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PouZiti epinastinu pro vyrobu farmaceutického prostfedku

Oblast techniky

pr¥edkladany vynalez se tykd nového pouZiti epinastinu pro
16%bu a pro profylaxi bolesti, zejména chronické nebo zanétem
vyvolané bolesti, a konkrétné migreny.

Dogavadni stav techniky

Epinastin (3-amino-9, 13b-dihydro-1H-dibenz (c, £) -imidazo
(5,1-a)azepin hydrochlorid) byl prvné popsdn Flugnerem et al.,
(Arzneimittelforschung 38 (1988): 1446 - 1453). Aktivni
sloudenina miZ¥e byt pouZita ve form& racemické smési nebo ve
form& distych enantiomerl nebo jako smés riznych pomérd obou
enantiomerft. Terapeuticky je epinastin pouZivan jako
hydrochlorid. Vyndlez zde popsany, nicméné&, neni omezen na
hydrochlorid, ale tyka se jakékoliv adi¢ni sole s farmakologicky
pfijatelnou kyselinou stejn& jako volné baze.

Pou¥iti epinastinu a jeho soli pro 1léCbu asthmatu je znamé.
Evropsky patent EP-B-0 035 749 popisuje, Ze tato substance je
také vhodnd pro terapii alergickych onemocnéni jako je alergicka
rhinitida, alergickd konjunktivitida a alergickd bronchitida.

Bolesti hlavy jsou &asto se vyskytujicim ptiznakem. Ve vé&t§iné
pripadd je bolest hlavy kritkodobd a miZe byt snadno kontrolovéna
slabymi analgetiky jako je aspirin, paracetamol nebo ibuprofen.
Takovd bolest je nep¥ijemnd, ale nevede k ?24dnému vyznamnému
narudeni zdravi. Oproti tomu, chronicka opakujici se bolest hlavy
jako je migrena miZe vést k tak z&vainym poruchdm, Ze je nutna
konzultace lékare. Tyto vaZné typy bolesti hlavy gasto nemohou




byt uspokojivé léfeny slabymi analgetiky.

Na druhou stranu, neexistuje vSeobecné p¥ijimany system
klasifikace bolesti hlavy; chronickd opakujici se bolest ve
smyslu tohoto vyndlezu oznaduje pfedeviim migrenu a Bing-Hortoniv
syndrom. Migrena sama o sob@& md n&kolik podtypi (viz J. Olesen
and R.B. Lipton, Neurology 44 (1994) str. 6 - 10 pro
klasifikaci) . Adkoliv migrena a tensni bolest hlavy jsou dvé
rizné formy, klasifikuji je nékte¥i vé&dci jako kontinudlni formy,
s migrenou na jedné stran& a tensni bolesti hlavy na druhé strané
spektra (K.L. Kumar and T.G. Cooney: "Headaches" v "Medical
Clinics of North America" svazek 79 &. 2 (1995), str. 261 - 286).
Proto se zdd rozumné predpokladat, Ze mnoho pacientd s tensni
bolesti hlavy bude také odpovidat na terapii pro migrenu. N&kolik
jinych onemocné&ni, kterd jsou spojena s chronickou bolesti, jako
je neuralgie, bolesti svall a z&nétliva bolest (napfiklad po
spdleni na slunci nebo p¥i osteoartritidé nebo po zranéni pfi
sportu) mid spoledné rysy s chronickou opakujici se bolesti (A.
Dray, L. Urban and A. Dickenson, Trends in Pharmacoological
Sciences 15 (1994): 190 - 197).

Soudasni terapie migreny zahrnuje pouziti ndmelovych alkaloidd
jako je ergotamin a S5HT_ antagonistd jako je sumatriptan.
A%koliv mnoho pacientl m& uZitek z téchto 1ékl, v Z&adném piipadé
na tuto lé&bu nereaguji vSichni pacienti. Také maji mnoho
neZadoucich G&inkt jako jsou zavraté a nevolnost. Léky pro
profylaktickou 1lé&bu migreny zahrnuji methysergid a pizotifen,
beta-blokdtory jako je propanolol, a blokdtory véapnikového kanalu
jako je flunarizin. Chronické poddvéni téchto lé&iv miZe mit
nezadouci G&inky, které pofkodi kvalitu Zivota nemocného a léky
obvykle pouze redukuji frekvenci atakl migreny, ale nezabrani jim




(viz H.C. Diener, Eur. Neurol. 34 (Suppl. 2) (1994): 18 - 25).

zistdva proto déle pot¥eba léku pro l1éfbu migreny, ktery je
nejen G¥inny, ale také bez vyznamnych neZddoucich G&inkd.
Existuje zde také pot¥eba 1léku s vysokym stupném bezpelnosti pro
urditou skupinu pacientl jako jsou déti a pacienti s redukovanymi
jaternimi nebo ledvingmi funkcemi, nebo s kardiovaskularnimi
onemocnénimi.

Podstata vynalezu

Nyni'bylo prekvapivé zjist&no, Ze epinastin vyborné spliiuje
tyto pofadavky. Toto je ukdzano ndsledujicimi vysledky vyzkumi .

U laboratornich zvitat je moZné indukovat zé&nét v dura mater
elektrickou stimulaci ganglia trigeminu, coZ zplsobuje uvolnéni
neuropeptidii jako je substance P ze zakonleni sensitivnich nervua.
Extravasace plasmy miZe byt sledovédna markery jako je Evansova
mod¥. Tento zvifeci model je &asto poufivdn pro testovdni 1lékd
pouZitelnych u migreny. P¥ekvapivé&, epinastin ukazal vyjimedné
dobrou aktivitu v tomto modelu. Pro chronickou zé&nétlivou bolest
je ¥iroce pouZivanym modelem ten, ktery je prvn& popsan Randallem
a Selittem (L.O. Randall and J.J. Selitto, Arch. Int.
Pharmacodyn. 111 (1957): 409 - 419). Z&né&t je indukovan na tlapce
krysy injekci kvasinkovych bunék a m&ri se zdnétem indukovana
hyperalgesie. Epinastin také ukdzal pfekvapivé dobrou aktivitu v
tomto modelu.

Epinastin je zndmy jako antihistaminikum. Interakce mezi
ligandem (nap¥. lékem) a receptorem mohou byt kvantifikovany
pomoci afinitni konstanty (K, ). Cim men$i hodnota afinitni




konstanty, tim siln&j8i vazba mezi lékem a receptorem. Zejména je
vé&novéna pozornost tém sloudenindm, jejichZ hodnota K, je mensi
nebo je stejného ¥4du jako olekdvand hodnota léku v cilovych
tkdnich (nebo plasm&). S5HT_receptor je specialnim podtypem
receptoru pro 5-hydroxytryptamin (pro klasifikaci viz "Trends in
Pharmacological Sciences 1994 Receptor and Ion Channel
Nomenclature Supplement"). P¥ekvapivé, byla zjiSt&na dobrad vazba
epinastinu na 5HT_ receptor. K. hodnoty pro epinastin a pro dvé
srovnavanid antihistaminika jsou uvedena v tabulce 1.

Zde popsany vyndlez bude nyni ilustrovén odkazem na pfiklady.
Z tohoto popisu budou odborniki v oboru z¥ejmé jiné moZnosti
provedeni vyndlezu. Je zde vyslovné uvedeno, Ze pfiklady jsou
min&ny pouze jako ilustrace a ne jako omezeni predklddaného

vynalezu.

Pt¥iklady provedeni vyndlezu
Studie vazby epinastinu na 5HT_ receptor

Vazba 2,0 nM (®H) LSD na krysi 5HT_ receptor exprivovany na
CHO buiikdch byla m&¥ena po dobu 60 minut p¥i 37 °C v 50 mM
Tris-HCl pufru, pH 7,4, obsahujicim 10 mM MgCl_, a 0,5 mM EDTA.
Reakce byla ukon&ena rychlou vakuovou filtraci na fitlrech ze
skelnych vldken pfedem ofet¥enych 0,1% polyethyleniminem. Studie
vazby byly provedeny dvojndsobné& za absence 1éku a za pfitomnosti
6 a% 8 koncentraci epinastinu mezi 3 nM a 10 uM. Byla mé&¥ena
radioaktivita zachycend na filtrech za pritomnosti kazdé
koncentrace léku a byla srovndvéna s kontrolnimi hodnotami pro
ur&eni interakce léku s klonovanym SHT_ receptorovym mistem.
Nespecifickd vazba byla urdena za pfitomnosti




5-karboxamidotryptaminu (5-CT). IC__ pro nahrazeni radioznadeného
ligandu byla urlena grafickou extrapolaci a K, hodnoty byly
po&itany po korekci pro posun obsazovdni radioligandu podle
rovnice, kterou popsal Cheng and Prusoff (viz Biochem. Pharmacol.
22 (1973): 3099 - 3108). Provedeny byly t¥i pokusy. V kaZdém
pokusu bylo zji¥t&no, Ze epinastin se v&Ze na 5HT_ receptor
prekvapivé dobfe. Prim&rnd zji¥ténd hodnota K, pro epinastin byla
33 nM, primé&rnd K _ (+) enantiomeru byla 28 nM a (-) enantiomeru
189 nM. Jednotlivé hodnoty pro K, epinastinu a jeho enantiomeru,
které byly zjist&ny v téchto t¥ech pokusech, jsou uvedeny v
tabulce 1, spolu s hodnotami K, pro dveé srovnavaci

antihistaminika.




Tabulka 1:

Vazba epinastinu (racematu a enantiomerid) a dvou srovnédvacich
antihistaminik (ketotifen a mepyramin) na 5HT_ receptor

Sloucenina Uplny chemicky ndzev Mé&¥ené hodnoty
K nM

i’

Epinastin 3-amino-9, 13b-dihydro-1H- 27, 41, 30
dibenz (c, £) -imidazo (1,
5-a)azepin hydrochlorid

(racemat)
Epinastin (+)3-amino-9, 13b-dihydro-1H- 45, 18, 22
(+) enantiomer dibenz (¢, f) -imidazo (1,

5-a)azepin hydrochlorid

Epinastin (-)3-amino-9, 13b-dihydro-1H- 155, 204, 207
(-) enantiomer dibenz (¢, f) -imidazo (1,
5-a)azepin hydrochlorid

Ketotifen 406, 572, 331

Mepyramin 2660, 747, 1330

Studie G&inku epinastinu na extravasaci plasmy v dura mater
krys indukované elektrickou stimulaci ganglia trigeminu

Samci Wistar krys o hmotnosti 175 - 190 g byly anestezovani




nembutalem 50 mg/kg i.p. a byla kanylovéna vena jugularis pro
injekci lé&iva. ZviYata byla umisténa do stereotaktického ramu.
Symetrické vrty byly provedeny 3,0 mm laterdlné a 3,2 mm
posteriorn& od bregma a elektrody byly umistény 9,5 mm od dura
mater. Testovand sloudenina epinastin nebo kontrolni roztok byly
injikovény intravenosn& 10 minut pf¥ed elektrickou stimulaci
pravého ganglia trigeminu (5 minut; 2,0 mA, 5 Hz, trvéni 5 ms) a
Evansova mod¥ (30 mg/kg i.v.) byla poddna 5 minut pfed
elektrickou stimulaci jako marker extravasace plasmatickych
proteind. 15 minut po konci periody stimulace byla zvifatim
podéna perfuse 50 ml fyziologického roztoku pf¥es levou srdedni
sifi pro odstranéni intravaskuldrni Evansovi modfi. Dura mater
byla odebrédna, usudena a zvaZena. Tkailovd Evansova modf byla
extrahovéna v 0,3 ml formamidu p¥i 50 °C po dobu 24 hodin.
Koncentrace barviva byla m&¥ena spektrofotometrem p¥i vlnové
délce 620 nm, byla interpolovana na standardni k¥ivku a byla
vyjéad¥ena jako obsah Evansovi mod¥i v ng na mg hmotnosti tkéné.

Vypolet dat:

Extravasace byla vyjéddf¥ena jako kvocient vypo&itany délenim
obsahu Evansovi mod¥i stimulované strany obsahem Evansovi modfi v
nestimulované strané&. Vysledky jsou vyjédreny jako primér.
Vysledky jsou uvedeny v tabulce 2.




Tabulka 2

U¢inek epinastinu

ve zviFecim modelu migreny

Kontrolni skupina byla o3et¥ena 0,9% roztokem chloridu

sodného: 1 ml/kg i.v.

Zvire T&lesnd Dura mater stimul. Dura mater Kvocient

¢. hmotnost strany nestim. str. stimul/
hmot . obsah EB/hmot. hmot. obsah EB/hmot. nestim.

EB EB str.

(mg) (pg/ml) (pg/ml) (mg) (pg/ml) (ug/ml)

1 180 g 4,24 0,85 0,060 5,58 0,73 0,039 1,54

2 185 g 5,34 0,76 0,043 5,13 0,60 0,035 1,23

3 185 g 5,06 0,47 0,028 4,60 0,38 0,025 1,12

4 190 g 6,05 1,33 0,066 6,23 1,03 0,050 1,32

5 185 g 4,22 0,72 0,051 5,77 0,67 0,035 1,46

6 185 g 4,81 0,57 0,036 5,03 0,54 0,032 1,13

7 185 g 7,62 1,35 0,053 6,53 1,22 0,056 0,95

EB = Evansova modf prumér = 1,25




Skupina oSet¥end epinastinem 10 ug/kg i.v. fedénym v 0.9%

roztoku chloridu sodného: 1 ml/kg

svife T&lesnd Dura mater stimul. Dura mater Kvocient

é. hmotnost strany nestim. str. stimul/
nmot . obsah EB/hmot. hmot. obsah EB/hmot. nestim.

EB EB str.

(mg) (pg/ml) (pg/ml) (mg) (pg/ml) (pg/ml)

1 175 g 6,63 1,20 0,054 6,01 1,28 0,064 0,84

2 175 g 4,96 0,74 0,046 4,78 0,80 0,050 0,92

3 170 g 4,63 0,53 0,034 7,68 1,01 0,039 0,87

4 165 g 6,52 0,54 0,025 6,29 0,53 0,025 1,00

5 190 g 7,97 1,23 0,046 9,32 1,39 0,045 1,02

6 190 g 6,24 0,70 0,034 6,52 0,83 0,038 0,89

7 190 g 6,87 0,60 0,026 7,29 0,48 0,020 1,30

EB = Evansova mod¥

pramér = 0,98

Tabulka 2 ukazuje, ¥e ve zvifecim modelu pro migrenu lé&c&ba

epinastinem signifikantné redukuje extr

indukovanou elektrickou stimulaci ganglia trigeminu.

Studie G&inku epinastinu na kvasinkami indukovanou

hyperalgesii v tlapce krys

avasaci Evansovi modfi

Metoda podle Randalla a Selitta byla modifikovéana pouZitim

stupnice analgesie podle Basile of Milan.




Skupina 10 vyhladov&lych rys kmene Chbb:THOM (hmotnost 110 -
140 g, 5 samci a 5 samic) dostala ordln& 1% Natrosol 250 HX, 1
ml/100 g t&lesné hmotnosti, obsahujici 0, 0,3, 1,0, 3,0 nebo 10
mg/kg epinastinu (racemické smési). O 1 hodinu pozdéji byla
zvi¥atim injikovéna subplantdrné suspense kvasinkovych buné&k v
objemu 0,1 ml do pravé zadni tlapky. 3 hodiny po injekci
kvasinkové suspenze byl urlen prdh bolesti zvySovanim tlaku na
zdn&tem postiZfenou tlapku dokud se neobjevily znamky bolesti. Z
prahu bolesti m&¥eného po riznych davkach epinastinu byla pouZita
linedrni regresni analyza pro urCeni ED__. Jak ukazuje tabulka 3,
epinastin zvySoval préh bolesti v tomto modelu. Davka epinastinu
nutnd pro zvySeni prahu bolesti o 50% byla vypoliténa jako 1,1
mg/kg.

Tabulka 3

G&inek epinastinu na prédh bolesti v zén&tem postiZené tlapce u
krys

Substance Déavka Podet Primérnd Standardni % zvySeni
mg/kg krys hodnota odchylka
p.o. prahu bolesti

g/zadni tlapku

kontrola 0,0 10 150,4 30,4

epinastin 0,3 10 164, 8 41,8 9,6
epinastin 1,0 10 235,2 51,5 56,4
epinastin 3,0 10 259,4 60,7 72,5

epinastin 10,0 10 272,8 . 60,9 81,4




Tabulka 4
Test analgetické
Zvite: Samec/samice

Hmotnost: 110 - 140
Krmeni: vyhladovéné

krysy
g

Podédni: 1,0 ml/100 g p.o.

P¥isada: 1% Natrosol
Hodnota v 90. minuté

aktivity podle Randall Selitto

Substance Ddvka N  Priumé&rnd Aktivita  SD VK
mg/kg hodnota v % v %

kontrola 0/0 10 150 46,188 30,792
epinastin/ibuprofen 0/3,0 10 153 2,00 20,028 13,090
epinastin/ibuprofen 0/10,0 10 202,00 34,67 29,740 14,723
epinastin/ibuprofen 0,3/0 10 216,00 44,00 44,020 20,380
epinastin/ibuprofen 0,3/3,0 10 252,00 68,00 57,116 22,665
epinastin/ibuprofen 0,3/10,0 10 277,00 84,67 81,792 29,528
epinastin/ibuprofen 1,0/0 10 232,00 54,67 57,889 24,952
epinastin/ibuprofen 1,0/3,0 10 295,00 96,67 70,593 23,930
epinastin/ibuprofen 1,0/10,0 10 369,00 146,00 107,233 29,060

Epinastin nebo jeho enantiomery mohou byt podédny pro lécbu

bolesti jako roztok pro injekce vhodnym zpisobem, jako je

intravenosni, intramuskuldrninebo subkutédni podani, jako tablety,

jako &ipky, jako aerosol pro inhalaéni podédni do plic nebo jako

nasdlni spray.




P¥i podani tablet nebo €ipkd bude jedna ddvka pro dospélé
%init asi 5 a¥ 200 mg, s preferovanou dévkou mezi 10 a 50 mg. Pro
inhalaci jsou podény jednotlivé davky mezi 0,05 aZ 20 mg,
preferovand mezi 0,2 a 5 mg. Pro parenterdlni injekce bude
jednotlivd davka v rozmezi 0,1 a% 50 mg s preferovanou davkou
mezi 0,5 a 20 mg. Uvedené davky mohou byt, pokud to je nutné,
podany nékolikrat za den.

Zeména preferovanou a vyhodnou se zdd byt kombinace epinastinu
s jinymi terapeutickymi &inidly, nap¥iklad s aspirinem,
paracetamolem, nesteroidnimi antiflogistiky (NSAID) jako je
ibuprofen, meloxicam, indometacin nebo naproxen; 5HT_ _ agonisty
jako je sumatriptan, MK-462, naratriptan nebo 311C; CP-122, 288;
UK 116,044; antagonisty dopaminového D receptoru jako je
metoklopramid; nédmelovymi alkaloidy jako je ergotamin,
dihydroergotamin nebo metergolin; klonidinem; methisergidem;
dotarizinem; lisuridem; pizotifenem; kyselinou valproovou;
amitriptilinem; beta blokatory jako je propranolol nebo
metoprolol; antagonisty vapnikového kandlu jako je flunarizin
nebo lomerizin, nebo s antagonisty neurokininti. Takové kombinace,
byd v jedné dévkové formé, nebo v separdtnich forméch
umo¥#iujicich sekvenéni podani nebo v podstat® simulténi podani,

jsou dalgim rysem pfedkladaného vynalezu.

Nisleduji p¥iklady farmaceutickych kompozic obsahujicich
aktivni latku.

Tablety:

Epinastin 20 mg
Stearan hofelnaty 1 mg




Kukufiény Skrob 62 mg
Laktosa 83 mg
Polyvinylpyrolidon 1,6 mg

Injekéni roztoky:

Epinastin 0,3 g
Chlorid sodny 0,9 g
Voda pro inekce do 100 ml.

Roztok miZe byt sterilizovén za pouZiti standartnich metod.
Roztok pro nasdlni nebo pro inhaladni podéni:

Epinastin 0,3 g

Chlorid sodny 0,9 g
Benzalkoniumchlorid 0,01 mg
P¥elisténd voda do 100 ml.

Roztok popsany vySe je vhodng pro nasdlni peddni jako spray,
nebo v kombinaci s prostfedkem, ktery je schopen produkovat
aerosol s dasticemi urdité velikosti s preferovanou velikosti
mezi 2 aZ 6 um, pro poddni do plic.

Kapsle pro inhalaci:

Epinastin je aplikovédn v mikronisované form& (velikost &astic
mezi 2 a 6 pym) obvykle spolu s mikronizovanym nosiem jako je
laktosa a je naplné&n do kapsli z tuhé Zelatiny. Pro inhalaci miZe
byt aplikovén obvykly prost¥edek pro poddni prdfku do plic. Kazda
kapsle obsahuje mezi 0,2 a 20 mg epinastinu a 0 aZ 40 mg laktosy.




Inhalaéni aerosol:

Epinastin 1 dil
Sojovy lecitin 0,2 dilu
Hnaci sm&s plynd do 100 dild

Sm&s je preferované naplné&na do aerosolové nadoby s odmé&Xovaci
chlopni, kdy je jeden vstfik m&fen tak, %Ye je poddna davka 0,5
mg. Pro jiné davky v naznaceném rozmezi davek je pouZit vhodny
pripravek s pouZitim vé&t¥iho nebo mengiho mnofstvi aktivni latky.

Krém
Kompozice g/100 g krému
Epinastin 2,0
Koncentrovani kyselina chlorovodikova 0,011
Pyrosi¥iéitan sodny 0,050
Smé&s stejnych dild cetyl alkoholu a

stearyl alkoholu 20,0
Vaselina alba 5,0
Synteticky bergamotovy olej 0,075

Destilovana voda do 100,0




PV L8 ~4%8

oo ee asee .
e’ % PN ¢ . L] ve
. . .

. se

N
eve o ee

150ee 3 teet d

.
.
L]
L2 4 ve

oes e

o

Patentové naxroky

1. PouZiti epinastinu ve formé enantiomeru, sm&si enantiomerd,
nebo jako racematu pro 1éZbu bolesti.

2. Pou?iti epinastinu podle ndroku 1, pro lécbu migreny,
Bing-Hortonova syndromu, tensni bolesti hlavy, bolesti svaldg,
zan&tlivé bolesti nebo neuralgii.

3. PouZiti epinastinu jako racematu nebo ve form& enantiomeru,
bud jako volné baze nebo jako adilni sole s farmaceuticky
p¥ijatelnou kyselinou, pro produkci 1é&iva pro terapeutickou
1é&bu bolesti.

4. Pouziti epinastinu podle ndroku 3 pro produkci lédiva pro
terapeutickou 1é¢bu migreny, Bing-Hortonova syndromu, tensni
pbolesti hlavy, bolesti svall, z&nétlivé bolesti nebo neuralgii.

5. Pou¥iti epinastinu podle jakéhokoliv z nidroki 1 az 4 v
kombinaci s dal8imi analgetiky.

6. Pou¥iti epinastinu podle ndroku 5, kde dal3im pouzitym
analgetikem je NSAID, SHTln-agonista, antagonista dopaminového D,
receptoru, ndmelovy alkaloid, beta-blokdtor, blokdtor vadpnikového
kandlu nebo antagonista neurokininu.

7. PouZiti podle ndroku 6, kde NSAID je ibuprofen, meloxicam,
indometacin nebo naproxen.

8. PouZiti podle ndroku 6, kde S5HT__ agonista je sumatriptan,
MK-462, naratriptan nebo 311C.




9. PouZiti podle ndroku 6, kde antagonista dopaminového D,
receptoru je metoklopramid.

10. PouZiti podle naroku 6, kde namelovy alkaloid je ergotamin,

dihydroergotamin nebo metergolin.

11. Pou¥iti podle ndroku 6, kde beta-blokator je propranolol
nebo metoprolol.

12. PouZiti podle ndroku 6, kde blokatorem vdpnikového kanalu

je flunarizin nebo lomerizin.

13. PouZiti podle ndroku 6, kde bolest zmirrujici 1éc¢ivo je
kombinovdno s aspirinem, paracetamolem, klonidinem,
methysergidem, dotarizinem, lisuridem, pizotifenem, kyselinou
valproovou, amitryptilinem, CP-122,288 nebo UK 116,044.
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