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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest nowe zastosowanie kwasu kynureninowego i jego farmaceutycznie
dopuszczalnych soli w leczeniu ubytkéw nabtonka rogéwki oka.

Rogdwka to bardzo wazna struktura gatki ocznej, ktéra z racji swego eksponowanego potozenia
narazona jest na dziatanie szkodliwych czynnikow zewnetrznych. Ubytek w obrebie nabtonka rogowki
nazywany jest erozjg rogéwki. Jest to jedna z najczestszych przyczyn zgtaszania sie pacjentow do oku-
listow w trybie nagtym. Objawami klinicznymi erozji jest silny bdl, tzawienie i $wiattowstret. Moze wysta-
pi¢ spadek ostrosci wzroku, a takze w niektorych przypadkach zakazenie rogowki mogace spowodowac
trwate obnizenie ostrosci wzroku a nawet Slepote.

Uszkodzenie i ubytek nabtonka rogéowki moze byé spowodowany dziataniem czynnikéw ze-
wnetrznych, takich jak czynniki mechaniczne, chemiczne, termiczne i promieniowanie oraz biologiczne.
Najczesciej urazy powierzchni oka wywotane sg obecnoscig ciata obcego pod powieka lub w rogdéwce.
Roéwniez u 0sob noszgcych soczewki kontaktowe moze dochodzi¢ do ubytkow nabtonka rogowki.

W zespole nawrotowych erozji nabtonka rogéwki przyczyng moga by¢ przebyte wczesniej urazy
rogowki, dystrofie obejmujgce nabtonek rogéwki (Cogana, Messmanna), istote wtasciwg (plamko-
watg, ziarnista, kraciasta, Reisa-Bicklersa) oraz dystrofie srédblonkowe w zwigzku z wystepujgca
dekompensacjg rogéwki oraz degeneracjg. Wystepowanie erozji nawrotowych towarzyszy wielu
schorzeniom okulistycznym, takim jak dysfunkcja gruczotéw Meiboma i powiek, zaburzenia filmu tzo-
wego, zwyrodnienia po urazach termicznych, chemicznych czy po zapaleniach rogéwki, w niedoborze
komorek rgbkowych.

Moga réwniez wystgpic erozje powstajgce bez uchwytnej przyczyny, ktére nazywane sg erozjami
idiopatycznymi.

Uszkodzenie nabtonka rogéwki powoduje zaburzenie naturalnej bariery ochronnej zabezpiecza-
jacej gtebsze warstwy rogéwki przed infekcjami. W takich sytuacjach moze doj$¢ do owrzodzen rogowki.

Leczenie urazéw powierzchownych polega na stosowaniu kropli lub masci z antybiotykiem. Wiek-
szo0s¢ erozji ulega regeneracji w ciggu 48 godzin. Czas ten wydtuza sie u chorych w zaawansowanym
wieku, chorych na cukrzyce lub z zespotem suchego oka ponadto przy towarzyszgcej infekcji opryszcz-
kowej, chorobie autoimmunologicznej, a takze przy wahaniach hormonalnych w przebiegu miesigczki,
cigzy, menopauzy.

Poniewaz ubytki nabtonka rogéwki moga byé przyczyng ucigzliwych dolegliwosci i powaznych
komplikacji zdrowotnych, poszukiwane sg substancje, ktore przyspieszajg ich gojenie sie.

W trakcie poszukiwania substancji przyspieszajgcych gojenie sie nabtonka rogéwki nieoczekiwa-
nie okazato sig, ze kwas kynureninowy o wzorze ogdélnym 1 oraz jego sole, mogg mieé zastosowanie
do wytwarzania lekéw do leczenia ubytkow nabtonka rogéwki mimo, ze w badaniach in vitro kwas ky-
nureninowy zmniejszat metabolizm i proliferacje komérek nabtonka rogéwki cztowieka.

Kwas kynureninowy jest metabolitem tryptofanu powstajacym na szlaku przemian kynureniny.
Wystepuje on w tkankach i ptynach ustrojowych w organizmie cztowieka i innych ssakéw. Jest on wchfa-
niany z przewodu pokarmowego i osigga wysokie stezenie we krwi i tkankach (Kuc i wsp., Amino Acids.
2008, 35: 503-5). Kwas kynureninowy wystepuje w z6tci i Slinie (Paluszkiewicz i wsp., Amino Acids.
2009; 37: 637-41; Kuc i wsp., Pharmacol Rep. 2006, 58: 393-8). Kwas kynureninowy jest wydalany
z moczem (Hiratsuka i wsp., Int J Tryptophan Res. 2012; 5: 33-47).

Znane jest dziatanie kwasu kynureninowego hamujgce rozwdj stresu oksydacyjnego i zapobie-
gajgce peroksydaciji lipidow w niedroznosci jelit (Kaszaki i wsp., Neurogastroenterol Motil, 2008, 20,
53-62). Kwas kynureninowy wywiera rowniez dziatanie przeciwbdlowe (Nasstrom i wsp., Eur J Phar-
macol, 1992, 212, 21-9).

Znane jest takze dziatanie ochronne kwasu kynureninowego w zwierzecych modelach wrzodu
zotgdka (Glavin i wsp., Prog Neuropsychopharmacol Biol Psychiatry. 1989;13(3-4):569-72, Res
Commun Chem Pathol Pharmacol. 1989;64:111-9).

Znane jest zastosowanie kwasu kynureninowego i jego pochodnych do wytwarzania lekéw sto-
sowanych w leczeniu stanéw chorobowych przebiegajgcych ze wzmozong perystaltykg jelit (Kaszaki
i wsp., Neurogastroenterol Motil, 2008, 20, 53—62), a takze w dnie moczanowej i stwardnieniu rozsianym
(WO/2008/087461). Kwas kynureninowy jest takze skuteczny w leczeniu wstrzasu septycznego
(WO/2006/117624).
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Przedmiotem wynalazku jest zastosowanie kwasu kynureninowego o wzorze ogolnym 1 i jego
soli do leczenia ubytkéw nabtonka rogéwki oka, a zwtaszcza do przyspieszenia gojenia sie ich. Zasto-
sowanie kwasu moze mieC miejsce takze do przyspieszenia gojenia sie ubytkdw nabtonka rogowki
w chorobach oczu.

W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono, ze kwas kynureninowy oraz jego sole o wzo-
rze 1, znaczaco przyspiesza gojenie sie ubytkow nabtonka oka, dzieki czemu moze on znalez¢ zasto-
sowanie w medycynie i weterynarii.

Aktywnosc ta zostata potwierdzona nastepujgcymi wynikami badan.

Przebieg doswiadczeh.

Przyktad 1. Badania in vitro — cytotoksycznos$¢ i metabolizm komérkowy

Badania zostaly przeprowadzone na linii komérkowej nabtonka rogéwki cztowieka (10.014
pRSV-T). Komorki o gestosci 1,5 x 10% komorek/ml byty hodowane w 96-dotkowych, ptaskodennych
ptytkach. Roztwér kwasu kynureninowego byt dodawany do podtoza w stezeniach koncowych od
1 do 10 mM. Czas inkubacji wynosit 24 i 48 godzin. Cytotoksycznos¢ (test wychwytu czerwieni obo-
jetnej — NR) oraz metabolizm komérkowy (test MTT) byty badane przy pomocy metod spektrofoto-
metrycznych.

Wyniki

Kwas kynureninowy w stezeniach 1-10 mM zmniejszat metabolizm komérek w sposéb zalezny
od dawki (Tabela 1). Kwas kynureninowy w stezeniach 2,5-10 mM zmniejszat proliferacje komoérek
nabtonka rogowki (Tabela 2).

Wptyw roztworu kwasu kynureninowego na met-le;t?olti)ziwl I?onlwc')rek nabtonka rogéwki mierzony w tescie MTT.
Stezenie kwasu Po 24 godzinach inkubacji | Po 48 godzinach inkubacji
kynureninowego [mM] [% kontroli] [% kontroli]
1 40 39 B
2.5 34 1 36
5 29 31
i 10 24 24
Tabela 2
Whptyw roztworu kwasu kynureninowego na proliferacje komorek nabtonka rogéwki mierzong w tescie NR.
Stezenie kwasu Po 24 godzinach inkubacji | Po 48 godzinach inkubacji
kynureninowego [mM] [% kontroli] [% kontroli]
1 87 96
2,5 86 87
5 68 I E]
10 52 | 56

Przyktad 2. Badania in vitro — migracja

Badania zostaty przeprowadzone na linii komdrkowej nabtonka rogéwki cztowieka (pRSV-T).
Roztwér kwasu kynureninowego byt dodawany do podtoza w stezeniu 75 uM. Czas inkubacji wynosit
48 godzin. Uzyto systemu ,transwell migration assay”’. Komorki barwiono metodg Giemsy. Komarki ktére
przemiescity sie przez pory membrany zliczano pod mikroskopem swietinym (Olympus BX51; powiek-
szenie: 40x).
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Wyniki
Kwas kynureninowy powodowat znaczne zwiekszenie intensywnos$ci migracji komérek nabtonka
rogowki (Tabela 3).

Tabela 3
Whptyw roztworu kwasu kynureninowego na migracje komérek nabtonka rogowki.

Substancja Liczba komorek %
Warunki kontrolne 13£2,6 100
Kwas kynureninowy 27+£7,0 208

Przyktad 3. Badania in vivo

Badania przeprowadzono na dorostych krolikach. W znieczuleniu ogélnym usuwano nabtonek
rogéwki na powierzchni o srednicy 6 mm w obu oczach. Roztwory kwasu kynureninowego w stezeniu
0,002%, 0,1% i 1%, podawano 5x dziennie do oka prawego w odstepach 3-godzinnych w godzinach
8.00-20.00, a do lewego oka roztwér soli fizjologicznej w tych samych godzinach. Szybkos$¢ gojenia sie
ubytkéw nabtonka oceniano w lampie szczelinowej po zabarwieniu fluoresceing dwukrotnie w ciggu
doby (8.00 i 20.00) przez okres 3 dni lub do catkowitego zagojenia sie rany. Sporzgdzano dokumentacije
fotograficzng i mierzono obszar ubytku programem EPCO 2000.

Wyniki

Nie stwierdzono toksycznego lub draznigcego oddziatywania badanych roztworéw na rogoéwke.
U zwierzat, ktérym podawano kwas kynureninowy w kroplach o stezeniu 0,002% i 0,1% parametry go-
jenia sie ubytkéw byly takie same jak w oczach kontrolnych. U zwierzat, ktérym podawano kwas kynu-
reninowy w kroplach o stezeniu 1% wielko$¢ ubytku w drugim dniu po rozpoczeciu podawania kwasu
kynureninowego byta mniejsza, a szybkos¢ gojenia sie ubytkow byta wieksza niz w oczach kontrolnych
(Tabela 4i5).

Tabela 4

Whptyw 1% roztworu kwasu kynureninowego na wielko$¢ ubytku nabtonka rogéwki.

Oko, do ktoérego podawano
Oko kontrolne - % .
Czas [godziny] . kwas kynureninowy - %
wielkosci ubytku ' .
wielkosci ubytku

0 100 100
12 83 84
24 ' 40 45
36 11 4* ‘
a8 | 3 0 B

* p<0,05 w poréwnaniu do odpowiedniej kontroli
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Tabela5
Wptyw 1% roztworu kwasu kynureninowego na szybkos¢ gojenia sie ubytku nabtonka rogowki.

Oko kontrolne Oko, do ktoérego podano kwas

Czas [godziny] | - szybkosé gojenia si¢ ubytku kynureninowy

[ wielkodci ubytku/12 godzin] - szybkos¢ gojenia si¢ ubytku

[% wielko$ci ubytku/12 godzin]

0-12 17 16
12-24 43 38
24-36 29 41*
36-48 - 8 4

* p<0,05 w porownaniu do odpowicdnicj kontroli

Przeprowadzone badania po raz pierwszy wskazujg, ze kwas kynureninowy przyspiesza gojenie
sie ubytkow nabtonka rogowki oka.

Kwas kynureninowy i jego sole moga by¢ uzyte do wytworzenia leku stosowanego do przyspie-
szenia gojenia sie ubytkdw nabtonka rogdéwki oka, ktéry moze by¢é podawany wszystkimi dostepnymi
drogami podawania lekow okulistycznych, w tym: miejscowo do worka spojéwkowego w postaci kropli
lub masci albo uwalniany z soczewek kontaktowych lub innych aplikatoréw. Wymagana dawka zalezy
od wielu czynnikéw, a w szczegdlnosci od rodzaju zwigzku chemicznego, postaci leku, drogi podania,
wieku i stanu zdrowia pacjenta. Na podstawie badan wiasnych wykazano, ze podanie roztworu kwasu
kynureninowego w kroplach do oczu w stezeniu 0,002% i 1% u krélika byto dobrze tolerowane.

Zastrzezenia patentowe

1. Kwas kynureninowy o wzorze 1 i jego sole do zastosowania w leczeniu ubytkéw nabtonka
rogowki oka, a zwtaszcza do przyspieszenia gojenia sie ubytkdw nabtonka rogéwki oka.

2. Kwas kynureninowy wedtug zastrz. 1 znamienny tym, Zze stosuje sie go do przyspieszenia
gojenia sie ubytkéw nabtonka rogéwki w chorobach oczu.

Rysunek
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Wzér ogdlny 1
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