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oo Pyridyl-ftalazindiony majici vzorec /I/, kde
R1 a R2 jsou vybrany ze skupiny zahrnujici
vodik, halogen a methoxy nebo kde Rl a R2

" dohromady tvofi methylendioxyskupinu aje-
jich farmaceuticky pfijatelné soli, a farmace-
utické prostfedky obsahujici tyto sloudeniny
v mnoZstvi a¢inném pro antagonizovani gly-
cinp mista, jsou uZitetné v 1é¢bé neurolo-
gickych onemocnéni spojenych s oxcita¢nf to-
xicitou a chybnou funkcf glutamatergnfho ne-
uronélnfho pfenosu u Z%ivych zvitat, véetné
lidi, potfebujicich takovou 1é¢bu.

CZ 201-99 A3




A .y

S

. Derivaty pyridazino[4,5-B]chinolin-5-oxidu, zplsob jejich
pfipravy a jejich pou%iti jako antagonistd glycinu '

last techni

Pfedklédany vyndlez se tykd novych chemickych sloucenin
pyrido-ftalazindionti, farmaceutickych prostfedki obsahujiciéh
tyto sloudeniny a jejich poufiti pro 1é&bu neurologickych
onemocn&ni spojenych s excitani toxicitou a chybnou funkci

glutamatergniho nervového prenosu.
Dosavadni v hnik

Glutamat je pravddpodobn& hlavni excitalni p¥enael v
centrdlnim nervovém systému, ale pravdépodobné se také f¢astni
mnoha patologickych d&j0 a d&ju s exitd&ni toxicitou. Proto
existuje znaény zdjem o vyvoj antagonistt glutamatu pro
terapeutické G¥ely (viz Danysz et al., 1995). Glutamat aktivuje
t¥i typy hlavni ionotropnich receptorl, konkrétné reéeptory pro
o-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionovou kyselinu (AMPA),
kainat a N-methyl-D-aspartat (NMDA) a n&kolik typd metabotropnich
regeptorl. Antagonizace NMDA receptoru mi potencidlné $iroky
rozeah terapeutickych aplikaci. Funk&ni inhibice NMDAR receptorl
mi¥e byt dosa¥ena pomoci GZinku na riznych rozpozndvacich
mistech, jako je primdrni misto pro neuropfenasec, glycinové
misto nesensitivni na strychnin {(glycin), pelyaminové misto
a fencyklidinové misto lokalizované uvnitf kationtového kanalu.

Zznecitlivéni receptoru miZe p¥edstavovat fyziologicky proces
slouzici jako endogenni kontrolni mechanismus pro zabranéni-
dlouhodobé neurotoxické aktivace glutamatovych receptorﬁ,‘ale
umoZifiuje jejich p¥echodnou fyziologickou aktivaci. V ptipadé
NMDA receptort je ko-agonista glycin endogennim ligandem '
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inhibujicim takové znecitlivéni pomoci aktivace glycin_ mista.
Zajimavé je, Ze ischemie zvySuje nejen koncentraci
extraceluldrniho glutamatu, ale také glycinu a acfkoliv je druhy
uvedeny G¢inek méné vyrazny, pretrvavéd mnohem déle. Proto mohou
néktefi dplni antagonisté glycinu_ obnovit normdlni synapticky
pfenos za takovych pbdminek zvySenim znecitlivéni NMDA receptoru
na jeho fyziologickou drovefi. Krom& toho, p¥i poddni antagonistl

‘glycinu laboratornim zvi¥atlm bylo naznafeno, %Ze umoZiiuji- lep8i

terapeutické okénko neZ %inidla pisobici na jingch rozpoznavacich
mistech NMDA receptorového komplexu. NaneSté&sti Zpatné
farmakokinetické vlastnosti v&tZiny antagonistd glycin mista

" doned4vna vyludovaly jasné potvrzeni této hypotesy po systémovém

podéni. Nicméné, byloipopséno, Ze néktefi antagonisté glycinu
maji velmi dobré terapeutické G&inky po systémovém podéni v
modelech hyperalgesie a jako anxiolytika.

Podstata vyndlezu

Nyni jsme vyvinuli serii tricyklickych "pyrido-ftalazindionu".
Sloufeniny tfidy I jsou strukturdlné pfibuzné s patentovanymi.
antagonisty glycinuB od Zeneca (ICI, EPA (0516297 Al, 2.12.1992).
Tfida II sloulenin jsou N-oxidové derivaty téchto sloulenin a
nejsou popséany ani naznacleny v patentu pro Zeneca. Slouleniny
tfidy II jsou také G&inni antagonisté glycinu_ in vitro a
vykazuji mnohem lepSi in vivo systémovou dostupnost a/nebo prinik
pres hematoencefalickou barieru neZ slouCeniny t¥idy I. Kromé
toho, soli t&chto sloulenin, vyrobené nap¥iklad adici cholinu a
4-tetramethylamoniaku (4-NH,), maji dale zlepSenou biddostupnost.

Nové sloufeniny podle piedkladaného vyndlezu maji
pfedpoklddané vyuZiti v 1&¢bé& ndsledujicich onemocnéni. 1. Akutni
excitadni toxicity jako je ischemie p¥i mrtvici, traumatu,
hypoxii, hypoglykemii a hepatdlni encefalopatii. 2. Chronickych




neurodegenerativnich onemocn&ni jako je Alzheimerova nemoc,
vaskuldrni démence,'Parkinsonova nemoc, Huntingtonova nemoc,
roztroufena sklerosa, amyotrofickd laterdlni sklerosa,
AIDS-neurodegenerace, olivopontocerebelldrni atrofie, Tourettiv
syndrom, onemocn&ni motorickych neuront, mitochondridlni
dysfukce, Korsakoffiv syndrom a Creutzfeldt-Jakobova nemoc. 3.
Jinych onemocnéni souvisejicich s dlouhodobymi plastickymi
zm&nami v centralnim nervovém systému jako je chronicka bolest,
16kovad tolerance, zédvislost a navyk (nap¥iklad na opiaty, kokain,
benzodiazepiny a alkohol) a tarditivni dyskinesa. 4. Epilepsie
(generalizovanych a ¥astednych zdchvatd), schizofrenie, Qzkosti,
deprese, akutni bolesti, spasticity a tinitu. '

Predmdtem predkiddaného vyndlezu je poskytnuti novych
a G&in&j3ich pyridino-ftalazindionovych sloulenin,
farmaceutickych prost¥edkld obsahujici tyto slouCeniny, a zpusobl
1é&by neurologickycﬁ onemocn&ni spojenych s excitadni toxicitou
a chybnou funkci glutamatergniho nervového pfenosu. Dal8im
predmé&tem p¥edkladaného vyndlezu jsou takové nové sloueniny,

-prbstfedky a zplsoby, které splfiuji uvedené teoretické poZadavky.

Dal#i predmdty budou z¥ejmé z dalSiho popisu a jesté dalsi
predméty budou jasné odbornikim v oboru.

Vynélez proto obsahuje ndsledujici aspekty, mimo jiné,
jednotlivé nebo v kombinaci:

‘Sloudeninu vybranou z pyridyl-ftalazindionh majicich

nasledujici vzorec:




kde R1 a R2 jsou vybrany ze skupiny zahrnujici vodik, halogen
a méthoxy nebo kde R1 a R2 dohromady tvofi methylendioxy a jeji
farmaceuticky ptrijatelné soli; jako je

sloudenina, kde je s@l vybrdna z cholinu a 4-tetramethylamonné
soli; jako je

sloudenina, kterd je vybrana ze skupiny zahrnujici
4—hydroxy—1—oxo—1,2—dihydro—pyridazino[4,S-b]-chinolin—S-oxid,
8-chlor—4—hydroxy—1-oxo—1,2—dihydropyridazino[4,S—b]-chinolin—
-5-oxid,
8-brom-4-hydroxy—l—oxo-1,2-dihydropyridazino[4,5-b]—chinolin-
-5-o0xid,
8-fluor-4-hydroxy—l-oxo-l,2-dihydropyridazino[4,5-b]—chinolin-
-5-oxid,
7,8—dichlor—4-hydroxy-1~oxo-1,2-dihydropyridazino[4,5-b]-

-chinolin-5-oxid,

‘7—brom—8-chlor-4—hydroxy-l—oxo-l,2-dihydropyridazino[4,5—b]—

-chinolin-5-oxid, a
7-chlor-8-brom-4-hydroxy—l-oxo-l,2-dihydropyridazino[4,5-b]-
-chinolin-5-oxid, a farmaceuticky p¥ijatelnou sl jakékoliv z
vyge uvedenych sloulenin; a jako je sloudenina, kterd je vybréna
ze skupiny zahrnujici
4-hydroxy-1-oxo—1,2—dihydro-pyridazino[4;S—b]—chinolin-S-oxid—
-cholinové sul, ' '
8—chlor—4-hydroxy-1-oxo-1,2—dihydropyridazino[4,5-b]-chinolin-
-5-oxid-cholinova stl,
8-brpm-4—hydroxy—1—oxo—1,2-dihydropyridazino[4,5—b]-chinolin-
-5-oxid-cholinova sil, '
8—fluor-4—hydroxy—1-oxo—1,2-dihydropyridazino[4,S—b]-chinolin-
-5-oxid-cholinovéa sul,

7,8-dichlor-4-hydroxy-1-oxo-1, 2-dihydropyridazino[4,5-b]-
-chinolin-5-oxid-cholinova sul,

7-brom-8-chlor-4-hydroxy-1-oxo- 1,2- dlhydropyrida21no[4 5-b] -
-chinolin-5-oxid-cholinovd sil, a




7-chlor-8-brom-4- hydroxy 1-oxo- 1 2-dihydropyridazino[4,5-b] -
-chinolin-5-oxid-cholinova sil.

Déle, farmaceuticky prostfedek obsahujici jako aktivni sloZku
U¢inné mnoZstvi takové sloudeniny pro antagonizaci glycin_ mista;
jako je farmaceuticky prost¥edek obsahujici jako aktivni sloZku
G¢inné mnoZstvi takové slouleniny pro antagonizaci glycin mista
ve form& jeji cholinové soli; jako je

farmaceuticky prostfedek obsahujici jako aktivni sloZku
i¢inné mnoZstvi sloufeniny pro antagonizaci glycin_ mista, kde
~ 8loulenina je vybrana ze skupiny zahrnujici: |
4-hydroxy-1-o0xo-1,2-dihydro-pyridazino([4,5-b] -chinolin-5-o0xid,
8-chlor-4-hydroxy-1-oxo-1, 2-dihydropyridazino[4,5-b] -chinolin-
-5-o0xiqg,
8-brom-4-hydroxy-1-oxo-1,2-dihydropyridazino (4, 5-b] -chinolin-
-5-oxid,
8-fluor-4-hydroxy-1-oxo-1,2-dihydropyridazino([4,5-b] -chinolin-
-5-o0xid,
7,8-dichlor-4-hydroxy-1-oxo-1, 2-dihydropyridazino[4,5-b] -
-chinolin-5-oxid,
7-brom-8-chlor-4-hydroxy-1-oxo-1, 2-dihydropyridazino[4,5-b] -
~chinolin-5-0xid, a
7-chlor-8-brom-4-hydroxy-1-oxo-1, 2-dihydropyridazino[4,5-b] -
-chinolin-5-oxid, nebo farmaceuticky pfijatelnou sl jakékoliv z
vySe uvedenych sloudenin; a

farmaceutlcky prostredek obsahujici jako aktivni sloZku
ﬁélnné mnozstvi sloudeniny pro antagonizaci glycin_ mista, kde
slou€enina je vybréna ze skupiny zahrnujici:
4-hydroxy-1-oxo-1,2-dihydro-pyridazino[4,5-b] -chinolin-5-oxid-
cholinova stl,
8-chlor-4- hydroxy 1-oxo-1,2- d1hydropyr1daz1no[4 5-b] -chinolin-
-5-oxid-cholinovd sil,
8-brom-4-hydroxy-1-oxo-1,2-dihydropyridazine[4, 5-b] -chinolin-



-5-oxid-cholinova sul,
8—fluor-4-hydroxy-1-oxo—l,2—dihydropyridazino[4,5—b]—chinolin—
-5-oxid-cholinova sil,
7,8-dichlor-4-~hydroxy-1-oxo-1,2-dihydropyridazino[4,5-b]-
-chinolin-5-oxid-cholinova sil,
7-brom-8-chlor-4-hydroxy-1-oxo-1, 2-dihydropyridazino{4,5-bl--
-chinolin-5-oxid-cholinova sGl, a
7—chlor—s—brom—4—hydroxy—1—oxo—1,2-dihydropyridazino[4,S-b]-

-chinolin-5-oxid, cholinova sal.

Dédle, zplsob pfo 1édbu neurologickych onemdcnénilspojen?ch s
excitaéni toxicitou a chybnou.funkci glutamatergniho nervového
pfenosu u Zivych Zivo&ichld, ve kterém je Zivému Zivolichu, ktery
potfebuje takovou 1lé&&bu, podé&no mnoZstvi takové sloudeniny nebo
farmaceutického prost¥edku, které je Gfinné pro antagonizaci
glycin_ mista; jako je napfiklad zplisob, ve kterém je sloucenina
ve formé cholinové soli; jako je nap¥iklad zplsob, ve kterém je
sloudenina vybréna ze skupiny zahrnujici:
4—hydroxy—1—oxo—l,2—dihydro—pyridazino[4,S~b]—chinolin—S—oxid,
8-chlor-4-hydroxy-1-oxo-1,2-dihydropyridazino[4,5-b] -chinolin-
-5-o0xid, ’
8-brom-4-hydroxy-1-oxo-1,2-dihydropyridazinc[4, 5-b] -chinolin-
-5-oxid,
8-fluor-4-hydroxy-1-oxo-1,2-dihydropyridazino[4,5-b] -chinolin-
-5-0xid, |
7,8-dichlor-4-hydroxy-1-oxo-1,2-dihydropyridazino[4,5-b] -
-chinolin-5-oxid,
7—brom—8—chlor—4—hydroxy-l—oxo-l,2-dihydropyridazino[4,5-b];
-chinolin-5-oxid, a "
7-chlor-8-brom-4-hydroxy-1-oxo-1,2-dihydropyridazino[4,5-b] -
-chinolin-5-o0oxid, nebo farmaceuticky p¥ijatelnou sl jakékoliv z -
vy&e uvedenych sloufenin; a jako je

zpusob pro lé¢bu neurclagickych onemocn&ni spojenych s




excita®ni toxicitou a chybnou funkci glutamatergniho nervového ‘
p¥enosu u 21vych Zivofichl, ve kterém je ¥ivému Zivolichu, ktery
potfebuje takovou 1lé&bu, poddno mnofstvi takové slouCeniny nebo
farmaceutického prost¥edku, které je i&inné pro antagonizaci
glycin_ mista, kde jé sloufenina vybrdna ze skupiny zahrnujici:
4-hydroxy-1-oxo—1,2-dihydro¥pyridazino[4,5—b]-éhinolin-s-oxid,
cholinova sil,
8-chlor-4-hydroxy-1-oxo-1,2-dihydropyridazino(4,5-b] -chinolin-
-5-oxid-cholinovd stl,

8-brom-4-hydroxy-1-oxo-1, 2-dihydropyridazino[4,5-b] -chinolin-
-5-oxid-cholinovd sil, _
8-fluor-4-hydroxy-1-oxo-1,2-dihydropyridazino[4,5-b) -chinolin-
-5-oxid-cholinovad sul, '
7,8-dichlor-4-hydroxy-1-oxo-1,2-dihydropyridazino[4,5-b] -
-chinolin-5-oxid-cholinova sutl,
7-brom-8-chlor-4-hydroxy-1-oxo-1,2-dihydropyridazino(4,5-b] -
~chinolin-5-oxid-cholinovd stil, a
7-chlor-8-brom-4-hydroxy-1-oxo-1,2- dlhydropyrlda21no[4 5-b] -
-chinolin-5-oxid-cholinovd stil. ‘

Nasledujici popis, p¥iklady a farmakologie jsou uvedeny pro
ilustraci a nijak neomezuji rozsah predklddaného vynilezu.

Metody a v?sledky

Zakladni struktura tricyklickgch "pyrido-ftalazindiond" tfidy'
I all '
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R1/R2 = H a/nebo halogen
R1/R2 = B a/nebo 0-CH,
R1/R2 = H a/nebo methylendioxy

Chemicka Cast

Obecny postup pro pfipravu dimethyl-chinolin-2,3-dikarboxylat-
-1l-oxida (3)

Chladny (v ledové lazni) roztok 2-nitrobenzaldehydu 1 (25 mM)
a sodiku (27 mM) v bezvodém methanolu (40 ml) se zpracuje b&hem
30 minut s roztokem dimethyl (diethoxyfosfinyl)sukcinatem 2 (30
mM, pripravenym technikcu popsanou v S. Linke et al., Lieb. Ann.
Chem. 1980(4), 542) v bezvodém methanolu (10 ml). Vznikly tmavy
roztok se micha pfi 0-5 °C po dobu 1,5 hodiny, rozpousitédlo se
odpa¥i za redukovaného tlaku a zbytek se rozd&li mezi ethylacetat
a vodu. Ethylacetat se su$i pfes siran sodny a potom se odpafi za
redukovaného tlaku. Zbytek se rekrystalizuje z isopropanolu za
zisku titulniho dimethyl-chinolin-2,3-dikarboxylat-1-oxidu 3 jako
Spinavé bilého (nebo sv&tle Zliutého) prafku.

Fyzikdlni charakteristiky a *H-NMR spektrdlni data sloufenin 3
jsou uvedeny v tabulkach 1 a 2.

a. 5-brom-4-chlor-2-nitrobenzaldehyd (1f)

Do sm&si kyseliny sirové (40 ml) a dusidénanu sodného (2,66 g,
31,3 mM) p¥i 0-5 °C se pfidéd 3-brom-4-chlorbenzaldehyd (6,25 g,
28,5 mM) . Vznikld smé€s se michd p¥i pokojové teplot& po dobu 7
hodin a potom se fedi ledovou vodou (300 ml). VysrdZené pevné
latky se filtruji, promyji se vodou a suSi se za zisku prazku.
PEi rekrystalizaci tohoto materi&lu ze sm&si isopropanolu a vody
(2:1) se ziska titulni 2-nitrpbenzaldehyd 1f (3,6 g, 51,5%) jako




svétle Zluty praZek, t.t. 81 - 82 °C.
Analyza pro C_H,BrCINO_: | |
Vypoliténo (%): C 31,79, H 1,14, N 5,30
Zji¥t&no (%): C 31,55, H 0,98, N 5,09

“H-NMR (CDC1l,) 6&: 8,22 (s, 1H), 8,23 (s, 1H}, 10,39 (s, 1H).
b. 4-brom-5-chlor-2-nitrobenzaldehyd (1q)

Postupem podle stupng (a) s tou vyjimkou, %e jako vychozi
materidl se pouZije 4-brom-3-chlorbenzaldehyd (2,97 g, 13,5 mM)
se ziskd titulni sloudenina 1g (1,9 g, 53,0%) jako sv&tle zluty
prasek, t.t. 95 - 98 °C.

Anal$¢za pro C_H_BrClNO, : -

Vypo&iténo (%): C 31,79, H 1,14, N 5,30

Zjisténo (%): C 31,60, H 1,01, N 5,11

H-NMR (CDCla) 6: 8,02 (s, 1H), 8,43 (s, 1H), 10,39 (s, 1H).

Obecny postup pro p¥ipravu dimethyl-chinolin-2, 3-dikarboxylatd
{7)

Roztok N-oxidu 3 (10 mM) a chloridu fosforitého (30 wM)
v bezvodém chloroformu (100 ml) se zah¥ivd p¥i teploté zp&tného
toku po dobu 7 hodin. Rozpoustédlo se odpa¥i za redukovaného
tlaku a zbytek se rozdeli mezi ethylacetat a vodu. Organické ,
vrstva se susi pfes siran sodny a potom se odpa¥i za redukovaného
tlaku. Zbytek se rekrystalizuje z isopropanolu za zisku titulniho
dimethyl-chinolin-2,3-dikarboxylatu 7 jako &pinav& bilého (nebo
sv&tle %lutého) préZku. '

Fyzik&lni charakteristiky a “"H-NMR spektrdlni data sloufenin 7
jsou uvedeny v tabulkdch 3 a 4.
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Obecny postup pro pfipravu 4-hydroxy-i-oxo-1,2-
-dihydropyridazino[4,5-b] -chinolin-5-oxidd (5)

Do miseného roztoku (nebo suspenze) dimethyl-chinolin-2,3-
-dikarboxylat-1-oxidu 3 (5 mM) ve vroucim ethanolu (25 ml) v
atmosféfe argonu se pridad hydrat hydrazinu (15 mM) a sm&s se
zah¥iva p¥i teplot@ zp&tného toku po dobu 3 hodin, b&hem nichZ se
vytvoFi tmavd sraZenina. Po ochlazeni na pokojovou teplotu se
reak&ni sm&s filtruje a odebrany pevny materidl se promyje
ethanolem a etherem a sufi se za zisku hydrazinové soli 4. Tento
materidl se michd p¥i 70 - 110 °C po dobu 3 hodin v kyseliné
octové (15 ml) a po ochlazeni na pokojovou teplotu se smés Fedi
vodou (45 ml), a potom ge filtruje za zisku pevného materi&lu.
Ziskany. pevny materidl se promyje ethanolem a sufi se za zisku
tmavé Zluté pevné latky. PF¥i nékolika rekrystalizacich tohoto
materidlu z dimethylformamidu se zisgskd titulni 4-hydroxy-1-0x0-
-1, 2-dihydropyridazino[4,5-b] -chinolin-5-o0xid 5 jako oranZovy
prasek.

Fyziké&lni charakteristiky a *H-NMR spektrdlni data sloulenin 5
jsou uvedeny v tabulkéch 5 a 6.

Obecny postup pro pripravu 1,4-dioxo-1,2,3,4-
-tetrahydropyridazino[4,5-b]l-chinolind (9)

Do miseného roztoku (nebo suspenze) dimethylfchinolin-é,B—
-dikarboxylatu 7 (5 mM) ve vroucim ethanolu (25 ml) se ptida
hydrat hydrazinu (30 mM) a sm&s se zah¥ivé pfi teplotd zpéthého
toku po dobu 8 hodin, b¥hem nich% se vytvo¥i sra%enina. Po |
ochlazeni na pokojovou teplotu se reakéni smés filtruje
a odebrany pevny materidl se promyje ethanolem a etherem a susi

se za zisku hydrazinové soli 8. Tento materidl se michd p¥i 70
- 100 °C po dobu 3 hodin v kyselin& octové (15 ml} a po ochlazeni
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na pokojovou teplotu se smds fédi vodou (45 ml), a potom se
filtruje za zisku pevného materidlu. Ziskany pevny materifl se
promyje ethanolem a etherem a su%i se za zisku titulniho
pyridazino[4,5-b] -chinolinu 9 jako Zlutého prasku.

Fyzikalni charakteristiky a *H-NMR spektrdlni data sloudenin 9
jsou uvedeny v tabulkich 7 a 8.

Obecny postup pro ptfipravu 4-hydroxy-1-o0x0-1, 2-
-dihydropyridazino{4,5~b]-chinolin—5-oxid-cholinov?ch soli (6) a
1,4~dioxo—1,2,3,4-tetrahydropyridazino[4,5-b]-chinolin,
cholinovych soli (10)

Do miseného roztoku pyridazino([4,5-b]chinolinu 9 nebo N-oxidu
5 (10 mM) v methanolu (50 ml) se prida hydroxid cholinu (10,5 mM,
45% hmot. roztok v methanolu. Vznikly roztok se koncentruje
pomoci rotafni odparky a pevny zbytek se rekrystalizuje z
ethanolu za zisku titulni cholinové soli 10 nebo 6 jako
hygroskopického oranfového (nebo Cerveného) prasku.

Fyzikdlni charakteristiky a *H-NMR spektralni data sloudenin 6
a 10 jsou uvedeny v tabulkach 9, 10 a 11, 12, v pEisludném poradi.
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Farmakologické &ast
In vitro
Studie vazby na receptor

Membranové pfipravky a urleni proteinu

P¥iprava tkdn& se provede podle Foster a Wong {(1987). Samci
Sprague-Dawley krys (200 - 250 mg) se usmrti a jejich mozky se
rychle odeberou. Kira mozkovéd se oddéli a homogenizuje se ve 20
objemech ledové chladné 0,32 M sacharosy pomoci
sklen&ného-teflonového homogenizétoru. Homogendt se centrifuguje
p¥i 1000 x g po dobu 10 minut. Peleta se odstrani a supernatant
se centrifuguje pfi 20000 x g po dobu 20 minut. Vznikla peleta se
resuspenduje ve 20 objemech destilované vody a centrifuguje se po
dobu 20 minut p#i 8000 x g. Potom se supernatant a "buffy coat”
centrifuguji ti¥ikrat (48000 x g po dobu 20 minut) =za ptitomnosti
5 mM Tris-HCl, pH 7,4. V8echny kroky centrifugace se provedou pfi
4 °C. Po resuspendovani v 5 objemech 5 mM Tris-HCl, pH 7,4 se
membrénova suspenze rychle zmrazi p¥i -80 °C a uskladni se do
testovani. P¥i testovani se membrany rozmrazi a promyji se
4-krét resuspendovdnim v 5 mM Tris-HCl, pH 7,4 a centrifugaci pfi
48000 x g po dobu 20 minut. Kone&nd peleta se suspenduje
v testovacim pufru. '

Mno¥stvi proteinu v koneném membrénovém pripravku se urci
technikou, kteroﬁ popsal Lowry (1951) s urditymi modifikacemi
(Hartfree, 1972). 50 pl proteinovych vzorkd (trojit&) se fedi na
cbjem 1 ml destilovanou vodou a zpracuje se s 0,9 ml roztoku.
obsahujiciho 2 g vinanu draselno-sodného a 100 g Na,CO, v 500 ml
1N NaOH a 500 ml vody. Slepé vzorky.a standardy (s hov&zim
sérovym albuminem) se zpracuji stejnym zpiisobem. Tuby se umisti
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do vodni 14zn& p¥i 50 °C na 10 minut a ochladi se na pokojovou
teplotu. P¥idd se 100 pl roztoku obsahujiciho 2 g vinanu
draselno-sodného a 1 g CuSO_ x 5 H O v 90 ml vody a 10 ml NaOH.
Vzorky se nechaji p¥i pokojové teplot& po dobu nejmén& 10 minut a
potom se za michdni rychle pfidaji 3. ml Folin-Ciocalteuova
¢inidla (1 ml &inidla ¥ed¥ny 15 ml vody). Tuby se& znovu zahteji
na 50 °C na dobu 10 minut a ochladi se na pokojovou teplotu.
Absorbance se potom odeitaji v 1 cm kyvetédch pf¥i 650 nm. Kone&né
koncentrace proteinu pouZitého pro naSe studie je mezi 100 a

250 pg/ml.

Inkubace v obou vazebnych testech se ukonéi‘ia pouziti
Millipore filtra&niho systému.'Vzorky, vS3echny ve trojim
provedeni, se tIikrat proplachnou s 2,5 ml ledové chladného
testovaciho pufru pres filtry ze skelnych vlaken ziskané od
Schleicher and Schuell p#i konstantnim vakuu. Po separaci
a vypldchnuti se filtry umisti do scintiladni kapaliny (5 ml;
Ultima Gold) a radioaktivita zachycen& na filtrech se ur€i pomoci
p&%ného kapalinového scintila&niho politale (Hewlett Packard,
Liquid Scintillation Analyser). "Celkova vazba" je absolutni.
mno¥stvi radioligandu navdzaného za nepfitomnosti jakychkoliv
dalsich substanci, zatimco "nespecifick&d" vazba je urcena za
pritomnosti vysokych koncentraci kompetitivniho ¢inidla.

(®H)5, 7-DCKA vazebny test

Pokusy byly provedeny technikou popsanou df¥ive (Canton et al.,
1992; Zoneda et al., 1993). Membrény byly suspendovany a |
inkubovény v 10 mM Tris-HCl, pH 7,4. Inkubalni doba byla 45 minut
pfi 4 °C. Nespedifitké vazba (®H)5,7-DCKA byla definovéna adici
neznadeného glycinu p¥i 0,1 mM. Ukon&ovaci roztok obsahoval 10 mM
Tris-HCl a 10 mM siranu hofednatého, pH 7,4. Filtrace byla
provedena tak rychle, jak to bylo mo¥né. Nahrazovaci pokusy byly
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provedeny s fixni koncentraci (3H)5,7-DCKA 10 nM. Testované
sloueniny byly ¥ed&ny vodou nebo DMSO a byly prldény nejmené v 5
riznych koncentracich.

(®*H)glycinovy vazebny test

(*H)glycinové vazebné testy se provedou technikou, kterou
popsal Kessler a spolupracovnici (1989). Krysi kortikalni
membrdny se pripravi technikou popsanou vyfe a vysledni peleta se
suspenduje v 50 mM Tris-acetatu, PH 7,4. Alespoil 5 riznych
koncentrac1 testovanych sloufenin se inkubuje s 20 nM
(*H)glycinu po dobu 30 minut p¥i 4 °C za p¥itomnosti 100 uM
strychninu. Véechny sloufeniny se rozpusti ve vod& nebo v DMSO,

v pfisludném potadi. Nespecifické vazba se uréi obsaZenim 100 pM
glycinu v inkubalni sm&si. Inkubace se ukon®i Feddnim vzorkld 2 ml
stop - roztoku {50 mM Tris-HC1 obsahujici 10 mM siranu -
hofetnatého, pH 7,4, ochlazeného na teplotu < 2 °C) a potom
dalsim vyplachnutim 2,5 ml pufru. Filtrace se provede tak rychle,
jak je mozZné.

Vysledky

8 z testovanych slouéeniﬁ mélo IC__ v (*H)-DCKA testu < 1 pM
(viz tabulka 13). U&innost Zesti vybranych sloudenin v
(*H) -glycinovém testu se na prvni pohled zdd vy$8i, ale tato
skuteénost se neodrd%i v XKd (neni uvedeno). Ze zejména zajimavych
slouenin maji slouéenlny trldy II vy3si afinitu ne¥ sloueniny
tfidy I v (®H)-DCKA testu. Tento rozdil neni tak z¥etelny v
(*H) -glycinovém testu.
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Tabulka 13a

Mxz/2 Sloudenina (*H) -DCKA (®H) -glycin
Ic_, uM IC_, uM
499 II 16.0
501 8-Cl-I 0.120 0,080
502 8-Cl-1IT 0,020 0,013
503 8-Br-I 0,250 0,013
514 8-Br-II 0,010 . 0,004
519 8-F-1 1,100 0,015
516 - 8-F-1II 0,300 0,017
515 7,8-diCl-I 0,530
518 7,8-diCl-II 0,650

Tabulka 13b

Mrz/2 Sloudenina (®H) -DCKA
Ic_, wM
5§72 8-F-1I (chol} ;,14
571 8-F-I1I {chol) 0,32
569 8-Cl-I (chol) 0,97
576 8-C1l-II (chol) 0,45

Plo%né svorky

Colliculi superiores byly ziskany z krysich embryi (E20 aZ
E21) a potom byly p¥eneseny do Hankova pufrovaného salinického
roztoku bez véapniku a hof&iku (Gibco) na ledu. Butiky byly
mechanicky disociovany v 0,05% DNAse/0, 3% ovomukoidu (Sigma) a
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potom nésledovala 15 minutova pre-inkubace s 0,66% trypsinem/0,1%
DNAsou (Sigma). Disociované.bufiky byly potom centrifugovany pfi
18 G po dobu 10 minut, byly resuspendovany v minimalnim
esencidlnim mediu /Gibco) a byly umist&ny v hustoté& 200000 bunék
na cm® na plastové Petriho misky (Falcon) pf¥edem potaZené
poly-L-lysinem (Sigma). Buiky byly kultivovany v NaHCO_ /HEPES
pufrovaném minimdlnim esencidlnim mediu doplnéném 5% fetdlnim
telecim sérem a 5% kofiskym sérem (Gibco) a byly inkubovany pIZi 37
°C s 5% CO_ p¥i 95% vlhkosti. Medium bylo zcela vym&Ené&no po
inhibici dal8ich mitos glidlnich buné&k
cytosin-R-D-arabinofuranosidem (20 pM, Sigma) po asi 7 dnech in
vitro. Potom bylo medium m&n¥no ¢astefné& dvakrat tydné€. Kultury
colliculus superior byly vybrany pro tyto pokusy, protoZe
umo#fiuji velmi stabilni zaznamen&vaci podminky, které jsou
absolutnim poZadavkem pro pokusy zavislosti na nap&ti a pro
kinetické pokusy. Krom& toho, relativn& malé neurony (t&lo 15 -
20 um v prim&ru) se idedln& hodi pro minimalizaci problémd '

souvisejicich s difusi pufru pro korcentra&ni svorkové pokusy.

Snimani plo#nych svorek bylo provedeno z té&chto neurond pomoci
elektrod z ledt&ného skla (4 - 6 mQ) v modulu celych bun&k pfi
pokojové teplot& (20 - 22 °C) pomoci EPC-7 zesilovade (List}.
Testované sloudeniny byly aplikovany otviratelnymi kandly b&Znym
zplsobem vyrobeného systému pro rychlou superfizy s béﬁn?m
vytokem (10 - 20 ms vym&nné doba). Obsahy intracelularniho
roztoku byly ndsledujici (mM): CsCl (120}, TEAC1 (20), EGTA‘(lo),
MgCl, (1), CaCl, (0,2), glukosa (10), ATP (2), cAMP (0,25}; pH
‘bylo upraveno na 7,3 CsOH nebo HCIl. Extraceluldarni roztoky hély
ndsledujici zékladni sloZky (mM): NaCl (140), KCl (3), CaCl, {0,
2), glukosa (10), HEPES (10), sacharosa (4.5), tetradotoxin (TTX
3710-4) . Pro v&t3inu pokust byl glycin {1 uM) p¥itomen ve viech
roztocich. Pokusy pro testovdni zivislosti tricyklickych
npyrido-ftalazin diond" na glycinu byly provedeny v trvalé
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pfitomnosti zvy¥ujici se koncentrace glycinu (1 - 10 uM) .
Vysledky

P&t pard tricyklickych "pyrido-ftalazin dionti" m&lo IC_, proti
vnitfnimu proudu vzhledem k NMDA (200 uM) v nizkém rozmezi puM
a sloudeniny t¥idy II byly obecn& 2 - 3 krat G&indj3i ne?
sloueniny t¥idy I (tabulka 14a). NejG&in&j%i z t&chto sloudenin
byly Mrz 2/502 a Mrz 2/514. Tento (&inek byl zprostfedkov&n na
glycin, mistu, jak je dokdzdno paralelnim posunem kiivek
zavislosti na koncentraci za pritomnosti zvyBujicich se
- koncentraci glycinu. Proto byly Kb Mrz 2/502, jak jsou hodnoceny
podle Cheng-Prusoffova vztahu, podobné p¥i koncentraci glycinu 1,
3 a 10 uM (80, 124 a 118 nM, v p¥isluSném poradi). Dile, Gdinky
Mrz 2/501 a 2/502 nebyly z4vislé na nap&ti. VEechny testované
slouCeniny byly t¥i- aZ desetkrdt G&in&j%i proti stabilnim
proudim neZ proti vrcholovim proudtm. Cholinové derivdty mé&ly
podobné Géinnosti jako volné kyseliny in vitro (tabulky 14b) .

Naopak, t¥i z té&chto Géinnych antagonistd glycin_ mista byly
pouze slabymi antagonisty vnit¥nich proudd vzhledem k AMPA (100
pM) . Mrz 2/502, 2/514 a 2/516 mély IC_, proti vrcholovym prouddm
indukovanym AMPA 25, 73 a 18 #M, v pfisluSném pofadi, ale byly v
podstaté-inaktivni proti proudim ve f&zi platé p#i IC_, > 100 pM
(tabulka 14a). Tento profil G&inku, a&koliv je velmilslab?, je
typicky pro kompetitivni antagonisty AMPA receptoru, které
preferendnd blOkuji‘Vrchblov? neznecitlivé&ny stav, stav
receptoru, pfi kterém mi nizkou afinitu (viz Parson et al.,.
1994).
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Tabulka 1l4a

Mrz Sloulenina Vrchol Platd Vrchol Platd
2/ NMDA NMDA AMPA AMPA
IC_ uM IC,_pM  IC. uM  IC__ uM

S0 50 50 50

585 I 65,9 19,1
499 II 51,2 13,8

501  8-Cl-I 2,3 0,7

502  8-Cl-II 0,8 0,3 25,0 150,0
503  8-Br-I | 1,7 0,6

514  8-Br-II 0,5 0,2 72,7 307,0
519  8-F-I 18,0 5,8

516 8-F-II 6,3 1,6 17,6 >100
515 7,8-diCl-1I 3,7 0,9

518  7,8-diCl-II 3,8 0,8

539 7=C1,8=Br-=I 5,3 c,7

551  7-Cl,8-Br-II 2,4 0,6

538 - 7-Br, 8-Cl-T 93,9 2,5

568 7-Cl,8-Br-II 10, 0 1,5

554 8—0—CH3-I 170,0 36,2
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Tabulka 14b

Mrz Sloucenina Vrchol Platd
2/ ' NMDA NMDA
IC__ uM IC_, uM

50

569 8-Cl-I (chol) 2,0 0,5
576 8-Cl-II (chol) 1,1 0,5
586 8-Br-1I {chol) 2,2 0,6
570 8-Br-II {(chol) 0,6 0,1
572  8-F-~I (chol) 12,4 3,5
571 8-F-II (chol) 4,9 1,0
578  8-0-CH_-II (chol) 101 7,7
575  7-0-CH_-I (chol) 94,0 14,5

Excitotoxicita in vitro
Techniky

Izolace kortikdlnich neuromi byla podobna jako izolace popsana
pro snimdni plo#nych svorek s tou vyjimkou, ze byly pouZity
fetdlni krysy v den 17 - 19 gestace. Neurony: byly umistény ve
24-jamkové plotné& (Greiner) v hustoté& 300000 bunék na jamku
potaZenou poly-D-lysinem 0,025 mg/ml. Buﬁky byly kultivovény
v Dulbeccové modlflkovaném esencidlnim medlu (DMEM, Gibco)
doplnéném 10% teplem 1nakt1vovanym fe&lnim telecim sérem (Gibco) .
Kultury byly uchovdvany p¥i 37 °C a 5%-C02.‘Med1um bylo prvné&
vym&né&no po jednom tydnu a potom byla po kazdych tfech dnech
vym&néna polovina media za Serstvé. Pro pokusy byly pouZity
kultury sta¥i 17 dng.

il FETRESRR |
il O 3 e h

L'Exp02ice EAA byla provedena v mediu MEM-N2 bez séra
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(Bottenstein 1979) obsahujicim 0,5 mM NMDA/1 gM glycinu a
testovanou sloufeninu. Buiiky byly p¥edem inkubovany se
slougeninou a 1 uM glycinu po dobu 15 minut pfed ptrididnim NMDA.
Po 24 hodindch byl morfologicky vyS3et¥fovdn cytotoxicky efekt
mikroskopem s fdzovym kontrastem a tento efekt byl blochemlcky
kvantifikovan m&fenim uvoln&ni LDH.

Aktivita LDH byla ur&ena v supernatantu po 24 hodinéch”
technikou, kterou popsal Wroblewski a La Due (1955). Stru®n&, 0,1
ml supernatantu se p¥idal do 0,9 ml pufru fosforednanu sodného
(pH = 7.5) obsahujiciho pyruvat sodny (22,7 mM} a NADH (0,8 mg/10
ml) pfi pokojové teplot&. Konverse pyruvatu na laktat se
zaznamendvala p¥i 340 nm v prib&hu 10 minut na Kontron
Spectrophotometer.

vysledky

Uplné kfivky z&vislosti na koncentraci nejsou dosud dostupné.
Nicméné, nizké& uM koncentrace Mrz 2/501 a Mrz 2/502 byly Géinné v
neuroprotekci in vitro, s tim, Ze Mrz 2/502 se zdila byt“V‘tomto
ohledu i¢in&j&i (viz tabulka 15).

Tabulka 15
Mrz Sloulenina Cytotoxicita
2/ in vitro IC59 uﬁl
501 8-C1-T <5
502 8-Cl-1IT << 5

503 8-Br-I > 20 | )
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In vivo

Antikonvulsivni aktivita

Cil

Zhodnoceni antagonistickych charakteristik testovanych
slouCenin na NMDA receptoru hodnocenim antikonvulsivnich 4&inkd.
Dal#i role pfenaSell organickych kyselin v eliminaci testovangch
sloudenin z mozku byla hodnocena za pomoci vlivu inhibitoru,

Probenicidu, na trvani antikonvulsivni aktivity.

Techniky

Samci albin Swiss mySi (19 - 21 g) umisté&ni v podtu 10 - 15
na box byly pouZiti pro test NMDA letality (Leander et al.,

1988) . Pro. pentylentetrazolem (PTZ) indukované-k¥ele byli pouZiti

samci albinG Swiss my3i (25 - 34 g) umist&ni v poltu 40 na box
(58 x 38 x 20 cm), ;zatimco v testech maximdlnich elektrookl
(MES) a testech motorickych poruch byly pouZity ‘samice NMR my$i
(18 - 28 g) umist&né v poltu 5 na box. VSechna zvitata byla -
napajena a krmena podle potfeby za 12-hodinového cyklu svétlo-tma
(svétlo od 6 hodin) a p¥i kontrolované teploté (20 + 0,5 °C).
V8echny pokusy byly provedeny mezi 10 a 17 hodinou. Testovana
Cinidla byla injikovéna i.p. 15 minut p¥ed indukci k¥e®i, pokud
neni uvedeno jinak (viz déle). Mrz 2/502 byla rozpu¥t&na v
salinickém roztoku s pfidan?m NaOH. V&tSina dalgich &inidel byla
rozpu¥té&na v ndsledujicim roztoku: 0,606 g Tris; 5,0 g glukosy;
0,5 g Tween 80; a 95 ml vody. Cholinové a tetramethylamoniové
soli byly rozpulté&ny v destilované vodd.

V testech k¥e&i indukovanych NMDA na myZich byly nejprve
urleny vztahy ddvka-odpov&d pro NMDA pro ureni davky ED__, ktera
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byla potom pouZita pro testovdni antagonistickych vlastnosti. Po
injekci ED__ déﬁky NMDA byla'zvifata umist&na v malém boxu (20 x
28 x 14 em) a byla pozorovdna po dobu 20 minut. Smrt, které
predchdzely klonické kfefe a tonické zachvaty byla
farmakologickym koncovym jevem.

Pentylentetrazol byl injikovan v dédvce 90 mg/kg (i.p.).
Pritomnost celkovych tonickych zachvatl byla potom skorovana po
dobu 30 minut, protoZe tento parametr je sensitivn&jdi pro
antagonismus na NMDA receptoru neZ klonické k¥efe. Farmakologicky
konedny sledovany parametr byla pfitomnost tonu v zadnich
tlapkdch s nataZzenim.

MES (100 Hz, trvéni Soku 0,5 sekund, intenzita Soku 50 mA,
trvani impulsu 0,9 ms, Ugo Basile) byl aplikovan pomoci
kornedlnich elektrod. Byla zaznamendvéna pritomnost tonickych
k¥efi (tonickd extenze zadnich tlapek s minimdlnim dGhlem k télu.
90 °). V dalSim pokusu byl myZim injikovédn Prebenicid (200 mg/kg)
30 minut pfed podanim testovanych c¢inidel pro hodnoceni Glohy
transportu organickych kysélin pro eliminaci (trvdni G&inku) .
Cilem bylo ziskat ED__ pro v3echny vySet¥ované pérametry pomoci
Litchfield Wilcoxonova (1949) testu pro zévislost na davce.

Vysledky

'Z testovanych sloufenin byly G&inné pouze &tyfi slouCeniny,
viechny z t¥idy II, p¥i poddni i.p. v MES testu (Mrz 2/499, Mrz
2/502, Mrz 5/516 a Mrz 2/514, viz tabulka 16a). Slouéeniny'tfidy
I byly neii&inné. V8echny &ty¥i slouleniny mé&ly zfeteln& velmi
krdtké polodasy in vivo. PTZ test se zd& byt citliv@jSim modelem
pro antagonistickou aktivitu na glycin_ mistu pii podani i.p. a
krom& toho, stejné sloudeniny t¥idy II byly aktivni p¥i 2 - 4
nisobn® ni¥iich ddvkach, zatimco sloudeniny t¥idy I zistdvaly
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inaktivni (tabulka 16a).

Cholinové soli téchto stejnych N-oxidovych derivitd (struktury
II) m&ly zfetelnou antikonvulsivni aktivitu ve vSech t¥ech
modelech, zatimco jejich non-N-oxidova dérivéty byly bud
inaktivni, nebo m&ly pouze slabou aktivitu (tabulka 16b). Kromé
toho se zd4, Ze cholinové soli maji del$i travdni G&inku. Injekce
probenicidu vyznamné prodlufovala trvani GCinku vSech testovangch
¢inidel. Naptiklad poloCasy 2/514 a 2/570 byly okolo 40 a 80
minut, v pfisluiném poradi, za absence probenicidu. Za
piitomnosti probenicidu byly polofasy prodloufeny na p¥ibliZné&
180 a 210 minut, v pfisluéném‘pofadi. Proto se zdé, Ze transport
organickych kyselin ven 'z mozku v choroiddlnim plexu mé& vyznamnou
Glohu v kratkém trvani G&inku testovanych slou€enin. Probenicid v
pouZité dévce (200 mg/kg) nemd sam O sob& Z4dny nezdvisly G&inek
na krece indukované MES.
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Mrz Sloulenina

-
-aen

MES i.p.

NMDA i.p.

PTZ i.p.

2/ (ID_, mg/kg) (ID__ mg/kg) (ID__ mg/kg)
585 I >100,0 58,9 59,0
499 IL 87,0 18,6
501 8-Cl-1 >100,0 >100,0 >40,0
502 8-Cl-II 47,6 26,0 8,3
503 8-Br-1I >100,0 >100 >100,0
514 8-Br-II 20,2 89,0 12,8
519  8-F-1 60,0 >100, 0 >100, 0
516 8-F-1II 16,6 40,0 7,9
515 7,8-diCl1-1 »100,0 98,0 >100,0
518 7,8-diCl-II >60,0 »100,0
539 7-Cl,8-Br-1I >60,0 >100,0 »100,0
538 7-Br,8-Cl-I »>60,0 106,0 >100,0
554  8-0-CH,-I >100, 0

Tabulka 16b
Mrz 2/ Sloulenina MES i.p. (ID__ mg/kg
577 IT (chol) 23,7
569 8-Cl-I {chol) »>50
576 8-Cl-II (chol) 7,7
586 8-Br-I (chol) >50
570 8-Br-II (chol) 12,8
572 8-F-I (chol) >100
571 8-F-ITI (chol) 15,5
574 7,8-diCl-I (chol) >100,0
578 8-O-CH3-II (chol) >100,0
575 7—O-CH3-I {chol) >100,0
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Mikroelektroforetick& aplikace EAA agonistl do spinalnich

Schopnost t&chto antagonistfi glycin_ mista &€inkovat jako

antagonisté NMDA receptoru in vivo byla hodnocena pomoci G&inku

i.v. podini proti odpové&di jednotliv?éh neuront michy krys na

mikroelektroforetickou aplikaci AMPA a NMDA. Slouleniny t¥idy II

Mrz 2/502 a Mrz 2/516 byly G¢innymi antagonisty NMDA receptoru in

vivo s ID
S50

1,2 a 1,8 mg/kg i.v., v pfisludném po¥adi, zatimco

plivodni sloudeniny t¥idy I byly zcela inaktivni aZ do 16 mg/kg

i.v.. Troj- a¥ &tyPnasobn® vy381 davky také antagonizovaly

odpov&di na AMPA, a¥koliv toto zfetelné chybéni selektivity je

v protikladu k testim in vitro (tabulka 17a).

Tabulka 17a

Mrz Sloudenina mikroelektroforetické mikroelektroforetické
2/ podéani NMDA podani AMPA
(ID_, mg/kg i.v.) (ID_, mg/kg i.v.)
501 8-Cl-I >16,0 16,0
502 8-Cl-1IT 1,2 4,9
. 519 8-F-1 >16,0 16,0
516 8-F-1I1 1,8 3,6

Cholinové soli byly pfibliéné stejné i¥inné jako volné

kyseliny v tomto modelu po i.v. poddni, ale byly o n&co vice
selektivni pro NMDA vzhledem k AMPA (tabulka 17b). Opét,
non-N-oxidové derivity (slouleniny t¥idy I) byly inaktivni.
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Tabulka 17b

Mrz Sloucenina mikroelektroforetické mikroelektroforetické

2/ podani NMDA podani AMPA
(ID__, mg/kg i.v.) (ID__ mg/kg i.v.)
577 IT (chol) 34,0 >32,0
569 8-Cl-I (chol) >16,0 >16, 0
576 8-C1-II (chol) 2,8 >16,0
586 8-Br-I {(chol) >16,0 >16,0
570 8-Br-II ({chol)}- 4,5 >16,0
572 8-F-I (chol) >16,0 _ >16,0
571 8-F-II (chol) 4,7 : 9,2
Diskuse

Cty¥i sloueniny t¥#fdy II Mrz 2/499, 2/501, 2/514 a 2/516 jsou -
antagonisty glycin, mista in vitro a maji mnohem lep#i in vivo
systémovou a/nebo CNS biodostupnost neZ jejich vychozi sloudeniny
t¥idy I (Mrz 2/585, 2/501, 2/503 a 2/519). Prunik do CNS je
hlavnim problémem pro témé&f vSechny dosud vyvinuté antagonisty
glycin_ mista, ale tato nova t¥ida slouenin pfekondvd tento
hlavni problém a tvo¥i proto terapeuticky relevantni antagonisty
glycin_ mista. '

Adi¢ni soli

Pomoci technik popsanych vySe pro slouleniny 5, 6, 7, 8, 9 a
10 se pfipravi adi¢ni soli s kvarternimi aminy (nap¥iklad
4-tetramethylamonnd sul, 4-tetraethylamonnd sfl), kvarternimi
amincalkoholy (nap¥iklad cholinem), nebo kvarternimi
aminokyselinami (napf¥iklad N,N,N-trimethylserinem). Cholinové a
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4-tetramethylamonné (4—NH;) soli vyznamné& zlep3uji biodostupnost
a jsou vyhodné.

Farmaceutické prost¥edky

Sloudeniny podle‘pfédklédaného vynalezu mohou byt zpracovany
do farmaceutickych prost¥edkl obsahujicich farmaceuticky
pfijatelny nosil nebo Yedidlo a aktivni sloudeninu podle
predkladaného vyndlezu. Takové prost¥edky mohou byt podény
zivodichim, zejména lidem, ordlnim nebo parenteridlnim zplisobem.
Nap¥iklad, pfipravky v pevné form& nebo farmaceutické prostredky
pro ordlni podani mohou mit formu kapsli, tablet, pilulek,
praskl nebo granulatu. V takovych pevnych farmaceutickych
prost¥edcich je aktivni slou&enina nebo jeji prolédivo smisena s
alesponl jednim farmaceuticky pfijatelnym nosifem nebo Fedidlem
jako je trtinovy cukr, laktosa, 8Skrob, talek nebo syntetické nebo
pfirozené gumy, pojivem jako je Zelatina, kluznym ¢inidlem jako
je stearan sodn§ a/nebo &inidlem podporujicim rozpadavost jako je
hydrogenuhliditan sodny. Pro umoZné&ni zpomaleného uvolifiovdni miZe
byt do farmaceutické&ho prost¥edku zapracovana substance jako je
hydrokoloid nebo jiny polymer. Mohou byt p¥iddna také dalsi
¢inidla, jako jsou lubrikalni &inidla nebo pufry, jak je v oboru
b&Zné. Tablety, pilulky nebo granuldty mohou byt opatfeny
enterdlnim potahem, pokud je to Zddouci. Kapalné p¥ipravky pro
oralni podini mohou byt ve formé& liposoml, emulsi, roztokid, nebo
suspenzi obsahujicich b&Zn& pouZivand inertni Ffedidla jako je
voda. Dale mohou takové kapalné farmaceutické prostf¥edky
obsahovat smadivd, emulgaéni, dispergaéni nebo povrchové aktivni
¢inidla, stejné jako sladidla, chutové korigens nebo &ichova

. korigens.

Vhodné prostfedky pro ordlni poddni mchou byt - mimo jiné -

- sterilni vodné nebo nevodné roztoky, suspenze, liposomy nebo
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emulse. Dal3i substance, které jsou pouzivany pro tuto formu
farmaceutickych prostfedkﬁ, mohou byt pouZity jako farmaceuticky
prijatelnad ¥edidla nebo nosice. '

Podle zamySleného zplsobu poddni a trvéni terapie se miZe
pYesnd davka v prost¥edcich podle p¥edklédaného vyndlezu ligit a
je uréena ofet¥ujicim léka¥em nebo veterindfem. Aktivni Zinidlo
podle predkladaného vyndlezu miZe byt kombinovéno s jingm
farmakologicky aktivnim &inidlem.

V prost¥edcich podie pfredklddaného vyndlezu se miZe pomeér
aktivniho &inidla nebo &inidel v prost¥fedku velmi. 1iSit, nutné je
pouze to, aby aktivni sloZka podle pfedklddaného vynalezu nebo
jeji prolééivo tvo¥ila nebo poskytovala G&inné mnoZstvi, t.j. aby
byla pfi pouZiti uvedené davkové formy poddna vhodnd G&inna
dévka. Samozfejm&, n&kolik ddvkovych forem, stejné jako n&€kolik
jednotlivych aktivnich slouenin miZe byt podinc ve stejnou nebo
v ptibli¥n& stejnou dobu nebo i ve stejném farmaceutickém
prost¥edku nebo formulaci.

Zpusob lé&by

Jak bylo uvedeno vy3e, slouleniny podle pfedklédaného vyndlezu
jsou vhodné - zejména ve form& farmaceutickych prostfedkid nebo
ptipravkll - pro ordlni nebo parenterdlni podani urlitych
‘jednotlivych dévek stejn& jako dennich davek v jednotlivych
p¥ipadech, které jsou pochopitelﬁé uréeny-ﬁodle'dobfe zném&ch
1éka¥skgch a/nebo veterindrnich zdsad ofetfujicim léka¥em nebo
veterindrem. ' '

Krom& ordlniho a parenterdlniho podani miZe byt poufito
rektédlni a/nebo intravenosni podani a davky jsou v§znamné
redukovany, pokud je pouZito parenterdlni podéni, afkoliv ordlni
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podéni je vyhodné&j3i. Vhodné je mnoZstvi p¥ibliZn& 1 aZ 3 g/den,
ve form& opakovanych nebo d&lenych davek. Sirsi rozmezi od
p¥ibliZn& 0,5 g do 10 g miZe byt také pou¥ito, v zédvislosti na
okolnostech jednotlivych p¥ipadd. Afkoliv davka 500 mg aktivni
slozky je zejména vyhodnd pro pouZiti v tabletové formé,
jednotlivé davky mohou byt v rozmezi od p¥ibliZné& 200 do 1000 mg
a davka 500 mg navriend pro poufiti v.tabletdch miZe byt
samoz¥ejm& poddna ordln&, napfiklad jednou aZ t¥ikrat za den. Je.
samoztejmé, e divka vy33i neZ jedna tableta miZe byt podéna v
jedné ddvce, jak je nutné pro spln&ni navrZeného denniho oradlniho
poddni mnoZstvi 1 aZ 3 g na den.

Jak ji% bylo uvedeno, sloulenina podle predklddaného vyndlezu
nebo jeji prolédivo miZe byt poddna 2ivodichim vfetné 1lidi
jakymkoliv zplsobem, naptriklad ordlnd jako kapsle nebo tableta,
parenterdlnd ve formé& sterilnich roztokd nebo suspenzi nebo
pomoci implantace pelet, a v nékterych pfipadech intravenosn& ve
form& sterilnich roztokd. Jinymi b&inymi zphsoby poddni jsou
ko%ni, podkofni, bukdlni, intramuskularni a intraperitonedlni
zplsob poddni, a ur&ity zplisob podani bude vybran ofetfujicim
léka¥em nebo veterindfem.

Je proto ztejmé, Ze predkladany vyndlez poskytuje nové
pyrido-ftalazindionové sloufeniny a farmaceutické prostiedky
obsahujici takové sloueniny, stejn& jako zplisoby pro lé&bu
neurologickych onemocn&ni spojenych s excitalni toxicitou a
chybnou funkci glutamatergniho neurondlniho ptenosu, CcoZ
dohromady poskytuje dlouho ofekdvané feSeni existujicich
' probiému, které nebyly odpovidajicim zplsobem vyteteny.

M&lo by byt jasné, Ze pfedkladany vynéiez neni omezer, na
urdité slouleniny, prost¥edky, zpisoby nebo postupy, které jsou
zde popsény, protoZe odbornikim v oboru budou jasné mnohé
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modifikace a zm&ny téchto provedenl a proto je pfedklédany
vyndlez omezen pouze ve smyslu plneho rozsahu pfipojenych

patentovych néroku.
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Patentové narxroky

1. Sloulenina vybrand z pyridyl-ftalazindiont majicich
nisledujici vzorec: )

kde R1 a R2 jsou vybrany ze ékupiny zahrnujici vodik, halogen
a methoxy nebo kde Rl a R2 dohromady tvoii methylendiOXY£ﬂu1muul
nebo jeji farmaceuticky pfijatelnd sil.

2. Sloufenina podle nédroku 1, kde sl je vybrdna z jeji cholinové a
4-tetramethylamonné soli.

3. Sloulenina podle ndroku 1, kterd je vybrana ze skupiny
zahrnujici:
'4-hydroxy-1-oxo-1,2-dihydro-pyridazino[4,S—b]—chinolin—S—oxid,
8-chlor-4-hydroxy-1-oxo-1,2-dihydropyridazino(4,5-b] -chinolin-
-5-0xid, |
8-brom~4-hydroxy—1-oxo-1,2-dihydropyridazino[4,5-b]-chinolin—
-5-oxid, '
8-fluor-4-hydroxy-1-oxo-1,2-dihydropyridazino[4,5-b}-chinolin-
-5-0xid, |
7,8-dichlor-4-hydroxy-1-oxo-1,2-dihydropyridazino(4,5-b] -
-chinolin-5-oxid, ,
7-brom-8-chlor-4-hydroxy-1-oxo-1, 2-dihydropyridazino[4,5-b] -
-chinolin-5-oxid, a - :
7-chlor-8-brom-4-hydroxy-1-oxo-1, 2-dihydropyridazino(4,5-b] -
-chinolin-5-oxid, a farmaceuticky pfijatelné soli jakékoliv z
vy8e uvedenych slouenin.
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4. Slouenina podle ndroku 2, kterd je vybrana ze skupiny
zahrnujici . | ‘
4-hydroxy-1-oxo-1, 2-dihydro-pyridazino(4,5-b] -chinolin-5-oxid,
cholincva sul,

8-chlor-4-hydroxy-1-0x0-1,2- dlhydropyrlda21no[4 5-b] -chinolin-
-5-oxid-cholinova sul

8-brom-4-hydroxy-1- -ox0- 1,2- dlhydropyrlda21no[4 5-b] -chinolin-
-5-oxid-cholinova sul,
8-fluor-4-hydroxy-1-oxo-1,2-dihydropyridazino[4,5-b]-chinolin-
-5-oxid-cholinova sul,

7,8-dichlor-4-hydroxy-1- -0X0- 1,2- dlhydropyrlda21n0[4 5-b] -
-chinolin-5-oxid- chollnova sul,
7-brom-8-chlor-4-hydroxy-1-oxo-1,2-dihydropyridazino(4,5-b]-
-chinolin-5-oxid-cholinova stl, a
7—chlor—8-brom—4-hydroxy—1—oxo—1,2;dihydropyridazino[4,5-bj—

~chinolin-5-oxid-cholinova stl.

5. Farmaceuticky prost¥edek vy znad¢u jici se ti

=
8

e obsahuje jako aktivni sloZku mnoZstvi slouleniny podle
naroku 1 U&inné pro antagonizovdni glycin_ mista, spolu s
farmaceuticky pfijatelnym nosiCem nebo Fedidlem.

6. Farmaceuticky prostfedek vy zna ¢ujici se tim,
ze obsahuje jako aktivni sloZku mnoZstvi slouleniny podle |
niroku 1 ve form& cholinové soli G&inné pro antagonizovani
glycin_ mista, spolu s farmaceuticky pfijatelnym nosiem nebo
fedidlem.

7. Farmaceuticky prostfedek vy znad¢ujici se tim,
%e obsahuje jako aktivni sloZku mnoZstvi sloufeniny i¢inné pro

antagonizovani glycin_ mista, kde uvedena sloufenina je vybréna

ze skupiny zahrnujici:
4-hydroxy-1-oxo-1,2-dihydro-pyridazino[4,5-b]-chinolin—5-oxid,
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8-chlor-4- hydroxy 1- -0x0- -1,2- dlhydropyrlda21no{4 5- b] Chanlln-
-5-oxid,

8-brom-4-hydroxy-1-0x0-1,2- dlhydropyrlda21no[4 5-b} -chinolin-
-5-0xid, o
8-fluor—&fhydroxy¥1—oxo—1,2—dihydropyridazino[4,S—b];chinolinf
-5-oxid,

7,8-dichlor-4-hydroxy-1-oxo-1,2- dlhydropyrlda21no[4 5-b] -
-chinolin-5-oxid, "
7-brom-~8-chlor-4-hydroxy-1-oxc-1, 2-dihydropyridazino[4,5-b] -
-chinolin-5-oxid, a ,
7-Ehlor-%lbfom—4—hydroxy-l-oxo-l,2-dihydropyridazino{4,5-b]-
~chihdiiﬁ-5—oxid; a farmaceuticky.pfijatelné soli jakékoliv z
v?ééﬁ&ﬁeden?ch“slouéenin.

8. ‘Farmaceuticky prost¥edek vy znadujici se t im,
Ze obsahuje jako aktivni sloZku mnoZstvi sloudeniny G&inné pro,
antagonizovéni glycin mista, kde uvedend sloufenina je vybréana
ze skupiny zahrnujici:
4-hydroxy-1-oxo-1,2-dihydro-pyridazino[4,5-b] -chinolin-5-oxid,
cholinova sul,
8—chlor-4-hydr0xy—1-oxo—l,Z—dihydropyridazino[4,5-b]-chinolin—
-5-oxid-cholinovd stl, '

8-brom-4-hydroxy-1-oxo-1, 2-dihydropyridazino[4,5-b] -chinolin-
-5-oxid-cholinovd stl,

§-fluor-4- hydroxy l-oxo-1,2- dlhydropyrlda21no[4 5-b]j -chinolin-
-5- oxid-cholinovd sil,

7, 8-dichlor-4- hydroxy 1-oxo- 1, 2-dihydropyridazino[4,5-b] -
-chinolin-5-oxid-cholinovéd sii,

'7—bromfe-chlor-q-hydroxy-1-oxo—l,2—dihydropyridazino[4,5-b]—

-chinolin-5-oxid-cholinova sul, a
7-chlor-8-brom-4-hydroxy-1-oxo-1, 2-dihydropyridazino[4,5-b] -
-chinolin-5-oxid-cholinova sul.
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excitadni toxicitoy a chybnou funkei glutamatergniho neurondlniho

excitalni toxicitoy a chybnou funkci glutamatergniho neuronalniho

7,8-dichlor—4—hydroxy—l-oxo—l,2~dihydropyridazino[4,5—b}-
~chinolin-5—oxid, .
7-brom-8-chlor-4-hydroxy-l—oxo—l,2—dihydropyridazino[4,5-b]~
-chinolin-s-oxid, a
7-éh10r—S—bromh4-hydroxy—1-oxo-1,2—dihydropyridazino[4,5-b]-

i
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~chinolin-5-o0xid, a farmaceutlcky prljatelne soli jakékollv z
vise uvedenych sloudenin.

12. Zplsob pro 1lé&bu neurologickych onemocn&ni spojengch s

excitaéni toxicitou a chybnou funkci glutamatergniho neurondlniho

pfenosu u Zivych zvi*at vy zna & u Jjici se tim %e
obsahuje krok podani slouleniny v mnoZstvi G¢inném pro
antagonizovani glycin_ mista uvedenému %ivému zvifeti, které
potfebuje takovou 1lé&bu, kde uvedena slouenina je vybréna ze
skupiny zahrnujieci:
4-hydroxy-1—oxo—l,2—dihydro-pyridazino[4,5—b]—chinolin—5~oxid,
cholinova sil, |
8-chlor—4—hydroxy—1-oxo—l,2-dihydropyridazino[4,5-b]—chinolin-
-5-oxid-cholinovd sil, |
8-brom—4-hydroxy—1-0xo—1,2—dihydropyridazino[4,5-bj—chinolin-
-5-oxid-cholinova stil,

8-fluor-4- hydroxy 1- -0X0- 1,2- dlhydropyrlda21no[4 2:-b]-chinolin-
-5-0xid-cholinova stl, o
7,8-dichlor-4-hydroxy-1-oxo-1,2-dihydropyridazino[4, 5-b] -
-chinolin-5-oxid-cholinovéd sil,
7—brom-B—chlor—4—hydroxy-1-oxo—1,2-dihydropyridazino[4,S—b]-
-chinolin-5-oxid-cholinovd stl, a :
7—chlor—8—brom—4-hydroxy-1—oxo-1,2—dihydropyridazino[4,5—b]-
-chinolin-5-oxid-cholinova sfil.

13. Zpisob pro prlpravu 4-hydroxy-1-oxo-1, 2-dihydropyridazino-
[4,5-b] -chinolin-5-oxidu 8 vyznadujici se t im,
Ze Obsghuje stupefi pfemdny dimethylchinolin- 2,3- dlkarboxylat-

-1-oxidu (3) na hydrazinovou siil (4) reakci s hydratem hydrazinu

a hydrolyzovénim vzniklé hydrazinové soli (4) za zisku
poZadovaného 4- -hydroxy-1-oxo-1,2-dihydropyridazino-
[4,5-b] -chinolin-5-oxidu (5).
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14. ZpUsob podle ndroku 13 vy znadujici se tim,
e takto ziskany 4-hydroxy-1l-oxo-1,2-dihydropyridazino-[4,5-b]-
-chinolin-5-oxid (5) je p¥em&n&n na jeho cholinovou sil (6)
reakci s hydroxidem cholinu.



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS

