolo na obvyklej tdrovni. Ne-
bolo zistené ani Ziadne poskodenie tkaniv rohovky; u dvoch o&i sa prejavila

mierna deepitelizacia.
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Zo ziskanych vysledkov vyplyva, Ze oftalmicky roztok MEG 01 obsahu-
juci 0,05 % flunarizinu je po opakovanom podani kvapkanim do spojivkove;j

klenby oka kralika vel'mi dobre znasany.

Studie vazby

Stadia vizby na receptor bola uskutotnend s bunkovymi membrinami
ziskanymi z irido-cilisrneho komplexu explantovaného samcom albinotickych
krélikov druhu New Zealand po ich usmrteni (Charles River Italiana, of Calco
(CO)). Tkanivo bolo zhomogenizované v pufri a bola oddelens frakcia P, obo-
hatend o bunkové proteiny. Uvedena frakcia bola ziskani odstredenim spbso-
bom opisanym v literatire (Mach R.H., Smith C.R., Childers S.R., Ibogaine po-
ssesses a selective affinity for sigma 2 receptors, Life Sci., 57(4); 57-62). La

celkova koncentracia proteinu bola stanovena spésobom podla Lowryho.

Alikvotné podiely P, frakcie homogenizatu kazda obsahujica 300 pg cel-
kovych proteinov boli inkubované v polypropylénovych skiimavkach obsahuja-
cich skaldrne podiely antagonistov kalcia zaradenych do pokusu (t.j. flunarizi-
nu, verapamilu, nifedipinu a nimodipinu) a znime mnoZstvo SH(+)-N-alyl-
normetazocinu (SKF) (prostriedku pokusne pouzivaného ako o ligand). Ne§pe-

cificka vizba bola stanoveni v pritomnosti haloperidolu.

Vsetky stanovenia boli uskuto&nené duplicitne. Reak&na zmes sa udr¥o-
vala pri 37 °C po&as 150 minat, a potom sa filtrovala cez filtre Whatmann
GF/B. Radioaktivita na filtroch sa merala spektrometriou s tekutymi scintila-
tormi. Bola zistena hodnota ICso a zistené hodnoty si uvedené v nasledujice;j

tabulke.
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Tabulka 7

Uéinky rdznych antagonistov kalcia na inhibiciu vizby s *H(+)-N-alyl-normeta-

zocinom
Zlu&enina ICso (nM)
flunarizin 23,9
verapamil >10 000
nifedipin >10 000
nimodipin >10 000
diltiazem >10 000

Predchadzajuce udaje potvrdzuji zistenia prieskumu, ktory viedol k
predloZenému vynalezu a ktory bol diskutovany v avode. PredovSetkym
z tychto udajov vyplyva, Ze flunarizin ma afinitu k o-1 receptorom, na rozdiel
od znamejsich a preftudovanejsich prostriedkov blokujicich kalciovy kanal ako
je verapamil, nifedipin a diltiazem. Z tychto zisteni vyplyva, e o-1 receptory
si zahrnuté v mechanizme zodpovednom za znifenie vnutroo&ného tlaku Vyvo-
lanom flunarizinom a Ze tento zvlastny jav je pri&inou prekvapujuco vysokej a-

¢innosti flunarizinu ako antiglaukomatika na topické podanie.

PredloZeny vynalez bol opisany pomocou niektorych jeho §pecifickych
uskutolneni, ale tento opis je potrebné chapat tak, e pracovnici v odbore su
schopni tieto uskuto&nenia modifikovat a menit, bez toho, aby sa odchylili od

rozsahu vynélezu definovaného v pripojenych patentovych narokoch.
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PATENTOVE NAROKY

Pouzitie flunarizinu alebo jeho farmaceuticky prijatelnej soli na vyrobu

oftalmického lie€iva na topické podanie na zniZenie ocnej hypertenzie.

PouZitie podla naroku 1, pri ktorom je uvedené oftalmické lie€ivo na to-
pické podanie vo forme vodného roztoku alebo suspenzie, alebo vo forme
gélu, krému alebo masti, vo farmaceuticky prijatefnom vehikule, alebo
vo forme erodovatelnej o&nej vlozky, alebo “zasobnikového” systému s

polymérnou membranou, uréené na aplikaciu do spojivkového vaku.

PouZitie podl'a naroku 1 alebo 2, pri ktorom je koncentracia flunarizinu

v uvedenom oftalmickom lie€ive od 0,001 do 0,500 % hmotnostnych.

PouZitie podla naroku 3, pri ktorom je koncentracia flunarizinu 0,050 %

hmotnostnych.

PouZitie podla ktoréhokolvek z predchidzajucich narokov, pri ktorom je
flunarizin v uvedenom oftalmickom liedive obsiahnuty vo forme svojej

hydrochloridovej soli.

PouZitie podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 5, pri ktorom uvedené of-

talmické lie¢ivo na topické podanie d’alej obsahuje beta-blokator.
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Pouzitie podla naroku 6, pri ktorom je koncentracia beta-blokatora

v uvedenom oftalmickom lie¢ive od 0,1 do 2,5 % hmotnostnych.

PouZitie podla naroku 6 alebo 7, pri ktorom je uvedenym beta-

blokatorom timolol alebo jeho farmaceuticky prijatelna sol.

PouZitie podla ktoréhokolvek z narokov 1 aZ 8, pri ktorom je uvedené
oftalmické lie€ivo na topické podanie vo forme vodného roztoku a d'alej
obsahuje jeden alebo viac prostriedkov na Gpravu ténicity, jeden alebo

viac pufrov a jeden alebo viac antioxida&nych prostriedkov.

PouZitie podla naroku 9, pri ktorom uvedené oftalmické lie&ivo na topic-
ké podanie dalej obsahuje jeden alebo viac prostriedkov na zlepSenie 0&-
nej znaSanlivosti, ktoré st zvolené zo skupiny zahrnujicej cyklodextriny,

polysorbét 80 (alebo Tween 80), dextran, polyetylénglykol a poloxaméry.

PouZitie podl'a naroku 10 alebo 11, pri ktorom uvedené oftalmické lie&i-
vo na topické podanie dalej obsahuje jeden alebo viac konzerva&nych

prostriedkov alebo antimikrobialnych prostriedkov.
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