SK 287714 B6

SLOVENSKA REPUBLIKA PATENTO , SPIS (11)  Cislo dokumentu:
S VY 287714
21)  Cislo prihlasky: 1290-2003
(22)  Déatum podania prihlasky: 19. 3. 2002 (13)  Druh dokumentu: B6
(24)  Déatum nadobudnutia
Gi¢inkov patentu: 6. 7. 2011 (51) Int. Cl. (2011.01):
Vestnik UPV SR ¢.: 7/2011
(31)  Cislo prioritnej prihlasky: 01107026.5 A61K 31/00
(32)  Déatum podania prioritnej prihlasky: 21. 3. 2001 A61P 23/00
(33)  Krajina alebo regionalna
organizacia priority: EP
URAD (40)  Détum zverejnenia prihlasky: 8. 6. 2004
PRIEMYSELNEHO Vestnik UPV SR &.: 6/2004
VLASTNICTVA (47)  Détum spristupnenia
SLOVENSKEJ REPUBLIKY patentu verejnosti: 17. 6. 2011
62)  Cislo pdvodnej prihlagky
v pripade vylugenej prihlasky:
(67)  Clislo povodnej prihlasky uZitkového vzoru
v pripade odbocenia:
(86)  Cislo podania medzinarodnej prihlagky
podla PCT: PCT/EP02/03032
(87)  Cislo zverejnenia medzinarodnej prihlasky
podl'a PCT: WO002/074297
(96)  Cislo podania eurépskej patentovej prihlagky:
(73) Magjitel: SCHWARZ PHARMA AG, Monheim, DE;
(72) Povodca:  Selve Norma, Troisdorf, DE;
(74)  Zastupca: BuSova Eva, JUDr., Bratislava, SK;
(54) Nazov: Pouzitie aminokyselinového derivitu na pripravu farmaceutickej kompozicie na lietenie fantomovej bolesti
alebo diabetickej neuropatickej bolesti
(57) Anotécia:
Pouzitie aminokyselinového derivatu vSeobecného vzorca
(D), kde Ar je fenyl, ktory je nesubstituovany alebo substi- H H
tuovany aspon jednou halogénskupinou; Q je nizSia alko-
xyskupina obsahujica 1 az 3 uhlikové atom j 1-
Slz,l.slpir?a; alebi) je-l‘lo farmaceuti:llc(;v;riz};(:el’?le&} (géljielg‘e[t.)yri- Ar—'CHZNHG'_C_N—C"Qj

pravu farmaceutickej kompozicie na lieCenie fantémovej
bolesti alebo diabetickej neuropatickej bolesti.

OCH, O
Q

O



10

15

20

25

30

35

40

45

50

SK 287714 B6

Oblast’ techniky

Predkladany vynalez sa tyka pouZitia skupiny Specifickych aminokyselinovych derivatov I na pripravu
farmaceutickych kompozicii na lie¢enie fantémovej bolesti alebo diabetickej neuropatickej bolesti.

Doterajsi stav techniky

Zluceniny pouzivané podla vyndlezu si zndme ¢inidla, uZitoéné v protizachvatovej lie¢be pri poruchach
centralneho nervového systému, takych, ako epilepsia, mftvica a mozgovd ischémia. Jednou takou
zluceninou je (R)-2-acetamido-N-benzyl-3-metoxypropidnamid, ktory je tieZ oznacovany ako harkoserid ale-
bo zlicenina SPM 927.

V dokumente EP A 1 243 262 je opisané pouZitie rovnakych zli¢enin predovietkym na liedenie ne-
neuropatickej zapalovej bolesti, ako je bolest pri reumatoidnej artritide alebo sekundarna zapalova bolest’ pri
osteoartritide. Napriek tomu, Ze sa tu tieZ uvadza aktivita zli¢eniny SPM 927 pri modelovej periférnej
neuropatii, konkrétne pouZitie na lieenie fantémovej bolesti alebo diabetickej neuropatickej bolesti v tomto
dokumentu nie je opisané.

Podstata vynalezu

Predmetom vynélezu je pouZitie aminokyselinového derivatu vieobecného vzorca (1)
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kde

Ar je fenyl, ktory je nesubstituovany alebo substituovany aspoii jednou halogénskupinou;

Q je niz8ia alkoxyskupina obsahujuica 1 aZ 3 uhlikové atémy a Q, je metylskupina;

alebo jeho farmaceuticky prijatelnej soli na pripravu farmaceutickej kompozicie na lieenie fantémovej
bolesti alebo diabetickej neuropatickej bolesti.

Symptém fantémovej bolesti, ktory je mozné podla vynalezu lie¢it, je nezavisly od povodu zékladného
ochorenia.

Prednostné zhi¢eniny vynalezu su tie, podla vzorca (1), kde zlueniny sii (R), (S) alebo (R,S) izomér.

NajprednostnejSia zluCenina vynalezu je (R)-2-acetamido-N-benzyl-3-metoxypropiénamid alebo jeho
farmaceuticky prijatel'na sol.

Bolest' je subjektivna skisenost a vnimanie bolesti je sprostredkované v Specifickych &astiach
centralneho nervového systému (CNS).

Obvykle §kodlivé (periférne) stimuly st napred prenesené do centralneho nervového systému, ale bolest
nie je vZzdy spojena s nocicepciou.

Existuje vel’ka rozmanitost’ réznych typov klinickej bolesti, ktora je odvodena od rozdielnych zakladnych
patofyziologickych mechanizmov a ktora bude potrebovat rozdielne lie¢ebné pristupy.

Vnimanie bolesti m6Ze byt’ charakterizované tromi hlavnymi typmi klinickej bolesti:

- akiitna bolest’,
- chronicka bolest’,
- neuropatické bolest.

Akutna bolest’ vi¢Sinou pochddza zo zapalu alebo poranenia mikkého tkaniva. Tento typ bolesti je pri-
sposobivy a ma prisludni biologicku funkciu varovania a umoZnenia vylieCenia a obnovenia uZ poskodene;
Casti tela, aby bola neporusena. Ochranna funkcia je dosiahnuta tak, Ze zranena/zapalena cela plocha a okolité
tkanivo je hypersenzitivne na vSetky stimuly, takZe sa vyhyba kontaktu s akymkol'vek vonkaj$im stimulom.
Neuronalne mechanizmy, tvoriace zaklad tohto typu klinickej bolesti, s vel'mi dobre zname a farmakologic-
ka kontrola akutnej klinickej bolesti je dostupné a uéinna, pouzitim napriklad od nesteroidnych protizapalo-
vych lieckov (NSAID) az k dpioidom v zavislosti od typu a rozSirenia vnemu.
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Chronicka klinické bolest’ sa javi ako vytrvalé zmyslové abnormality, pochadzajtice z trvajuceho perifér-
neho patologického stavu, spdsobeného ochorenim, takym, ako rakovina alebo chronicky zapal (napriklad ar-
tritida) alebo moze byt nezavisla od pociatodnych pri¢in. T4 posledne menovana byva maladaptivna, nepos-
kytuje Ziadne vyhody na prezitie a vel'mi &asto nie je dostupna Ziadna ucinnd liecba.

Neuropaticka bolest’ je sposobené zranenim alebo infekciou periférnych zmyslovych nervov. To zahfiia,
ale nie je to obmedzené na bolest’ traumy z periférneho nervu, infekcie herpes virusom, cukrovky, kausalgie,
avulzie nervového zvizku, neurénu, amputacie koncatiny a vaskulitidy. Neuropaticka bolest je tieZ sposobe-
na poskodenim nervu z chronického alkoholizmu, infekcie virusom ludskej imunodeficiencie, hypotyreézy,
urémie alebo nedostatku vitaminov. Neuropatickd bolest’ zahffia, ale nie je obmedzena na bolest’ spésobent
zranenim nervu, taky, ako napriklad bolest’, ktorou trpia diabetici.

Neuropaticka bolest’ vykazuje dva rozdielne patofyziologické mechanizmy, ktoré musia byt vzaté do
uvahy:

Za prvé, zvysena aktivita aferentnych nociceptivnych neurénov nasledujiicej sensitizacie (spiacich) neu-
rénov (napriklad bolest’ pri zapale, bolest’ pri rakovine, bolest’ hlavy, bolest’ v spodnej asti chrbtice, visce-
ralna bolest, migréna) s tym, Ze primarny aferentny nociceptivny neurén zostava intaktny, aj ked’ aktivita re-
ceptora je zmenena a je zniZeny prah, typicky je zistené zvySenie rychlostou palenia a pociatok alebo zvyse-
nie spontanne;j aktivity.

Za druhé, ektopicka aktivita aferentnych nociceptivnych neurénov nasledujuca po poruchich svojich
axénov (napriklad, periférna a centralna neuropaticka bolest’), s poSkodenym primarnym aferentnym neurd-
nom. Toto vedie na nevraté periféme a centralne biochemické, morfologické a funk¢né zmeny. (Periférna)
neuropatia je teda preto zhruba definovana ako ochorenie (periféreho) nervového systému.

Existuje niekol’ko pri¢in I'udskej neuropatie s velkou variabilitou v symptémoch a neurologickych defici-
toch. Bolestivé neuropatie su definované ako neurologické poruchy, charakterizované vytrvalou bolest'ou a
precitlivelostou v oblasti tela, v ktorej bola poskodend zmyslova inervacia, ale poskodenie zmyslovych ner-
vov vidsinou nevytvara neuropaticku bolest, obvykle je pozorovana strata vnemu skor ako precitlivelost’
alebo bolest’.

Specifické poruchy somatosenzora st oznagované ako alodynia (neSkodna stimulécia somatosenzora vy-
volava pocity abnormalnej intenzivnej bolesti s prudkym, salajicim charakterom, ¢asto pretrvavajuce pocas
trvania stimulu ako pri¢iny), hyperalgezia (3kodliva stimulacia vyvolava intenzivnejsie a dlhSie trvajice poci-
ty bolesti), parestézie (spontanne averzné, ale nebolestivé pocity, opisané ako pichanie alebo ,Spendliky
a ihly*), dysestézia (vyvolana rovnako ako spontanne abnormalne pocity).

Niekolko kIi¢ovych udalosti je chapanych ako beZné patofyziologické udalosti abnormalnych bolesti-
vych stavov, najmi tych, ktoré nasleduju po perifémom zraneni nervu. Vysoka frekvencia spontinneho dis-
charge z ektopického miesta je teda nasledovana zvysenou citlivostou dorzalnych rohov neurénov a rozsire-
nim pola vnimania, ¢asto definovaného ako centralna sensitizacia.

Bezné analgetika ako opioidy a nesteroidné proti zapalové lieky (NSAID-non-steroidal anti-inflammatory
drugs) zlep3uju, aj ked’ len nedostatodne, syndromy chronickej abnormalnej bolesti. Po¢as hl'adania alterna-
tivnych lie¢ebnych reZimov na vyvolanie uspokojivej a trvalej ulavy od bolesti boli skiiSané kortikosteroidy,
blokada vedenia, glycerol, antidepresiva, lokalne anestetika, gangliosidy a elektrostimulacie, ale predovset-
kym bolo zistené, Ze anti-konvulzanty si uZitoéné proti réznym typom stavov neuropatickej bolesti, ale su
najudinnejie v pripadoch paroxyzmalnych, hrdzavych udalosti, napriklad bolest’ trojklanného nervu.

Ked je vieobecna hyperaktivita a nizka prahova aktivacia zmyslovych neurénov povazovana ako jeden z
hlavnych syndrémov neuropatie a pocitu neuropatickej bolesti so zretelnou mechanoalodyniou, ako najza-
vaznejsi klinicky symptom, poskytuje zrejmé vyhody selektivnej inhibicie tohto patofyziologického pripadu
miesto vieobecnej inhibicie Skodlivého stimulu s vysokym prahom (pomocou napriklad lokalnych anestetik)
normalnych zmyslovych nocicepcii.

Stavy uvedené zhora sui zname ako zle lie¢itelné pomocou v si¢asnosti na trhu dostupnych analgetik, ta-
kych, ako épioidy alebo nesteroidné protizapalové lieky (NSAID), a to z dévodu nedostatocnej ucinnosti ale-
bo obmedzenia vedl'aj§imi uc¢inkami.

Predmetom tohto vynélezu je poskytnutie nového pouZitia zlidenin podl'a uvedeného vzorca (I) a jeho de-
rivatov, na pripravu farmaceutickych zmesi, uzZitoénych na liecbu alodynie, ako hlavného a jedineCného
symptému bolesti, nezavislej od pévodu zakladného ochorenia, ale ¢asto spojenou s neuropatickou bolestou
alebo inymi rozdielnymi typmi chronickej alebo fantémovej bolesti.

Predkladany vyndlez najmi suvisi s novym pouZitim harkoseridu na pripravu farmaceutickych zmesi, uzi-
toénych na lie¢bu alodynie, ako hlavného a jedine¢ného symptému bolesti, nezavislej od pdvodu zakladného
ochorenia, ale ¢asto spojenou s neuropatickou bolest'ou alebo inymi rozdielnymi typmi chronickej alebo fan-
témove;j bolesti.

Harkoserid, ktorého chemicky nazov je (R)-2-acetamido-N-benzyl-3-metoxypropiénamid, je jeden deri-
vat vybrany zo skupiny $pecifickych derivatov aminokyselin.



10

20

25

30

35

40

45

50

SK 287714 B6

Tato skupina latok je uvedend v US 5,378,729; US 5,654,301 a 5,773,475. Ukazuju aktivitu pri liecbe
epilepsie a mrtvice. V uvedenych referenciach ale nie je Ziaden opis, ktory by ozrejmil predkladany vynalez.

Zlugeniny predkladaného vynalezu méZu tvorit’ farmaceuticky prijateIné soli tak s organickymi, ako aj
s anorganickymi kyselinami a zdsadami.

Napriklad, kysl¢€ soli bazickych zlu¢enin st pripravené bud’ rozpustenim volnej bazy vo vodnom alebo
vodnom alkoholovom roztoku, alebo v inych vhodnych rozpustadlach, obsahujicich vhodni kyselinu, a izo-
laciou soli odparenim roztoku.

Priklady farmaceuticky prijatelnych soli su hydrochloridy, hydrobromidy, hydrosulfaty atd’., rovnako ako
sodné, draselné, horeénaté a d’alsie soli.

ZliCeniny predkladaného vynalezu méZu obsahovat' jeden alebo niekolko asymetrickych uhlikovych
atémov. Vynalez zahfila jednotlivé diastereoméry alebo enantioméry a ich zmesi. Jednotlivé diastereoméry
alebo enantioméry mozu byt pripravené alebo izolované spésobmi, dobre zndmymi v odbore.

Podla vynélezu je prednostné, ked’ st zliceniny v (R) konfiguracii. Najprednostnejsia je zlicenina (R)-2-
-acetamido-N-benzyl-3-metoxypropiénamid.

Zluceniny tohto vynalezu mézZu byt’ syntetizované, ako je uvedené v dokumentoch U.S. P 5,378,729; U.S.
P 5,654,301 a U.S.P 5,773,475.

ZliCeniny pripravené syntetickymi spdsobmi méZu byt pouZité ako farmaceutické zmesi ako &inidlo pri
liecbe bolesti, ked’ je pouzité ucinné mnozstvo zluceniny vzorca (I), spolone s farmaceuticky prijatelnym
nosiCom. Liec¢ivo mbze byt’ pouZité v sposobe liecby takych portich u cicavcov vratane ¢loveka, poruchami
trpiaceho, podivanim tymto cicavcom u¢inné mnoZstvo zlucenin, opisanych skér, v jednotkovej davkovacej
forme.

Farmaceutickd zluCenina, vytvorena v silade s predkladanym vynélezom, méZe byt’ pripravena a poda-
vana réznymi druhmi dévkovacich foriem bud’ oralnymi, alebo parenteralnymi cestami podévania. Napri-
klad, tieto farmaceutické zmesi m6zu byt vytvorené v inertnych, farmaceuticky prijatelnych nosi¢och, ktoré
su bud’ pevné alebo kvapalné. Pevné formy preparatov zahfiajui prasky, tablety, disperzné granuly, kapsuly,
tobolky a ¢apiky. Dalie pevné a kvapalné formy preparatov mézu byt vytvorené podla spésobov, zndmych
v odbore, a méZu byt podavané oralnou cestou vo vhodnej forme alebo parenteralnou cestou takou, ako in-
travenozne, intramuskularne alebo subkutanne injikovanie kvapalnej formy.

Mnozstvo aktivnej zluceniny v jednotkovej davke pripravku méZe byt roézne alebo upravené na od
priblizne 1 mg do pribliZne 2 x 300 mg na deii na pacienta. Rozmedzie dennej davky od priblizne 1 mg do
priblizne 300 mg je prednostné. Davky sa ale mdéZu li§it’ v zavislosti od poZiadaviek pacienta, vaZnosti
lie¢eného stavu a pouzitej zhi¢eniny. Stanovenie vhodnej davky pre konkrétne situacie je v ramci schopnosti
v odbore.

Priklady uskuto¢nenia vynalezu

Nasledujice pracovné priklady, vybrané zo Specifickych Zivo&iSnych modelov, ukazuji aktivitu
harkoseridu a jeho derivatov najmi proti neuropatickej fantémovej bolesti.

1. Priklad 1: Formalinovy test, krysa

Velkd a od davky zavisla i¢innost harkoseridu méZe byt demonStrovand v neskorej faze krysicho
formalinového testu.

Formalinovy test je model chemicky indukovanej svalovej bolesti, v ktorom su stanovené dvojfazové
zmeny nociceptivneho spravaniia a spinadlna/supraspindlna plasticita nocicepcie je povazovand za
molekularny zaklad neuropatickej bolesti, najmi pocas druhej (neskorej) fazy testu, pocas ktorej je vicsina
klinicky pouZivanych liekov proti neuropatickej bolesti aktivna. Tieto znaky viedli k tomu, Ze formalinovy
test je akceptovany ako platny model vytrvalej klinickej bolesti.

Zli¢enina bola testovana na antinociceptivne vlastnosti pouzitim metddy vaZeného behavioralneho ské-
re : volne pohybujice sa zvierata boli podrobené pozorovaciemu ohodnoteniu polohy l'avej zadnej labky
podl'a hodnotiaceho skére s rozmedzim 0 - 3 pred a 10, 20, 30 a 40 min. po injikovani 0,05 ml sterilného
2,5 % formalinu pod koZu na dorzalnom povrchu labky. Harkoserid, podavany i.p. tesne pred formalinovou
injekcou, vytvoril od davky zavislé zniZenie formalinom indukovaného svalového zapalového nociceptivne-
ho spravania, ako je ukdzané v tabulke 1 (vaZené skore bolesti + SEM,.n=11-12/skupina).
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Tabulka 1: vaZené skore bolesti, formalinovy test, krysa

Cas po injikovani formalinu a SPM 927
Davka |Pocet zvie- { Vychodiskova| 10 min. 20 min. 30 min. 40 min.
mg/kg rat hodnota
0 11 0,00+ 0,00 | 0,30+0,6 0,93 +0,21 1,84+ 0,19 2,10+0,24
5 12 0,01£0,01 | 0,31+0,11 0,78 £ 0,23 1,47 + 0,20 1,46 + 0,19*
10 11 0,00+ 0,00 | 042+0,17 | 0,33+0,16* 1,02+ 0,27* 1,05+0,19*
20 12 0,00£0,00 | 048+0,18 | 0,57+0,14 0,78+ 0,18* 1,02 + 0,24*
40 12 0,00+ 0,00 | 0,12+0,05 | 0,10+ 0,04* 0,09 + 0,06* 0,12 £ 0,06*

* = Velké odlignosti od vehikula (ANOVA opravena na mnohonasobné porovnanie p < 0,05).
Vyraz ANOVA je na analyzu rozptylu.

Tieto vysledky podporuju a potvrdzuji predpokladanu aktivitu zhieniny proti neuropatickej bolesti.

Tu ukazané data podporuji a dodavaju potrebny vedecky zéklad pre skér pozorovani aktivitu vo writhing
teste (peritonealneho drdZdenia) a v mySacom formalinovom teste. Skor ziskané data boli obmedzené kvoli
faktu, Ze writhing test je povaZovany za vel'mi nedpecificky test s urCitymi svalovymi chemicky indukova-
nymi nociceptivnymi aspektami, ktoré obvykle poskytuju pozitivne vysledky pre vSetky psychoaktivne lieky
uvoliiujice svaly atd., a preto nie je dostatoéne pecificky na preukazanie Specifickej aktivity. Okrem toho,
skér prijaté vysledky v mySacom formalinovom teste, nemali jasny dokaz o vztahu davkovania a teda ani o
$pecifite pozorovanych tginkov harkoseridu. Navy3e bolo uz v prvom pokuse zistené, Ze jedina a najvyssia
davka, vykazujiica velké ucinky, spdsobuje jasné behavioralne vedlajsie ucinky. PretoZe tieto lieky zahffiaju
zmeny v spravani, nemdZu byt tieto zmeny spojené s liekmi d’alej povazované ako antinociceptivne.

Len tu poskytnuté nové ukazané data teda mozu byt’ pokladané za in vivo dokaz antinociceptivneho ucin-
ku harkoseridu, v zavislosti od davky podéavania, ako miera 3pecifity a zlepSenie antinociceptivneho sprava-
nia, ktoré nesuvisi s toxickymi d¢inkami.

Priklad 2
Chronické konstrikéné poranenie (CCI, Bennettov model)

Ukinnost’ harkoseridu na zniZenie spontannej chronickej bolesti, mechanickej alodynie a teplotnej hyper-
algezie bola testovana pouZitim modelu chronického konstrikéného poranenia (CCI) periférnej neuropatie,
jedného z najlepsie charakterizovanych in vivo zvieracich modelov, pouzivanych na Stidium chronickej bo-
lesti, spdsobenej poranenim periférneho nervu. V tomto modeli su ischiatické nervy volne podviazané, co
vytvara axonalny opuch a &iastoénu deaferentaciu, ktora sa prejavuje ako velkd, ale nelplné strata axénov
v distalnej ¢asti periférneho nervu. Jedno z pozorovanych vyzna¢nych spravani, nasledujice podviazanie is-
chiatického nervu, je objavenie sa vedenia zadnej labky, povaZované za indikéciu pokracujucej spontannej
chronickej bolesti. Podpora pre tito myslienku je odvodena z publikacii, tykajucich sa miechovej neuralnej
aktivity a zvySenej spontannej depolarizacie neurénov v neurénoch spinotalamického traktu a vo ventroba-
zalnom talame za nepritomnosti zjavnej periférnej stimuldcie. Okrem vzniku spontanneho spravania pri bo-
lesti, sa vyskytovalo niekol’ko abnormalit v bolesti evokovanej stimulmi ako vysledok CCI vratane teplotnej
hyperalgézie a mechanickej alodynie. Vyvoj tychto abnormélnych bolesti evokovanych stimulmi bol tieZ
opisany, Ze sa vyskytuje v oblastiach mimo inervaciu poskodenym nervom, oblasti inervovanej neporaneny-
mi nervami.

Behavioralne testy na spontinnu bolest, teplotnu hyperalgéziu a mechanickd alodyniu sa uskutocnili na
hodnotenie rozdielnych zlozZiek neuropatickej bolesti. Udaj vychodiskovej hodnoty pre kazdy test bol odob-
rany pred experimentdlnym postupom; okrem toho, boli vietky zvieratd testované na vyvoj spravania pri
chronickej bolesti 13 - 25 dni po CCI operacii, 1 defi pred diiom podania vehikula (0,04 ml sterilnej vody/10
g telesnej vahy) alebo lieku a po podani vehikulunvliek. Poradie testov bolo (1) spontanne s bolestou spojene
spravanie (2) mechanicka alodynia, (3) teplotna hyperalgézia, s ciefom minimalizovat’ vplyv jedného testu na
vysledok testu nasledujuceho. Testovacie postupy a vysledky su predkladané oddelene pre kaZdy aspekt
chronickej bolesti. Bolo podavané bud’ 0 (vehikulum, 0,04 ml/10 g telesnej vahy), 5, 10, 20 alebo 40 mg/kg
SPM 927 (n=7-23/skupina) i.p. 15 minit pred prvym behavioralnym testom.

Spontanna bolest’ (pokradujica bolest’ bez zjavného vonkajsieho podnetu) podviazanej labky bola stano-
vena po 5 min. nasledovana 10 min. aklimatizanou periédou, pouZitim hodnotiaceho skére (vazeného beha-
vioralneho skére stuptiov O - 5).

Harkoserid nezmenil hladinu spontannej bolesti, indukovanej unilateralnym chronickym konstrikénym
zranenim, ako je ukdzané v tabulke 2 (vazené skore bolesti + SEM).
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Tabul’ka 2 Spontanna nocicepcia, CCI model, krysa

Davka [mg/kg] | Pocet zvierat Vychodiskova poopera¢na pooperacna + liek
hodnota
0 23 0+0 1,4 +0,15 1,2+0,14
5 9 0£0 2,0+0,10 1,8+0,18
10 20 0,0019 + 0,0019 1,5+0,10 1,5+0,11
20 8 00 1,1+0,17 0,9+0,14
40 10 0,0004 + 0,0004 1,3+£0,12 0,8+ 0,28

Teplotna hyperalgézia bola stanovena spdsobom skonéenia latencie v reakcii na teplo aplikované na sub-
plantarny povrch podviazanej zadnej labky krysy. Ako je porovnané s vychodiskovou hodnotou latencie (la-
tencii) bolo velké zniZenie v (postoperagnej) latencii po odstraneni teplotného podnetu pésobiaceho na labku
interpretované ako indukujiica pritomnost’ teplotnej hyperalgézie nasledujiice chronické konstrikéné zrane-
nie.

Davka Harkoseridu zavisle zniZovala chronické konstrikéné zranenie indukovane;j teplotnej hyperalgézie,
ako je ukazané v tabul’ke 3 [latencia + SEM]. Silné u¢inky boli pozorované len u najvyssich testovanych da-
vok (20 a 40 mg/kg i.p.) s maximalnym u¢inkom, ktory bol uZ pozorovatel'ny pri 20 mg/kg i.p.

Tabulka 3: Teplotna hyperalgézia, CCI model, krysa

Davka [mg/kg] | Pocet zvierat |  Vychodiskova Pooperacna Pooperaéna+ liek
hodnota
0 13 9,8 +0,74 7,0 £0,29 7,3+0,43
5 7 10,5 + 0,68 8,1+0,59 92+ 0,98
10 7 9,2 + 0,68 7,1+ 0,60 8,1+0,59
20 8 10,0 + 0,70 7,0 £ 0,56 9,7 + 0,96*
40 8 8,3+0,57 7,4 +£0,48 10,2 + 0,75*%

* = Velké odliSnosti od vehikula (ANOVA opravena na mnohonasobné porovnanie p < 0,05.

Mechanicka citlivost’ a alodynia podviazanej krysej zadnej labky bola kvantifikovana rychlym stiahnutim
labky v reakcii na normalne neskodné mechanické stimuly, ako je opisané skér.

Citlivost’ na mechanicky stimul bola testovana kalibrovanym elektronickym Von Freyovym tlakovym al-
gometrom, pripojenym na sietovy pocitadovy systém, na zber dat. Mechanicka alodynia je interpretovana
ako zna¢ny pokles v poopera¢nej v porovnani s vychodiskovou hodnotou tlaku (g/mm?), nutného na vyvola-
nie rychleho stiahnutia labky v reakcii na tento mechanicky stimul.

Harkoseridovd ddvka zdvisle zniZuje intenzitu mechanickej alodynie indukovanej podviazanim unilate-
ralneho nervu, ako je ukazané v tabul’ke 4 [tlak (g/mm’) + SEM]. Regresna analyza ukazala pozitivau lineér-
nu korelaciu medzi ddvkou Harkoseridu a zvySenim mnoZstva sily, nutnej na vytvorenie stiahnutia labky.

Tabulka 4: Mechanicka alodynia, CCI model, krysa

Davka [mg/kg]| Pocet zvierat | Vychodiskova Pooperacna Pooperacna + liek
hodnota
0 20 41,6+ 2,20 18,8 £2,09 20,2+ 1,90
5 11 53,6+ 3,35 16,4 + 2,56 21,8 +2,34
10 17 42,9+ 2,55 212+2,13 29,2 + 2 85*
20 8 46,1 + 2,62 24,7+2,78 39,6 + 3,62*%
40 9 48,4 + 3,84 23,9+223 43,0 £ 5,48*

* = Velké odlisnosti od vehikula (ANOVA opravena na mnohondsobné porovnanie p < 0,05.

Tieto vysledky podporuju a potvrdzujui predpokladani i¢innost’ Harkoseridu proti alodynii. Okrem toho,
tento ucinok navySe suvisi s neuropatickou bolest'ou, a preto podporuje mozZné klinické pouZitie zluceniny,
napodobenim klinickej situacie liecby prislu§nych symptémov, ¢o najlepsie.

Dalsi dékaz $pecifity u¢inku harkoseridu proti alodynii bol dany negativnymi vysledkami v tail-flick teste
(test Svihnutia chvostom), vylucujicim typicki épioidom podobnu analgéziu zli¢eniny. Skorsie data, ziskané
na mysiach, mohli byt’ opakované a potvrdené v druhom druhu, kryse, d’al§imi prostriedkami vhodnejsieho
vyberu testovanych davok:
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Priklad 3
Tail-flick test, krysa

Harkoserid bol d’alej testovany na moZnu aktivitu pri akitnej spinalnej teplotnej nocicepcii, pouZitim tail
-flick testu. V tomto modeli akutnej teplotnej spinalnej/reflexnej hyperalgezie je aplikované salavé teplo na
chvost zvierata, priblizne 2 cm od 3picky a ¢as latencie na reakciu stiahnutia je automaticky stanoveny po-
mocou algometru, definovany maximélny ¢as stimulu zabrafiuje poskodeniu tkaniva. Tento test je vel'mi po-
uZivany ako stanovenie pre antinociceptivnu uéinnost’ farmakologickych ¢inidiel a je vysoko prediktivny v
ako amitryptilin alebo antiepileptika alebo NSAID (nesteroidné protizapalové lieky) nie su aktivne.

Vysledky pre 20 a 40 mg/kg harkoseridu i.p si ukdzané v tabulke S [percenta antinocicepcie, spocitane
ako [{(latencia po podani lieku) - (latencia pred podanim lieku)}/{(max. latencia) - (latencia pred podanim
lieku)} x 100] + SEM, n=12/skupina]. Vychodiskova hodnota alebo latencia tail-flick pred podanim lieku bo-
la stanovena spriemerovanim S5 naslednych merani, uskuto¢tiovanych po 2 minutach. Vehikulum (sterilna
voda 0,04 ml/10 g telesna vaha) alebo harkoserid boli podané a tail-flick latencie boli zaznamenavané v 10-
-minitovych intervaloch po nasledujicich 60 minit dokonca aj pri davkach, poskytujucich maximalny uci-
nok v krysom formalinovom teste (pozri skor), mal harkoserid maly alebo Ziadny u¢inok na latenciu tail-flick
reflexu.

Tabulka 5: Akutna teplotnd hyperalgézia, tail-flick, krysa

Anti-nociceptivny Béinok [%] réznych davok [mg/kg] i.p. Harkoseridu
Cas po SPM 927[min.] 0 20 40

10 -2,1+3,08 5,0 £ 3,94 -1,6 £ 12,82
20 -0,5 £3,19 9,7+ 7,51 -4,3 + 14,04
30 4,4+471 9,7+237 -2,3+9,14
40 10,4+ 591 1,7+ 742 -4,4+11,44
50 7,6 +4,58 5,4 +4,12 0,3+15,50
60 74+ 6,07 8,1 +5,20 -5,5+ 14,11

PretoZe v tail-flick teste nebol detegovany Ziadny antinociceptivny ucinok harkoseridu potvrdzuje to
predpokladany profil harkoseridu s vysoko $pecifickymi antialodinickymi vlastnostami a bez aktivity v sta-
voch akutnej bolesti.

Priklad 4
Anti-nociceptivna aktivita harkoseridu v porovnani s gabapentinom

V nasledujuicej vysvetlenej $tidii je tu pouZity harkoserid skracovany ako SPM 927 a gabapentin je tu
skracovany ako GBP.

Ciel:
Hlavnym ciel'om tejto Studie je stanovit' antinociceptivnu aktivitu SPM 927 a gabapentinu (GBP) v mode-
loch hlodavcov na zapalovi bolest a porovnat’ navzajom in vivo ucinky lieku jeden s druhym.

Sposoby:

Karagenanom indukovana mechanicka hyperalgézia v krysach bola indukovana subplantirnou injekciou
0,1 ml suspenzie 2 % karagenanu a pocas 3h bola merana testom tlaku labky (Randall- Sellito).

Subchronicka zépalova nocicepcia v mySiach bola indukovana subplantirnou injekciou formalinu
(0,02 ml 5 % roztoku). Nocicepéné spravanie (lizanie labky) bolo merané a kvantifikované medzi 0 a 5 min.
(akitna bolest) a medzi 20 a 30 min. (subchronicka zdpalova bolest’) po formaline.

Lieky a navrh experimentu: SPM 927 a GBP boli resuspendované v 1 % metylceluléze a poddvané i.p. v
davkach 10 mg/kg, 20 mg/kg a 40 mg/kg. Cas predliecby bol 30 min. pred tym, ako bola merané bolest’. Jed-
na skupina zvierat sluZila ako kontrola a postupne prijala injekciu rozpustadla (10 ml/kg) a d’alsia skupina
zvierat obdrZala referenéni zli¢eninu (Karagenanovy test: 10 mg/kg indometacinu; Formalinovy test: 10
mg/kg morfinu). Kazda zludenina bola testovana v oddelenom experimente a kazdy experiment zahffial kon-
trolnt a referen¢nu skupinu. V Karagenanovom teste bolo pouZitych 10 krys na skupinu a vo formalinovom
teste bolo pouzitych 6 mysi na skupinu.

Vysledky:
Karagenanom-indukovanad mechanickd hyperalgézia v krysach: Vysledky s zhrnuté v nasledujuce;j ta-
bulke 6.
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Tabulka 6
VEHIKULUM ne-| VEHIKULUM | SPM 927 | SPM 927 | SPM 927 | Indometacin
zapalena labka | zapalena labka |  [10] [20] [40] [10]
nociceptivny 330+ 16 16415 | 32415 | 426+24° | 444 £ 13° 384+ 11°
prah
VEHIKULUM ne-| VEHIKULUM | GBP [10] | GBP [20] | GBP [40] | Indometacin [10]
zapalena labka | zapalena labka
nociceptivny 396 + 15 204 + 10° 254+39 | 296+31 | 282+ 33 370 + 15°
prah

* oznacuje velky rozdiel v porovnani s nezapalenou labkou (p<0,05; Studentov t-test)
® oznatuje vel’ky rozdiel v porovnani s vehikulom lieGenou skupinou (p<0,05; Dunnetov test)
Vo vietkych troch experimentoch sa vyvinula velkd mechanicka hyperalgézia, ako je ukazané velkymi
rozdielmi v nociceptivnom prahu v zapalenej v porovnani s nezapéalenou labkou.
Vsetky davky SPM 92 7 viedli k plnej zmene Karagenanom- indukovanej mechanickej hyperalgézii.
Antinociceptivne SPM 927 bolo porovnané s tym, ktoré sa ziskalo pre referenénu zlu¢eninu Indometacin.
GBP nemal Ziadny vyznaény ucinok na Karagendnom indukovani mechanicku hyperalgéziu pri testova-
nych davkach.
Subchronické zdpalova nocicepcia u my3i (formalinovy test): Vysledky st zhrnuté v nasledujucej tabulke

7.
Tabulka 7
Fiza | VEHIKULUM | SPM 927 [10] | SPM 927 [20] | SPM 927 [40] | Morfin [10]
Nociceptivny | skord 84+ 16 6715 69+ 8 LEXS 6+3°
prah [s] pozdna 119+18 58+ 16° 128 £ 16 17+17° 10 + 8°
VEHIKULUM | GBP [10] GBP [20] GBP [40] | Morfin [10]
Nociceptivny skora 106 + 15 98 + 20 102+ 17 72+ 10 8 +6°
prah [s] ozdna 111 +24 133+ 30 118+ 13 73 +13 0+ 0°

* oznaduje vel'ky rozdiel v porovnani s vehikulom lie€enou skupinou (p<0,05; Dunnetov test)

Jasna nociceptivna reakcia bola indukovana formalinom. Nociceptivna reakcia bola potlagena v zavislosti
od davky SPM-92 7. Uginnost SPM 927 bola podobna u¢innosti morfinu to je takmer Gpina zmena formali-
nom indukovanej nocicepcie. GBP inhibovalo nociceptivnu reakciu indukovanu formalinom len mierne, nie
ale vel'mi.

Priklad 5

Nasledujtce tabulky 8 a 9 ukazuju G¢innost’ harkoseridu (tu oznadovaného ako SPM 927), karbamazepi-
nu, levetiracetamu, gabapentinu a morfinu v teste neuropatickej bolesti (CHUNG) u krysy. Bolo pouZitych
osem (8) krys na skupinu.

Tabul’ka 8 ukazuje skumané ucinky pomocou dotykovej stimulacie na zranenej labke.

Tabul’ka 9 ukazuje skiimané u¢inky pomocou teplotnej stimulcie na zranenej labke.

Vseobecne, vietky zliceniny vykazali zretel'nejSie uéinky na dotykovu nociceptivnu stimuldciu ako na
teplotni nociceptivnu stimulaciu, a SPM 927 bol minimalne porovnatelny, ale obvykle silnej$i, ako refe-
rencné zluceniny.

Tabulka 8
Utinky SPM 927, Karbamazepinu, levetriracetatu, gabapentinu a morfinu v teste neuropatickej bolesti
v kryse (8 krys na skupinu)
Dotykova stimulacia (zranena labka)
LIECBA SILOU INDUKOVANE ODTIAHNUTIE LABKY
(mg/kg) (2)
1.p.-30 min. priemer + s.e.m. P % zmeny
hodnota
Kontrola 63,3+4,5 - -
Zranena kontrola 17,4 + 2,2%**(a) 0,000 -73 % (a)
SPM 927 (8) 27,2 + 4,9 NS(b) 0,094 +56 % (b)
SPM 927 (16) 24,4 +£3,0 NS(b) 0,086 +40 % (b)
SPM 927 (32) 37,6 £ 6,1 ** (b) 0,008 +116 %(b)
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LIECBA SILOU INDUKOVANE ODTIAHNUTIE LABKY
(mg/kg) (g)
1.p.-30 min. priemer £ s.e.m. p % zmeny
hodnota
Karbamazepin (16) 21,0 £ 2,3 NS(b) 0,275 +21 %(b)
Karbamazepin (32) 38,4 + 8,1 *(b) 0,026 +121 %(b)
Karbamazepin (64) 39,2+ 9,1 *(b) 0,036 +125 %(b)
Levetiracetam 23,0+ 4,0 NS(b) 0,243 +32 % (b)
(16)
Levetiracetam 25,0 + 5,2 NS(b) 0,199 +44 % (b)
(32)
Levetiracetam 19,8 + 4,1 NS(b) 0,612 +14 %(b)
(64)
Gabapentin (32) 17,2 £ 3,0 NS(b) 0,959 -1 %(b)
Gabapentin (64) 23,5+ 4,2 NS(b) 0,219 +35 % (b)
Gabapentin (128) 33,6 £ 6,7%(b) 0,038 +93 % (b)
Morfin (16) 45,9 + 8,8**(b) 0,007 +164 %(b)

Studentov t test (neparovy): NS = nevyznamné; * =p < 0,05; ** = p <0,01; *** = p <0,001;
(a) porovnané s kontrolou
(b) porovnané so zranenou kontrolou

Tabul’ka 9

Utinky SPM 927, karbamazepinu, levetriracetatu, gabapentinu a morfinu v teste neuropatickej bolesti
(CHUNG) v kryse (8 krys na skupinu)

Teplotna stimulacia (zranena labka)

LIECBA LATENCIA ODTIAHNUTIA LABKY (s)
(mg/ke)
i.p. -30 min.
Priemer + s,e,m, P % zmeny
hodnota
kontrola 40,6 + 2,2 - -
Zranena kontrola 16,3 + 4,4***(a) 0,000 -60 % (a)
SPM 92 7 (8) 26,1 £ 54 NS (b) 0,180 +60 % (b)
SPM 927 (16) 16,8 + 4,5 NS (b) 0,933 +3%Db)
SPM 927 (32) 21,1 £ 5,6 NS (b) 0,512 +29 % (b)
Karbamazepin (16) 356 £ 4,1 ** (b) 0,006 +118 %(b)
Karbamazepin (32) 227+ 43 NS (b) 0,315 +39 % (b)
Karbamazepin (64) 28,8 £ 6,9 NS (b) 0,147 +77 % (b)
Levetiracetam 19,0 £ 3,6 NS (b) 0,641 +17 %(b)
(16)
Levetiracetam 17,1 £ 29 NS (b) 0,882 +5 % (b)
(32)
Levetiracetam 26,6 + 6,0 NS (b) 0,187 +63 % (b)
(64)
Gabapentin (32) 193+ 3,6 NS (b) 0,611 +18 %(b)
Gabapentin (64) 28,5+ 54 NS (b) 0,101 +75 % (b)
Gabapentin (12 8) 27,1+ 52 NS (b) 0,135 +66 % (b)
Morfin (16) 424+ 19 ***(p) 0,000 +160 %(b)

Studentov test (neparovy): NS = nevyznamné; ** = p < 0,01; *** =p < 0,001;
(a) porovnané s kontrolou
(b) porovnané so zranenou kontrolou

PATENTOVE NAROKY

1. Pouzitie aminokyselinového derivatu vieobecného vzorca (I)
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Ar — CHzNHC
]
o}

@,

kde
Ar je fenyl, ktory je nesubstituovany alebo substituovany aspoii jednou halogénskupinou;
Q je nizsia alkoxyskupina obsahujica 1 aZ 3 uhlikové atémy a Q, je metylskupina;
alebo jeho farmaceuticky prijatel'nej soli na pripravu farmaceutickej kompozicie na lietenie fantémovej
bolesti alebo diabetickej neuropatickej bolesti.

2. Pouzitie podl'a naroku 1, kde vo vieobecnom vzorci (I) Ar znamena nesubstituovany fenyl.

3. Pouzitie podl'a naroku 1 alebo 2, kde halogénom je fludr.

4. Pouzitie podl'a ktoréhokol'vek z nérokov 1 aZ 3, kde vo vieobecnom vzorci (I} Q znamena
alkoxyskupinu obsahujiicu 1 az 3 atémy uhlika a Ar znamena nesubstituovani fenylskupinu.

5. Pouzitie zliceniny podl'a ktoréhokol'vek z narokov 1 aZ 4 na pripravu farmaceutickej kompozicie na
liecenie tinnitus aureum.

6. Pouzitie aminokyselinového derivatu vieobecného vzorca (I) v R konfiguracii

H H
[
Ar — CHaNHC — C — N — G — Q4
| |
o] ?Hz @]
Q ),

konfiguracia R

kde
Ar je fenyl, ktory je nesubstituovany alebo substituovany aspoii jednou halogénskupinou;
Q je niZSia alkoxyskupina obsahujica 1 aZ 3 uhlikové atémiy a Q, je metylskupina;
alebo jeho farmaceuticky prijatel'nej soli na pripravu farmaceutickej kompozicie na lieGenie fantémovej
bolesti alebo diabetickej neuropatickej bolesti.
7. Pouzitie podl'a naroku 6, kde derivat je enantioméricky &isty.
8. Pouzitie podl'a naroku 6 alebo 7, kde vo vieobecnom vzorci (I) Ar znamena nesubstituovany fenyl.
9. Pouzitie podl'a ktoréhokol'vek z narokov 6 aZ 8, kde halogénom je fludr.
10. Pouzitie podla ktoréhokol'vek z nérokov 6 az 8, kde vo vieobecnom vzorci (I) Q znamena
alkoxyskupinu obsahujucu 1 a7 3 atémy uhlika a Ar znamena nesubstituovanu fenylskupinu.
11. PouZitie (R)-2-acetamido-N-benzyl-3-metoxypropionamidu alebo jeho farmaceuticky prijatelnej soli

na pripravu farmaceutickej kompozicie na lieenie fantémovej bolesti alebo diabetickej neuropatickej bolesti.

12. PouZitie podl'a naroku 11, kde zlu¢enina je enantioméricky ¢ista.

13. Pouzitie zli¢eniny podl'a ktoréhokol'vek z narokov 6 az 12 na pripravu farmaceutickej kompozicie na
lieCenie tinnitus aureum.

14. PouZitie enantiomericky Cistého (R)-2-acetamido-N-benzyl-3-metoxynapropionamidu na pripravu
farmaceutickej kompozicie na liecenie diabetickej neuropatickej bolesti.

Koniec dokumentu
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