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(-)-Enantiomeren af forbindelsen med formlen

0
.< ._\.—O:Li(cﬁz)zwa (1)

Ha

fremstilles ved, st man omdanner den racemiske form af
forbindelsen 1 til en blanding af (+)(-)-saltet ved
hjzlp af en (+)-syre, skiller ssltene fra hinanden

ved fraktioneret krystallisation og omsetter (+)(~)-sal-
tet med en stark base til frigivelse af (~)-basen med
focrmel I. Denne kan, om ensket, omdannes til et farma-
ceutisk acceptabelt salt.

Forbindelsen I og dens farmaceutisk acceptable salte

er effektive antidepressive midler.
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Opfindelsen angdr en analogifremgangsmade til frem-
stilling af en hidtil ukendt R-isomer af en 3~
aryloxy-3-phenylpropylamin og farmaceutisk accep-

table salte heraf, hvilken isomer har vist sig at

vere specielt effektiv som antidepressivt middel.

I USA patentskrift nr. 4 018 895 anfegres det, at 3-
aryloxy-3-phenylpropylaminer udviser antidepressive
egenskaber. Faktisk omtales den racemiske form af
forbindelserne ifslge opfindelsen i det ovennavnte
USA patentskrift. I Biochem Pharm, 23, 1979 - 183
(1976) diskuteres aktiviteten af et andet racemat fra
det ovennavnte USA patentskrift, nermere bestemt N-
methyl—B—(Z—methoxyphenoxy)—3-phenylpropylamin, hy-

‘

drochlorid. Som det matte forventes, har (-)- og 4+ -

enantiomerene af denne forbindelse samme virkning.

Det har imidlertid overraskende vist sig, at (-.-en-
antiomeren af N—methyl—S—(2—methylphenoxy)-3—pﬁényl—
propylamin er vesentligt mere aktiv end (+;-enantio-
meren, og den udviser endvidere en mindre grad af an-

ticholinerge bivirkninger.

S&ledes er den ifelge opfindelsen fremstillede =)~

enantiomer af forbindelsen med formlen

&
f
h
°\§//'
.
; N
o \\‘D—C—l"i( Chz ) 2—NH-CH (1)
'3::-':9’

og dennes farmaceutisk acceptable salte sardeles ef-

fektive antidepressive midler.
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Det har nu vist sig, at (-)-enantiomeren med form-

len I udviser absolut R-stereokemi.

Betegnelsen "farmaceutisk acceptable salte" omfatter

i sddanne syreadditionssalte, som ikke er toxiske eller

ﬁé anden made er farmakologisk uacceptable. S&danne

salte omfatter eksempelvis hydrochlorid, nitrat, phosphat,

sulfat, hydrobromid, pyrosulfat, sulfit, metaphosphat,
acetat, propionat, caprylat, formiat, phthalat, citrat

~og lactat.

Man foretrakker almindeligvis at anvende forbindelsen
med formlen I p& saltform, idet man specielt fore-

trekker hydrochloridet.

der, idet man eksempelvis kan oplsse basen i ether og-
tilsette en tilnazrmelsesvis =kvivalent mengde af en

passende syre.

Den omhandlede forbindelse kan fremstilles ved at re-
solvere det tilsvarende racemat, der eksempelvis er
fremstillet som beskrevet i USA patentskrift nr.

4 018 895.

Med den foreliggende opfindelse tilvejebringes saledes
en fremgangsmade til fremstilling raf (-)-enantiomeren af
forbindelsen med den i kravets indledning anferte for-
mel I eller et farmaceutisk acceptabelt salt deraf, og
fremgangsmaden ifelge opfindelsen er ejendommelig ved

det i kravets kendetegnende del anforte.

Vea fremgangsmaden ifslge opfindelsen anvendes L(+)-

mandelsyre. De foretrukne sterke baser er hydroxider af
metaller fra gruppe 1A, sdsom natrium- eller kalium-
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hydroxid eller ammoniumhydroxid.

Resolutionen ber gennemferes i et inert organisk op-
lesningsmiddel, fortrinsvis i et ikke-polart eller

moderat polert oplesningsmiddel, séledes som det vil
blive nermere uddybet i det felgende. Det foretrakkes,

at resolutionen gennemfares ved, at man ferst opleser
racematet med formlen I i et oplesningsmiddel, sésom

en ether, f. eks. tetrahydrofuran, dioxan, dimethoxy-
ethan eller diethylether, en alkohol, f. eks. cyclohe-
xanol, ethanol eller butanol, en alkan, f. eks. pen-
tan, hexan eller octan, en ester sédsom ethylacetat,
methylacetat, ethylbutyrat eller methylbenzoat, en
halogenalkan sé&som dichlormethan, chloroform eller 1,2-
dibromethan eller et aromatisk carbonhydrid, f. eks.
benzen, toluen, ethylbenzen eller xylen. Det foretrek-
kes, at man anvender ethere som oplesningsmidler, i
serdeleshed diethylether. Til oplesningen af racematet
settes en oplesning eller suspension af den optisk ak-
tive syre i et passende organisk oplesningsmiddel eller
suspensionsmedium sasom benzen, toluen eller xylen,
fortrinsvis toluen. Reaktionsblandingen omreres derefter
ved en temperatur i omraddet fra omkring 0 °C til 100 °C,
fortrinsvis 0 til 50 °C, idet man specielt foretrakker
omgivelsestemperaturen, og herved bundfezlder det en-
skede salt. Det r& salt underkastes fortrinsvis en del-

vis rensning ved omkrystallisation.

Det foretrekkes, at det ré& produkt opleses i en blan-
ding af dichlormethan og ethylacetat, hvorefter det
udfeldes ved afdestillation af dichlormethanen ind-

til krystaldannelse, hvorpa der tilsattes diethylether
til fuldstendig krystallisation. Derefter opleser man
mandelsyresaltet i vand og omdanner det til den fri
base ved at gere det basisk. Man foretrakker at isolere

produktet ved at ekstrahere det fra den vandige oples-
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ning, f. eks. ved hjelp af en ether, og danne det on-
skede salt, hvis man ensker et sadant, i etheroples-

ningen.

.. Den foretrukne mengde (+)-mandelsyre er et halvt mol pr.

mol racemat, men mangder p& mellem ca. et halvt mol og
ca. 1 mol kan anvendes. Anvendelse af syremangder pa

over 1 mol er skonomisk ufordelagtigt.

Den foretrukne fremgangsméde til fremstilling af race-

matet med formlen I omfatter en demethylering af det

tilsvarende dimethylamino-derivat med formlen

~ CHz
{i:(::):>a——?H~(CHz)2—M:
< .

CHz
*——9

- CHs

NG

N
(@)

hvilken fremgangsmade ligeledes er beskrevet i USA pa-
tentskrift nr. 4 018 895. Det vil vere velkendt for
fagmanden, at der findes et stort antal metoder, ved hvil-
ke denne demethylering kan gennemfgres. Imidlertid har
det vist sig, at denne demethylering med fordel kan gen-
nemfores ved at erstatte en af N-methylgrupperne med

en phenoxyformylgruppe ved omsatning med phenylchlor-
formiat og derefter fjerne denne gruppe ved hydrolyse
med en vandig base sé&som natriumhydroxid. Denne demethy-
leringsreaktion kan gennemferes ved temperaturer pé
mellem 50 og 150 °C.

De efterfolgende preparationer og eksempler demonstre-
rer yderligere fremstillingen af de omhandlede forbin-

delser med formlen I.
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Preparation 1

Methyl—[B—(Z—methylphenoxy)—3—phenylpr0pyl]-carbamid—

syrephenylester

En oplesning af 192 g (0,741 M) N,N—dimethyl—Y’—
(2-methylphenoxy)benzenpropanamin i 500 ml toluen blev op-
varmet under tilbagesvaling, hvorefter der drabevis i
lgbet af 45 minutter blev tilsat 123 g (0,785 M)
phenylchlorformiat. Tilsetningshastigheden af phenyl-
chlorformiat blev indstillet s&ledes, at man opndede

en regelmassig tilbagesvalingshastighed, samtidig med,
at skumningen af reaktionsoplesningen som folge af dan-
nelse af methylenchlorid blev begranset. Efter fuld-
stendig tilsatning af phenylchlorformiat blev reaktions-
blandingen opvarmet under tilbagesvaling il time, hvor-
efter den blev omrert ved omgivelsestemperatur i 16

timer.

Derefter blev reaktionsblandingen fortyndet med methylen-
chlorid (1 liter), og den organiske fase blev vasket med
en 10% natriumhydroxidoplesning, med en mattet natrium-
chloridoplesning, med 1 N saltsyre og endelig med en met-
tet natriumchloridoplesning. Den oprindelige basiske
vandige fase blev genekstraheret med methylenchlorid

og derefter vasket med 1 N saltsyre og derefter med

en mettet natriumchloridoplesning.

De kombinerede organiske ekstrakter blev terret ved
omrering over vandfrit natriumsulfat, hvorefter de

blev koncentreret i vakuum. Titelforbindelsen blev
krystalliseret ved triturering med hexan og derefter
omkrystalliseret ved oplesning af krystallerne i diethyl-
ether (begrenset opleselighed) og methylenchlorid (hej
opleselighed), hvorefter man tilsatte hexan under sam-

tidig afdestillering af de mere flygtige oplesnings-
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midler, hvorved volumenet koncentreredes til omkring

1 liter.

Det racemiske produkt blev opsamlet og terret, og det

_havde en vegt pa 228 g (B5% udbytte) og et smelte-

punkt pa 72 - 76 °C.

VPreparation 2 o

N-Methyl-3-(2-methylphenoxy)-3-phenylpropylamin, hydro-
chlorid

Til en oplesning af 210 g (0,54 M) methyl—[B—(Z—hethyl-
phenoxy)-B—phenylpropyl]-carbamidsyrephenylester i 890
ml propylenglycol sattes pad en gang en oplesning af

214 g (5,35 M) natriumhydroxid i 890 ml vand. Den re-
sulterende oplesning blev omrert og opvarmet under
tilbagesvaling i 20 timer (ved en reaktionstemperatur
pad omkring 110 °C).

Derefter blev oplesningen afkelet til 25 °C, der til-
sattes 2500 ml vand, og oplssningen blev ekstraheret
med toluen (3 x 400 ml). De kombinerede toluenekstrak-
ter blev terret over vandfrit magnesiumsulfat og kon-

centreret i vakuum til en gummi.

Det gummiagtige koncentrat blev oplest i 1 liter to-
luen, og den resulterendé oplesning blev behandlet

med gasformigt hydrogenchlorid, indtil den reagerede
surt. Oplessningens surhedsgrad blev kontrolleret ved
at udtage en preove, tilsatte vand og mdle pH-verdien

af den vandige fase.

Der konstateredes ikke noget bundfald af titelforbin-

delsen, og man koncentrerede derfor toluenoplesningen
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til terhed i vakuum. Den viskose inddampningsrest

blev tritureret med ether, indtil den var krystallinsk,
hvorefter den blev opsamlet og vasket med ether. Titel-
forbindelsen blev omkrystalliseret fra methylenchlo-
rid og ethylacetat ved bortdestillation af methylen-
chloridet. Det opndede produkt vejede 135 g (85% udbytte),
og smeltepunktet var 132 - 135 °C. Tyndtlagschromato-
grafi pd en plade med silicagel og ved anvendelse af
chloroform, methanol og koncentreret ammoniumhydroxid

(50:1:0,0) viste en enkelt plet.

Analyse beregnet for C; H,,NOCl: C 69,77, H 7,60, N 4,80
Fundet: C 69,68, H 7,34, N 4,64.

EKSEMPEL 1

(-)-N-Methyl-3-(2-methylphenoxy)-3-phenylpropylamin,
hydrochlorid

En oplesning af 469 g racemisk N-methyl-3-(2-methyl-
phenoxy)-3-phenylpropylamin, hydrochlorid i 1500 ml

vand blev gjort basisk med natriumcarbonat, hvorefter
den blev ekstraheret 2 gange med 1 liter diethylether.
Etherekstrakterne blev kombineret, vasket med vand og
tgrret over vandfrit magnesiumsulfat. Til den terre
oplesning sattes 122 g L(+)-mandelsyre i 2 liter to-
luen, og blandingen blev omrert ved omgivelsestempera-
tur i 112 timer. Derefter blev blandingen filtreret

og de faste stoffer blev vasket med diethylether til
opndelse af 167 g af mandelsyresaltet af (-)-N-methyl-3-
(2-methylphenoxy)-3-phenylpropylamin. Produktet blev om-
krystalliseret fra 2 liter af en blanding (1l:1 efter
volumen) af dichlormethan og ethylacetat, idet man
bortkogte dichlormethanen, indtil udfeldningen begynd-
te, hvorefter man fortyndede blandingen med 1 liter

diethylether. Det resulterende rensede mellemprodukt
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vejede 148 g.

748 g af maﬁdeisyresaltet, fremstillet ved gentagne

preparationer som illustreret ovenfor, blev oplest i

..l _liter methanol, og oplesningen blev fortyndet med 1

liter vand, der havde omgivelsestemperatur. Den resul-
terende opslamning blev gjort basisk med en natrium-
carbonatoplesning, hvorefter den blev ekstraheret med

2 x 500 ml diethylether og derefter med 2 x 1 liter
ethylacetat. De organiske faser blev kombineret, og
blandingen blev vasket med me&ttet vandig natriumchlo-
rid og derefter torret over natriumsulfat og magnesium-
sulfat. Derpa blaestes gasformig hydrogenchlorid igen-
nem oplasningen til udfazldning af det enskede produkt i
form af et hydrochloridsalt. Det faste stof blev op-
samlet ved filtrering og terret til opnéelse af 510 g
(—)—N—methyl—B-(2-methylpheﬁoxy)—3—phenylpr0pylamin,
hydrochlorid. Produktet blev renset ved oplesning 1

200 ml dichlormethan efterfulgt af en terring over mag-
nesiumsulfat. Den torre oplesning blev filtreret og
derefter fortyndet med ethylacetat. Blandingen blev op-
varmet med henblik p& at bortkoge dichlormethanen, og
produktet, som herved udkrystalliserede, blev isoleret
ved filtrering. Mengden af produktet var 486 g, og

det havde et smeltepunkt péd 166 - 168 °C. Den optiske

rotation, malt som en oplesning (10 mg/ml) i methanol,

var a§5= 38,10, aggs = -177,26°.
EKSEMPEL 2

(-)-N-methyl-3-(2-methylphenoxy)-3-phenylpropylamin,
hydrochlorid

"800 g racemisk N-methyl-3-(2-methylphenoxy)-3-phenyl-

propylamin, hydrochlorid, blev oplest i 2 liter vand

og blev gjort basisk med natriumcarbonat. Oplesningen
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blev ekstraheret 2 gange med 2 liter diethylether,

og etheroplesningen blev terret over vandfrit magnesium-
sulfat. Til oplssningen sattes en suspension af 209 g
L(+)-mandelsyre i 200 ml xylen, og blandingen blev om-
rert ved omgivelsestemperatur i 22 timer. Det faste

stof blev derefter opsamlet og terret til opnaelse af
372 g urent (-)-mandelsyresalt med smeltepunkt 126 -

128 °C. Det urene salt blev oplest i 4 liter af en blan-
ding af dichlormethan og ethylacetat (1:1 efter vo-
lumen), og blandingen blev kogt forsigtigt, indtil
bundfeldningen begyndte. Derefter tilsattes 1,5 liter
diethylether, og blandingen afksledes og filtreredes til
opnéelse af 359 g af (-)-mandelsyresaltet med smelte-
punkt 128 - 129 °C. Produktet blev péd ny omkrystalli-
seret fra det samme oplesningsmiddelsystem, hvilket gav
326 g meget rent mandelsyresalt med smeltepunkt 128 -
129 °C.

Det oven for fremstillede rensede salt blev oplest i

2 liter vand, og oplesningen blev gjort basisk med
natriumcarbonat. Den basiske oplesning blev eks-
traheret 2 gange med 1 liter diethylether, og de or-
ganiske faser blev kombineret og terret over vandfrit
natriumsulfat. Derefter blastes gasformig hydrogenchlo-
rid igennem oplesningen under omrering, indtil oples-
ningen udviste sur reaktion pd pH-papir. Derefter ud-
faldede hydrochloridsaltet, og dette blev opsamlet og
omkrystalliseret ved, at man opleste det i 500 ml di-
chlormethan, tilsatte 1,5 liter ethylacetat og kogte
blandingen forsigtigt, indtil udfaldningen begyndte.

P4 dette tidspunkt tilsattes 1 liter diethylether. Blan-
dingen blev derefter afkelet og filtreret, og de faste
stoffer blev terret til opndelse af 209 g (-)-N-methyl-
phenoxy)-3-phenylpropylamin, hydrochlorid, smp. 165 -
168 °
oplesningsmiddelsystem, hvilket gav 180 g meget rent

C. Produktet blev omkrystalliseret fra det samme
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(-)-N-methyl-3-(2-methylphenoxy)-3-phenylpropylamin,
hydrochlorid, smp. 165 - 167 °C. Den optiske rotation,

malt som en oplesning (10 mg/ml) i methanol, var

a§5= -37,60, a§25= -181,30.
EKSEMPEL 3

(-)-N-methyl-3-(2-methylphenoxy)-3-phenylpropylamin,

hydrochlorid

3,05 g racemisk N—methyl-3-(2—mé£ﬁylphenoxy)-3-phenyl-
propylamin, hydrochlorid, blev oplsst i 50 ml vand og
blev gjort basisk med natriumbicarbonat. Oplesningen

blev ekstraheret med 3 x 50 ml diethylether, og de
kohbinerede organiske faser blev vasket 2 gange med

20 ml vand. Oplssningen blev terret over magnesium-
sulfat og koncentreret under vakuum til et fast stof.-
Inddampningsresten blev oplest i 100 ml benzen, og

der tilsattes 1,5 g L(+)-mandelsyre. Oplessningen blev
igen omrert i 64 timer ved 23 °C, og den blev derefter
koncentreret under vakuum til et fast stof, hvortil

der sattes 100 ml xylen, som opleste inddampningsresten.
Oplesningen fik lov at henstéa, indtil et bundfald ud-
sEiltes.‘det faste stof blev opsamlet ved filtrering og
omkrystalliseret fra 20 ml xylen. Derefter blev produk-
tet suspenderet i vand og gjort basisk med ammonium-
hydroxid til opnéelse af den fri base, som blev ekstra-
heret med 2 x 20 ml diethylether. De organiske faser

blev vasket med 2 x 50 ml vand, terret over magnesiumsul-
fat og behandlet med gasformigt hydrogenchlorid til frem-
stilling af hydrochloridet, som udfazldede spontant og
blev filtreret fra oplesningen. Produktet blev omkrystalli-
seret fra 10 ml dichlormethan og 30 ml ethylacetat ved
tilseatning af 50 ml diethylether. Der opnéedes 90 mg

af det enskede produkt med smeltepunkt 156 - 157 °C.

Den optiske rotation, mé&lt som beskrevet ovenfor, var
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Testprocedurer sdvel in vivo som in vitro har varet an-
vendt til at bestemme effektiviteten og sikkerheden af
den ifelge opfindelsen fremstillede forbindelse (afpre-
vet som hydrochloridsalt). Det vil forstds, at der er ud-
viklet en gruppe af biokemiske forseg, som anvendes til
at forudsige antidepressive virkninger. Der kan i denne
forbindelse henvises til 2 artikler, nemlig Adolphe et
al., The Neoropharmacology of Depression, Diseases of
the Nervous System, 841 - 846 (1977) og Spencer, Review
ofthe Pharmacology og Existing Antidepressants, Br. J.
£lin. Pharmac. 4, 57S - 68S (1977). Disse artikler for-
klarer tydeligt mekanismen ved depression, som optreader,
nar nervesystemet bliver ude af stand til at overfore
impulser imellem neuroner 1 passende antal og med pas-
sende hastigheder. En af de vesentligste &rsager til de-
pression har vist sig at veare en tilstand, hvori der er
en utilstrekkelig mengde monoaminer til stede i central-
nervesystemet. De mest betydningsfulde af disse aminer
er norepinephrin, serotonin og 3,4-dihydroxyphenyl-
ethylamin (dopamin. En klasse af medikamenter, som be-
nzvnes monoamin-optagelses-inhibitorer, har vist sig at
vere virksomme til forbedring af denne tilstand, til-
syneladende ved at inhibere den genoptagelse af ami-
nerne, som foretages af synapserne, der er de nerve-

terminaler, hvorfra aminerne blev frigivet.

Forbindelsen med formlen I tilherer klassen af

monoamin-optagelses-inhibitorer, hvilket ogsa galder
for det racemat, hvorfra forbindelsen isoleres, ifel-
ge USA patentskrift nr. 4 018 895. De i det fslgende be-
skrevne forseg viser den bemerkelsesvaerdige effekti-

vitet af forbindelsen med formlen I som monoamin-opta-

gelses-inhibitor sammenlignet med racematet, hvor-

fra den er isoleret, og den tilsvarende (+)-enan-
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tiomer.

Inhiberingen af monoamin-optagelsen blev malt ved den
oven for beskrevne metode in vitro udviklet af Wong og
Bymaster. Ved denne metode anvendes hanrotter af stam-
men Sprague-Dawley, som vejede 110 til 150 g. Rotterne
blev drebt ved halshugning, og hele hjerner blev udtaget
og dissekeret. R& preparater af synaptosomer blev frem-
stillet fra 10% homogenater af specifikke omrader af
hjernen i 0,32 M saccharose og 10 mM glucose ved differen-
tial centrifugering, svarende til metoden beskrevet af

Gray og Whittaker, J. Anat. 96, 79 (1962).

Synaptosomernes optagelse af [jH]monoaminer blev bestemt
pd felgende made: En portion af et synaptosom-praparat
#kvivalent med 1 mg protein blev inkuberet ved 37 °C i

5 minutter i 1 eller 3 ml Krebs bicarbonatmedium inde-
holdende yderligere 10 mM glucose, 0,1 mM iproniazid,

1 mM ascorbinsyre, 0,17 mM ethylendiamintetraeddike-

syre og [BH]monoamin i en specificeret koncentration. In-
kuberingsblandingerne blev ejeblikkeligt fortyndet med

2 ml isafkslet Krebs bicarbonatpuffer indeholdende 1 mM
ikke-radioaktiv monoamin. Synaptosomerne blev opsamlet
ved centrifugering og ved hjelp af 5 ml kold puffer
overfert til haztteflasker indeholdende 10 ml scintil-
lationsveske. Radioaktiviteten blev mdlt med et veske-
scintillationsspektrometer, og mangden af EBHJmonoamin,
som var akkumuleret af synaptosomerne ved 4 °C, represen-
terede baggrundstzllingen og blev trukket fra de resulta-

ter, der opnéedes for hver prove.

Synaptosomer isoleret fra hypothalamus viste sig at ak-

-12 mol/mg pro-

kumulere [BH]norepinephrin ved 3,9 x 10
tein, nar forsegets gennemfgrtes uden tilstedevarelse af
medikamenter i kontroleksperimenterne. En tilsatning af

forbindelsen med formlen I til synaptosompreparatet
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reducerede optagelsen af monoamin, sdledes som det frem-

gar af den felgende tabel:

Koncentration Optagelse
1 x 10_9M 3,1 x 10—12 mol/mg protein
2 2,2
3 3,1
10 1,4
30 1,0
50 a,9
100 0,8

De oven for angivne data blev indfert pad en logaritmisk
skala med henblik pa& at bestemme den koncentration af
forbindelsen, som inhiberede halvdelen af optagelses-

aktiviteten. Denne verdi (IC5D—verdien) var 4 x 1077 M.

Den samme test blev udfert p& (+)-enantiomeren af forbin-
delsen med formlen I samt p& den racemiske blanding.
IC5O—verdien for (+)-enantiomeren var 40 x 18_9 M, og ver-
dien for den racemiske blanding var 9 x 107~ M. Styrken
af forbindelsen .med formlen I med hensyn til in-

hibering af optagelsen af norepinphrin er saledes omkring
10 gange s& stor som styrken af den tilsvarende (+)-

enatiomer.

Virkningen af forbindelsen med formlen I p& optagel-
sen af [3H]serotonin 0g [3H]dopamin blev ligeledes be-
stemt ved den samme testmetode, idet man anvendte synap-
tosomer isoleret fra corpus striatum til bestemmelsen af
dopaminoptagelsen og synaptosomer fra hjernebarken til
bestemmelsen af serotoninoptagelsen. Det viste sig, at
forbindelsen med formlen I inhiberer optagelsen af
norepinphrin vesentligt mere effektivt end den inhiberer

optagelsen af de to andre monoaminer. ICSO-vmrdierne for
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optagelsen af dopamin og serotonin var henholdsvis 4 og 1

x 1078 M.

Forbindelsen med formlen I er séledes selektiv i

sin virkning, eftersom den inhiberer optagelsen af nor-
epinphrin vesentligt mere effektivt end den inhiberer
optageléen af andre monoaminer. Mange effektive anti-
dépressive midler inhiberer ligeledes optagelsen af

norepinphrin mest effektivt.

Forbindelsen med formlen I har ligeledes veret af-
provet pé& levende dyr med henblik pa at bestemme dens
evne til at inhibere optagelsen af norepinphrin. For-
segsdyrene var hanrotter af stammen Sprague-Dawley,
der vejede 110 til 150 g. Rotterne blev behandlet i
grupper pa 5 med teétforbindelsen i de angivne doser
og med de angivne hyppigheder, hvorefter de blev drabt
ved halshugning. Hypothalamus blev udtaget fra hver
hjerne og homogeniseret i et medium som beskrevet i den
oven for anferte test in vitro. Man anvendte prever

af homogenatet indeholdende 1 mg protein, og inkubé—

tionstiderne, mediet og temperaturen svarede til det

-ovenfor beskrevne.

Nar forbindelsen meg formlen I blev indgivet intra-
peritonealt 1 time for aflivningen i mengder pa 1, 3 og
10 mg/kg, viste det sig, at optagelsen af [ H] nor-
epinphrin blev reduceret med henhpldsv1s 35, 58 og 68%
i forhold til kontrolvardien. EDSU-Verdien beregnedes
til 2,1 mg/kg, idet man udregnede gennemsnittet af 3
uafhangige bestemmelser. EDSU-vardierne blev ogséa be-
stemt for (+)-enantiomeren og racematet og viste sig

at vere henholdsvis 6,3 og 3,4 mg/kg.

De opnéaede data blev ogsd udtrykt p& en anden méde,

idet man grafisk optegnede forbindelsens blodniveau
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imod hastigheden af [3H]norepinephrin—optagelsen.

Denne grafiske fremstilling viste, at EDSD—koncentratio—
nen i blodplasma var omkring 14 x 10_9 g/ml for forbin-
delsen med formlen I. EDSU—vardien for (+)-en-
antiomeren var pa samme basis 110 x 10—9 g/ml, med

andre ord nasten 8 gange sa hej.

Varigheden af inhiberingen af norepinephrin-optagelsen,
som skyldes forbindelsen med formlen I, blev obser-
veret ved at aflive dyr, som modtog 10 mg/kg af for-
bindelsen, pa tidspunkter op til 4 timer efter indgi-
velsen af forbindelsen. Det viste sig, at den maksimale
inhibering af norepinephrin-optagelsen i dette eksperi-
ment var mere end 80%, og at inhiberingen forblev til-
nermelsesvis konstant i 2 timer. 4 timer efter indgi-
velsen var inhiberingen omkring 65%. I modsatning her-
til gav (+)-enantiomeren en maksimal inhibering 70%,

og denne inhibering var faldet til henholdsvis 50 og

35% i den anden og den fjerde time.

Det neurotoxiske middel 6-hydroxydopamin har den egen-
skab, at det sdelagger de norepinephrinerge terminaler
i det centrale og perifere nervesystem. Det viste sig,
at 3 dage efter, at en hanrotte af stammen Sprague-
Dawley var blevet injiceret intraventriculart med 6-hy-
droxydopamin, faldt den optagelse af norepinephrin, som
skyldes synaptomef af hypothalamo, fra en hastighed pa
5,6 x 10712 ti1 en hastighed pa 2,2 x 10712
Nar forbindelsen med formlen I blev indgivet intra-

mol/mg protein

peritonealt inden injiceringen med 6-hydroxydopamin,

blev hastighederne af norepinphrin-optagelsen ikke re-
duceret s8 kraftigt. Doser pd 1, 3 og 6 mg/kg reducerede
inhiberingen af optagelsen med henholdsvis 15, 43 og 70%.
EDSD-verdien blev beregnet til 4 mg/kg. EDSU-verdien af
(+)-enantiomeren blev vurderet pa samme made og viste

sig at vere omkring 22 mg/kg.

7

/
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Forbindelsen med formlen I er evalueret i et test-
system in vitro med henblik pa at bestemme dens an-

ticholinerge virkning.

P4 basis af resultaterne af denne underszgelée er den

~anticholinergiske virkning af forbindelsen med form-

len I vesentligt mindre end virkningen af .den
tilsvarende (+)-enantiomer eller af racematet. Den
anticholinerge virkning er en skadélig‘bivirkning, som
kendetegner mange medikamenter. Forssgene blev udfart
pa strimler (2 mm x 30 mm) af friske luftrer fra mar-
svin. Strimlerne blev suspenderet i organbade (10 ml)
indeholdende en fysiologisk saltoplesning ved 37,5 °C
og beluftet med en blanding af 5% carbondioxid og 95%
oxygen. Luftrersstrimlerne blev fastknyttet til isome-
triske transducere forbundet til et automatisk regi-
streringsudstyr, og de fik lov at ®kvilibrere under

en belastning pd 2 g i mindst 2 timer, inden medikamen-
tet bleV tilsat. Dosis-responskurver blev opndet ved
at sztte stigende koncentrationer af medikamentet til

badet, idet koncentrationerne hver gang foregedes ca.
3 gange. Koncentrationen af medikamentet foregedes

foerst, nar den foregdende koncentration havde produ-
ceret sit maksimale respons og forblev konstant.

De konsekutive dosis-responskurver for et givet vav
var i alle tilfzlde adskilt med 1 time, hvorunder man
foretog en udvaskning med frisk fysiologisk saltoples-
ning for at sikre en maksimal udvaskning afrmedika—

mentet.

Dissociationskonstanterne blev bestemt ved anvendelse
af acetylcholin som agonist. Ved denne metode bestemte
man de koncentrationsforhold for acetylchoiin, som gav
lige stor respons i naerverelse og i fraver af forbindel-

sen med_Fofmlen I, ved forskellige koncentrationer

.af forbindelsen. Man afsatte logaritmen af (dosisfor-
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holdet - 1) imod den negative logaritme af den molare
koncentration af forbindelsen, og herved opndedes en ret
linie, hvis haldning i alle tilfazlde var teat pa den teore-
tiske enhedsvardi. Beregningsmetoden er udferligt disku-
teret af Arunlakshana og Schild, Some Quantitative Uses

of Drug Antagonists, Brit. J. Pharmacol. 14, 48 - 58 (1959).

Ud fra de grafiske afbildninger blev den negative loga-
ritme af dissociationskonstanten for forbindelsen ifel-
ge opfindelsen bestemt til at vare 5,26, og de tilsvaren-
de vaerdier for (+)-enantiomeren og racematet bestemtes
til henholdsvis 6,04 og 5,72. Dette svarer til, at den
anticholinerge virkning af forbindelsen med formlen

I  kun er en 1/6 af aktiviteten af (+)-enantiomeren og.
kun 1/3 af aktiviteten af racematet. Sandsynligheden for

anticholinerge bivirkninger hidrerende fra forbindelsen

med formlen I er sdledes meget mindre end tilfaldet

er med den tilsvarende (+)-enatiomer eller det tilsva-

rende racemat.

Til vurdering af antidepressivt virkende midler kan man
anvende en hypotermi-antagonisme-test med apomorphin,
eftersom det har vist sig, at antidepressive midler
modvirker den reduktion i legemstemperatur, som frem-
kaldes af apomorfin. Denne test udferes pa felgende
made: Man injicerede mus med en dosis apomorfin,

som reducerede legemstemperaturen (mdlt rektalt) med
omkring 4 °C. Forbindelsen med formlen I blev injice-
ret intraperitonealt 30 minutter inden injektionen med
apomorfin, og legemstemperaturen blev malt 30 minutter
efter injektionen med apomorfin. Forbindelsen med
formlen I gav en antagonisme pé& 50% af hypotermienen ved
indgivelse af en dosis pd 0,16 mg/kg. Forbindelsen var
sdledes vesentligt mere aktiv end den tilsvarende (+)-
enantiomer, som ferst gav en antagonisme pa 50% ved en

dosering p& 2,26 mg/kg.
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En lignende test gennemfertes ved at indgive apomor-

" finen intraperitonealt, mens forbindelsen med formlen

I blev indgivet oralt. Det viste sig, at den hejeste
antagonisme, som kunne frembrihges af forbindelsen med
formlen I i en dosis pd 1 mg/kg, var 35%. Den tilsva-
rende (+)-enantiomer gav en antagonisme'pé 50%, men

forst ved et dosisniveau pd 3 mg/kg.

‘En anden test, som forbindelsen blev underkastet,

var beregnet pa at bestemme de elektrofysiologiske virk-
ningér i det ledende vav i hundehjerter,'hvilket vev'
undertiden benzvnes Purkinje's fibre. Det viste sig,

at forbindelsen med formlen I begransede stig- '
ningshastigheden og varigheden af aktionspotentialet

6

ved en koncentration pa 8 x 107~ M, hvorimod (+)-enantio-

meren forst var effektiv ved en koncentration pa 37 x

10'6 M. Racematet udviste ferst en lignende effekti-

vitet ved en koncentration pa 18 x 1076 m.

Man har underssgt den akutte toxicitet ved at injicere
forbindelsen med formlen I i store doser i mus. Det
viste sig, at der ikke indtraf nogen dedsfald ved doser, 
pa under 90 mg/kg, hverken med forbindelsen ifglge op-
Findeisen eller med dennes (+)-enantiomer. I lavere do-
seringer frembragte forbindelsen tydelige indvitkninger
pa centralnervesystemet, hvilke indvirkninger forsvandt
hurtigt, narmere bestemt i lsbet af 40 til 60 minutter.
De virkninger, som frembragtes af tilsvarende doser af
(+)-enatiomeren, var lignende, men de varede vaesentligt
langere. F. eks. var de mus, som blev behandlet med
(+)-enatiomeren i en dosis pa& 60 mg/kg, stadig i stimu-

leret tilstand 5 timer efter indgivelsen;

Forbindelsen med formlen I anvendes som antide—r
pressivt middel ved en metode, som bestar i at indgive

en patient, der lider af depression, en effektiv dosis
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af forbindelsen. Effektive antidepressivt virkende doser
forefindes i omraddet fra omkring 0,1 til omkring 25 mg/kg
svarende til mellem ca. 6 mg og ca. 1500 mg pr. dag

som en total dosering for et menneske. Det foretrukne
dosisomrade ligger p& mellem ca. 0,5 og ca. 5 mg/kg

eller fra omkring 30 til omkring 300 mg pr. dag for et
menneske. Forbindelsen kan indgives to eller flere gange
pr. dag ved at opdele doseringen pa passende vis til hver
indgivelse, eller forbindelsen kan indgives p& en gang.
Indgivelsesvejen for forbindelsen er ikke kritisk. Det
har vist sig, at forbindelsen absorberes oralt, og man
foretrekker sdledes almindeligvis oral indgivelse pa grund
af bekvemmeligheden af denne indgivelsesform. Imidlertid
kan man ogsd effektivt indgive forbindelsen subcutant,
ved injektion eller i sarlige tilfazlde ad andre ind-
giveslesveje, f. eks. i form af tabletter til anbringel-

se under tungen eller form af suppositorier.

Farmaceutiske midler, hvormed man kan indgive forbin-
delsen, kan formuleres ved metoder, der er velkendte

inden for den farmaceutiske kemi. Nar man snsker at an-
vende oral indgivelse, er det almindeligvis mest be-
bekvemt og skonomisk at fremstille et tablet eller en kap-
sel indeholdende forbindelsen. Kapsler indeholdende for-
bindelsen fremstilles pa& sadvanlig made, idet man sim-
pelt hen fortynder forbindelsen med et farmaceutisk
accceptabelt bazrestof -og fylder den snskede mangde pa

en kapsel af passende storrelse.

Som det vil vere velkendt for farmaceuter, er tabletter no~
get vanskeligere at fremstille, men de kan dog frem-
stilles ved savel direkte kompression som ved granu-
leringskompression. Som de efterfelgende eksempler
illustrerer, kan man anvende de sadvanlige typer af
fortyndingsmidler, excipienser, smeoremidler og binde-

midler ved fremstillingen af tabletter indeholdende
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forbindelsen fremstillet ifelge opfindelsen.

Nar man skal fremstille flydende doseringsformer, er

det naturligvis en fordel, at forbindelsen foreligger

i form af et vandopleseligt salt. Sadanne salte kan

.vere oplest i vand til injektionsbrug, eller de kan

vere oplest i vand, der er tilsat passende smagsstof-
fer og blandet med farmaceutisk acceptable konserverings-
midler, saledes at forbindelsen kan indgives oralt som

en eliksir.

Man foretrakker at formulere forbindelsen til oral ind-

givelse, og blandt sédanne formuleringer foretrekker

man tabletter og kapsler. Formuleringer, der afgiver

mellem ca. 5 og ca. 500 mg pr. dosisenhed, er specielt
nyttige. Man foretrazkker dosisenheder, der afgiver mel-

lem ca. 10 og ca. 100 mg.
I det folgende er anfort eksempler pad typiske formule-

ringer i samtlige tilfalde foreligger forbindelsen

som hydrochloridsalt.

Kapsler

Til 5 mg pr. kapsel

Aktiv forbindelse ' 5 mg

Pregelatineret stivelse NF ' 295 mg

Forbindelsen og stivelsen blandes grundigt og fyldes

. pad harde gelatine kapsler.

til 25 mg_pr. kapsel

Aktiv forbindelse 25 mg
Mikrokrystallinsk cellulose NF 123,4 mg
Pregelatineret stivelse NF 36,1 mg

Siliconevaske 1,9 mg
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Siliconevesken blandes grundigt med en del af excipien-
serne. Forbindelsen og resten af excipienserne tilset-
tes, og samtlige ingredienser blandes herefter grundigt.

Blandingen fyldes p& harde gelatinekapsler.

Til 50 mg_pr. kapsel

Aktiv forbindelse 50 mg

Pregelatineret stivelse NF ' 168,4 mg
Stivelse NF 82,9 mg
Siliconevaeske 1,6 mg

Fremstillingen forleber pé& samme made som for 25 mg kap-

slerne.

Til 500 mg pr. kapsel

Aktiv forbindelse 500 mg
Pregelatineret stivelse NF 400 mg

Forbindelsen og stivelsen blandes grundigt og fyldes

péd harde gelatinekapsler.

Tabletter
Aktiv forbindelse 10 mg
Mikrokrystallinsk cellulose NF 233,7 mg
Stivelse NF 45,0 mg
Stearinsyre NF 6,0 mg
Magnesiumstearat NF 3,0 mg

Kolloidt siliciumdioxid NF 0,9 mg

Forbindelsen og de andre ingredienser blandes grundigt

og presses til tabletter.
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Forbindelsen og de andre ingredienser blandes grundigt

og presses til tabletter.

Smé& kugler - til 25 mg pr. tablet

Aktiv forbindelse . 25 mg

Mikrokrystallinsk cellulose NF 249,7 mg
Lactose USP 25,0 mg
Pregelatineret stivelse NF 10,0 mg
Stearinsyre NF ' 7 8,0 mg
Magnesiumstearat NF ) 3,3 mg
Kolloidt siliciumdioxid NF 2,4 mg

Den aktive forbindelse, lactose, den pregelatinerede
stivelse, 30% af den mikrokrystallinske cellulose, 80% af
stearinsyren og 50% af det kolloide siliciumdioxid
blandes grundigt og presses til sma kugler. Disse kug-
ler sigtes til dannelse af granula, som sammen med
magnesiumstearatet og den resterende mikrokrystallins-

ke cellulose, stearinéyren og det kolloide siliciumdioxid

blandes grundigt og presses til tabletter.

Fugtig granulering - til 50 mg pr. tablet:

Aktiv forbindelse ' 50 mg

Dibasisk calciumphosphat USP ' 112,9 mg-
Lactose USP _ 7 105,0 mg
Mikrokrystallinsk cellulose NF 7 60,0 mg
Stivelse NF ' 9,0 mg
Stearinsyre NF 4,5 mg

Magnesiumstearat NF 1,5 mg

Den aktive forbindelse blandes grundigt med det diba-
siske calciumphosphat og lactosen, hvorefter blandingen

omdannes en fugtig masse ved hjelp af en blanding (1:1)
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af denatureret alkohol og renset vand. Den fugtige

masse filtreres og terres, og den terre masse sigtes
til dannelse af et granulat. Dette granulat blandes
grundigt med den mikrokrystallinske cellulose, sti-

velsen, stearinsyren og magnesiumstearatet, hvorefter

blandingen presses til tabletter.
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Patentkrauv:

Analogifremgangsméde til fremstilling af (-)-enan-

tiomeren af forbindelsen med formlen
]
VAN
g
— N
o > H{CHz= ) 2—NH~CHz (1)
8——‘—?‘_‘1.

Haz

7N\,

eller et farmaceutisk acceptabelt salt deraf, k e n -

detegnet ved, at man

(a) omsatter den racemiske form af forbindelsen med
formel I med en L(+)-mandelsyre til dannelse af en

blanding af (+)(-)- og (+)(+)-mandelsyresaltene,

(b) skiller (+)(-)-mandelsyresaltet fra (+)(+)-mandel-

syresaltet ved fraktioneret krystallisation,

(¢) omsatter det herved opndede (+)(-)-mandelsyresalt
med en sterk base til frigivelse af (-)-basen med for-

mel I, og

(d) om snsket omdanner den sdledes opndede frie base

til et farmaceutisk acceptabelt salt deraf.
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