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PredloZeny vynélez se tykd oblasti selektivnich irre-
verzibilnich inhibitord enzywu moncaminoxiddzy (ddle MAO)
a tyké se R(+) enantiomeru N—propargyl—1—aminoindanu (déle
PAI), ktery je selektivnim irreverzibilnim inhbbitorem B-
formy enzymu monoahinoxidézy (ddle MAO-B). Vyndlez se také
tyké Tarmaceutickych pripravkd, obsshujicich R(+) PAI, kte-
ry je zv143t& vhodny pro léfeni rarkinsonovy choroby, po-
ruch pamdti a demence Alzheimerova typu (DAT), deprese @
hyperaktivniho syndrcmu u d2ti.

Parkinsonova choroba se obecné poklédé za nésledek
degradace presynaptickych dopamingernich neuront v mozku
¢ néslednymi sniZenimi mno%stvi neurotransmitéru dopaminu,
ktery se uvolnuje. Nedostatedné uvolnovéni dopaminu proto
vede k néstupu poruch sagovolné svalové kontroly symtoma-
tickych pro Parkinsonovu chcrobu.

RGzné postupy pro 1lé&eni Parkinsonovy choroby byly
vyvinuty a v Sirokém rozsahu se béiné pouZziveii, napf. po-
dévéni L-Dopy spolu s inhibitorem dekarboxylézy jako je
L-carbidopa mebo benzerazid. Inhibitor dekarboxyldzy chré-
ni molekulu L-Dopy pred periferni dekarboxylaci a tak za-
jis¥uje prijem L-Dopy zbyvajicimi dopaminergnimi neurony
mozkovym striatem. Zde se L-Dopa prevede na dopamin, co%
mé za nécsledek zvySeni hladiny dopaminu v t&chto neuronech.
Nésledkem fyziologickych impluzd t&chto neurondt je proto

schopnost uvolnéni v&t3iho mnoZstvi dopaminu, které se bli-



Z1 normélnim poZadovanym hodnotém. Toto 1léeni proto mirni
symptomy této choroby a prispivé k dobrému stavu pacient8.
Nicmén& 1lé&eni L-Dopou mé své nevyhody, hlavni z
nich je, Ze ulinnost 1lé8eni je optimélni pouze v n&kolika

’prvnich letech po zdhajeni 1éZby. Po této utvodni periodé
klinické odezve mizi a je doprovézena n&Zddcucimi vedlej-
8imi Ulinky, které zahrnuji diskinézu, vypadek Ulinnosti
pres den ("efekt on-off") a psychietrické symptomy, Jjako
Jsou stavy zmatenosti, paranoia a halucinasce. Tento vy-
padek ulinku p¥i 14¢bé L-Dopou se pPicéitd mnoha fakto-
rdm, zahrnujicim p¥irozenou progresi choroby, zm&nu dopa-
minovych receptord v dosledku zvy3eni produkce dopaminu
nebo zvy3ené hladiny metabolitd dopaminu a farmskokinetic-
ké problémy spojené s absorpeci L-Dopy (souhrn uvédi Youdinv
a specl., Progress in Medicinal Chemistry, sv.21, kapito-
la 4, str, 138 - 167 (19€4), vyd. Ellis and West, Else-~
vier, Aisterodam).

Aby se p¥ekonaly nevyhody léleni L-Dopou, byly navr-—
Zeny rtzné 1é%ebné postupy, ve kterych je I-Dopa kombino-
véna s inhibitory MAO s cilem metabolického rczruSeni no-
v& vzniklého dopaminu (viz nap¥. patent US 4826875).

MAO existuje ve dvcu forméch znémych jako MAC-A a
MAO-B, které jsou selektivni pro rtzné substréty a inhi-
bitory. Napf. MAC-B metabolizuje ulinn2ji substréty Jjako
je 2-fenylethylumin a je selektivn® a irreverzibilné in-

hibovén (-)-deprenylen (jak je popséno niZe).



Je ireba uvést, Ze v3ak kombinace L-Dopy s inhibito-

ry Jjak MAO-A tak MAO-B vede k neZéddoucim vedlejd3im ulin-
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ch se zvy€eanl hladiny kxatecholaminu pres
neuraxon. Dédle Je kompletni inhibice MAD také nezddouci,

nek symptomimetickych =mind jako Je
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protoZe potencuje Gl
tyramin, c¢oZ vede k tzv. "syrovému efekxtu" {("chees-efRkt").
Souhrn viz Youdim a spol., Honébock of #xperimentsl Fhar-
nmacology, sv.90, kap.3 (1%88), vyd. Trendelenburg =nd
Yeiner, Springer-Verlag). JelikoZ WMAC-3 se ukédzala byt
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predominantni formcu ¥AO v mozku, povazuji se selektivni

inhibitory této forny za moZny zpGsob dosaZeni eniZeni roz-

¢}

ruSeni dopaninu na Jjedné strané a spoleéné s minimaliza-
ci systemickych uUdinkd celkové inhibice WAO na strané
druhé.

Jednim z t&8chto selektivnich inhibitord WAC-B je
(-)-deprenyl, ktery byl v 3irokém rozsahu studovén a byl
pcuzit jako inhibitor [40-B k doplné&ni 1é&by L-Dopu. To-
to 1léZeni (-)-deprenylem Jje obecné vyhodné, JjelikoZ ne-
ptsobi "syrovy efekt" pri dévkéch pisobicich témér kom-
pletni inhibici MAC-B (Elsworth a spol., Fhyschopharmeco-
logy, 57, 33 (13578). Déle pridavek (-)-deprenylu ke kom-
binaci L-Dopy a inhibitoru dekarboxyldzy pacientlm s Par-
kinsonovou chorcbou vede ke zlepSeni akinézy a celkové
funkéni kapacity rovnéZ Jjako k eliminaci vypadkld typu
"on-off" {viz Birkmayer and Riederer v "Parkinson’s Di-

sease" str. 138-149, Springer-Verlag (1983)).



Tak tedy (-)-deprenyl zvySuje e prolonguje uUdinek
L-Dopy a umoZnuje sniZeni dévek L-Dopy, &im% jsou cmeze-
ny neZédouci vedlejsi d€inky 1lé&eni L-Dopou.

Nicménd (~)-deprenyl neni bez svych vlastnich neZé-
doucich uUdinkl, které zahrnuji aktivaci preexistujicich
Yaludednich viedd a oblasné hypertenzivni pirihody. Déle
(=)-deprenyl je derivétem amfetaminu 2 je metabolizovén
za tvorby amfetaminu a wmethamfetamint, které mohou vést
k neZédoucim vedlej8im ulinkdm spojenych s témito latka-
mi jako je nap¥. zvydend srdedni frekvence (Simpson, Bio-
chemical Pharmacology,27, 1591 (1978); Finberg a spol.,

v "Monoamine Oxidase inhibitors - *he State of the Art",
str.31-43, vyd. Youdim a Paykel, (1981) Wiley).

Dalsi sloudeniny, které jsou selektivnimi irrever-
zibilnimi inhibitory MAO-B, které jsou prosté neZédoucich
vedlejSich Ulink? spojenych s (-=)-deprenylem, JjiZ byly
popsény. Jednou tskovou sloudeninou Je N-prcpargyl-1-amino~-
indan.HCl (racemicky PAI.HC1l) popsany v patentech GB
1003686 a GB 1037014 a US 3513244. Ye to uUlinny selektivni
irreverzibilni inhibitor MAO-B, ktery neni metabolizovén
na amfetaminy a nevzniké p*i ném zvy3eni nezédoucich sym-
patomimetickych dW&inki.

Ve srovnévecich testech na zvifatech se prokézalo,

Ye racemicky PAI mé znalné vyhody ve srovnéni s (-)-depre-

nylem, nap¥. racemicky PAI nevyvolévé Zédnou vyznamnoy ta-



chykardii, neplisobi zvySeni krevniho tlaku (u€inky vyvo-
lané d4vkeami 5 mg/kg (-)-deprenylu), nevyvolévda kontrakce
vigek ani zvy8eni srdedni frekvence v davkéch aZ do 5 ng/kg
(4&inky posobené (-)-deprenyler v dzvkéch nad 0,5 mg/kg),
ddle racemicky PAI.HC1 nepotencuje kardiovaskulérni ulinky
tyraminu (Finberg a spol. v "Enzymes and Neurotransmitters
in Mental Disease", str. 205-219 (13580), vyd. Usdin a spol.,
pub. John Wiley and sons,NY; Finberg a spol (1581) v "Mo-
noamine Oxidase Inhibitors - ‘he State of the Art", ibid;
Finberg a Youdim, British Journal Fharmacol.,85 451 (1985)).

Jednim cilem predloZeného vyndlezu je separovat ra-
cemické sloudeniny PAI a vyrobit enantiomer s inhibilni
aktivitou MAOC-B.

Jeliko¥ deprenyl mé podobnou strukturu jako PAI a Je
znémo, %e (-)-enantiomer deprenylu tj. (-)-deprenyl, Je
znainé farmaceuticky aktivn&j¥i nez (+)-enantiomer, odborni-
ci predpoklédali, Ze pouze (-)-enantiomer PAI by mohl byt
Uéinnym inhibitorem WMAC-B.

Avdak na rozdil od té&chto predpokladd bylo po roz-
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St&peni obou engntiomerd zjisténo, v souladu s timto vyné-

lezem, e ulinnym inhibitorem MAO-° byly (+)-PAI enentio-
mer, zatimco (-)-enantiomer vykézal extrémné nizkou inhibil-

Udinnost KiC-B., Déle (+)-PAI engntiomer m#l také plekva-
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zJi3téni jsou zaloZena jak na in vitfo tak in vivo experi-
mentech a detailn2ji jsou Drezentovéna déle.

Nésledn® bylo zjisténo, Ze (+)-PAI mé absolutni kon-
figuraci R. To bylo také prekvapujici vzhledem k olekévané
strukturélni analogii s deprenylem a amfeteniny.

Vyso¥y stupen stereoselektivity farmekologické u¥in-
nosti mezi R(+).PAI a S(-)-enantiomerem je také pozoru-
hodny. Sloulening R(+)-PAT Jje témd¥ o Styri P4dy aktiv-
n&js8i nez S(-)-enantiomer pri inhibici 1AO-B. Tento pomér
Je vyznemné vy3si neZ byl pozorovén mezi dvéma enentiome-
ry deprenylu (Knoll a iMagyar, Adv.Biochem.Physchopharmacol.,
5. 393 (1972); Megyar = spol., Acta Physiol.Acad.Sci.Hung.,
32, 377 (1967)). Ddle v nékterych fyziologickych testech
se o (+)-deprenylu uvddi, Ze md stejnou nebo dokonce vy331i
udinnost neZ (-)-enantiomer (TBkes a spol., Pol.J.Pharna-
col.Pharm.40, 653 (1988)).

N-Methyl-N-propaergylaminoindan (MPAI) Jje WinnZjsi
inhibitor MAO, ale s niZ81 selektivitou pro MAO-B oproti
1jAO-A (Tipton a spol., Biochem.Pharmacol., 31, 1250 (1982)),
Pfekvapiv® v tomto pripad® autori vynélezu zjistili, Ze
jsou pouze malé rozdily v relativnich déinnostech dvou
enantiomerd, coz déle zddraznuje pozoruhodnost p¥ripadu
R(+)-PAI (viz tabulka I).

Daldim cilem predloZeného vynélezu je poskytnout po-



prvé pouziti farmaceuticky udinného PAI-engntiomeru sa-
rotrého (bez L-Dopy) pro lééeni Parkdnsonovy choroby, de-
mence a deprese (viz Youdim a spol v Handbook of Experi-
mental rharmecology, sv. 90/I,(1988), kap.3, vyd.Trende-
lenberg and Wiener).

Jedt?d daldim cilem vyndlezu je poskytnout pouziti
farmaceuticky U¥inného PAI-engntiomeru pro predlécbug to
samotného nebo spolu se synergistickymi létkami, pro Par-
kinsonovu chorobu tak, aby se oddélila 1é&ba L-Dopou a
s ni spojené neZddouci vedlejdi udinky. Tento pFistup byl
studovén s ohledem nz (-)-deprenyl, ktery se ukézal byt
U&inny podévany semotny v rannych stadiich parkinsonismu
a mdZe mit také u téchto pacientd synergisticky ucéinek pri
cpole¥ném podéni s alfa-tokoferoler (derivdétem viteminu A),
(The rarkinson’s Study Group, New England J.led., 321 (20),
1364-1371 (1989)). |

Kromé&€ své vhodnosti pri lééeni Parkinsonovy choroby
se (-)-deprenyl také ukdzal byt velmi vhodny pro 1léleni
pacient® trpicich demenci Alzheimerova typu (DAT) (Tariot
a spol., Psychopharmacology, 91, 489-495, 1987) a pri 1é-
eni deprese (Mandelewicz a Youdim, Brit.J.Psychiat.142,
508-511, 1983). Z toho vypl&nulo pouziti R(+)-PAI sloude-
niny, u které se prokdzala ulinnost,pri obnoveni paméti,

moZnosti 1é&eni porucn pamé&ti a zvlé3té& vhodné pouZiti pro



1é¢bu Alzheimerovy choroby a pro 1lé&bu hyperaktivniho

’

syndromu u déti.
PredloZeny vynédlez tek poskytuje novou sloudeninu
R(+)-enantiomer N-propargyl-l-aminoindanu /R(+)PAI)/

vzorce I

(1)

a Jje’i farmaceuticky pPfijatelné adi&ni sole s kyselina-

mi. PredloZeny vyndlez se teké tykéd pripravy R(+)PAI, far-

raceutickyeh priprevkd, obsshujicich sloudeninu R(+)PAI spo-

lu s vhodnymi nosidi a pouZiti R(+)PAI pro lédeni lidskych

pacient® trpicich Parkdnsonovou chorobou, peruchami ba—

meéti, demenci Alzheimerova typu a hyperaktivnim syndromem.
R(+)PAI md%e byt ziskén optickym roz3tépenim race-

mické smési R a S-enantiomeru PAI. Teto roz3tdpeni miZe

byt provedeno jakoukoliv b&Znou metodou pro roz3t&peni,

kterd je dcbrfe zndma odbornikim, jako jsou metody popsané

v "Enantiomers, Racemates and Resolutions” J.Jacquesemn,




A.Colleter a S.Wilenem,Pub.John ¥%iley and Sons, NY,15€&1.
Nappiklzd resoluce mtZe byt provedera preparativni chro-
matografii na chirdlni kolon&., Jinym p¥ikladem vhodného

W

je priprava diastereomernich

L%

zphsobu optického Stépeni
coli s opticky aktivnimi kyselinaczi jako je kyselina vin-
né, jablednd, mandlovd neto N-acetylderivéty aminokyselin
jakxo Jje N-acetylleucin, s nésledujici rekrystalizeci pro
izolaci diastereomerni cole péiadoveného R-enantiomeru,

R

3

Racemické smés a S enentiomerd m%%e byt pripravena

nap¥. jak Jje porséno v GB patentech 1003676 a GB 1037014,
fgcemicksd smis PAI mGZe byt také pPipravens reskci 1-chlor-
indzaru nebo l1-bromindanu s propargylaminem. Alternativng ml-
2e byt racemét pPipraven reakci propargylaminu s 1-indano-
nem za vzniku odpovidajiciho iminu s ndsliedujici redukecl
dvojné vazby uhlik-dusik v iminu vhodnym &inidlem, Jjako
je borohydrid sodny. |
V sculadu s predloZenym vyndlezen riZe byt R enentio-
mer PAI také pripraven pPimo z opticky aktivniho R-enentio-
meru l1-aminoindanu reakci s propargylbromidem nebo propar-
gylchloridem za pritomnosti organické nebo anorganické
bdze a popPipadé za pritomnosti vhodného rozpoudtédla.
Vhodnymi grganickymi nebo anorganickymi bézemi pro
pouziti ve vy3e uvedené reakeci jsou napP. triethylamin, py-
ridin, uhliditany nebo hydrogenuhli¢itany alkalickych ko-

vi atd. Jestli%e se reakce provédi za pritomnosti rozpous-



-

-10=

$t&dla, mbZe byt toto zvoleno ze skupiny zahrnujici napt.
toluen, methylenchlorid a acetonitril., Vyhodné metoda
pripravy vy%e uvedenych sloudenin zahrnuje reakeci mezi
R-1-aminoindanem a propargylchloridem za pouziti hydrogen-
uhli¢itanu draselného jako bdze a acetonitrilu jako roz-
poustédla.

Uvedené reakce 1-aminoindanu obecnd vede ke smési nezrea-
goveného primérniho aminu, poZadovaného sekundérniho ami~-
nu 2 tercidrniho aminu N,N-bispropargylaminového produktu.,
Pozadovany sekundérni amin, t.j. N-propargyl-1-aminoindan, :
miZe byt z této smési oddZlen jakoukoliv obvyklou separad-
ni metodou jako je chromatografie, destilace, selektivni
extrakce atd..

Vychozi R-1-aminoindan miZe byt pripraven zplsoby zné-

mymi z literatury, napf. jak uvddi Lawson ar Rao, Bioche-
mistry (1980) 19, 2133 a zde citované odkazy, a evropsky
patent &. 235590,

R-1-Aminoindan také miZe byt priprafen optickym rozdt &-
penim racemické smési R a S enantiomert, nep¥. tvorbou dia-
! stereomernich soli s opticky aktivnimi kyselinami, nebo ji=-
| nou znédmou metodou, jako je metoda uvedend ve vySe citova-
né publikaci "Enantiomers, Racemates and :esolutions" od J.
Jacquese a spol., Ppub.John Wiley and Sons, NY,1981. Alterna-
tivn& vychoz{ R-1-aminoindan m&Ze byt pripraven reakci
1~indanonu s opticky aktivnim aminem s nésledujici redukeci

dvojné vazby uhlik-dusik ve vysledném iminu hydrogenaci nad
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vhodnym katalyzétorem jako je palladiﬁm na uhli, oxid pla-

ti¢ity, Raney-nikl a podobn&. Vyhodnymi opticky aktivni-

mi aminy jsou napPfiklad jeden z antipodd fenethylaminu nebo
ester aminokyseliny jako Jje valin nebo fenylalanin. Benzy-

dové N~C vazba mfiZe byt nésledn® roz3t&pena hydrogenaci

za mirnych podminck.

Daldimi metodemi prc pfipravu R-l-aminoindanu jsou
hydrogenace, jak Jje popséna vy8e, indan-1-onoximatherd, u
kterych alkylové ¢dst etheru obsahuje opticky ¢isté chirdl-
ni centrum. Alternetivné&, nechirddni derivdty indan-1-onu
obsahujici dvojnou vezbu uhlik-dusik, jsko je imin nebo
oxim, mohou byt redukovény chirdlnim redukénim &inidlem,
naptf. komplexem lithiumaluriniumhydridu a efed:rinu.

Pro pripravu farmaceuticky pfijatelnych adidnich soli
gloueniny R(+)PAI se volng bédze nechd reagovat s poZado-
vanymi kyselinami za pPfitomnosti vhodného rozpoustZdle ob-

-

scli s kyselinami mohou

o
2
b-'u
o
o

H\

vyklymi metodami. fodobnd

o

bt prevedeny na volné béze znémymi metodami.
V souladu s predloZenym vinélezen md3%e byt sloudenina
R(+)PAI pripravena Jjako farnaceutické kompozice zejmén
vhodné pro 1léeni Parkinsonovy choroby, demence Alzheime-
rova typu (DAT) nebo deprese. Tekové pPfipravky mohou obsa-
hovat sloufeninu R(+)PAI nebo farmaceuticky prijatelné adil-

ni sole s kyselinami t&chto sloulenin, spolu s farmaceu-

ticky prijatelnymi ncsidi a/nebo prisadami. Nap¥iklad tyto



pripravky mohou byt pripraveny jako 1léliva, které mohou

byt podéveéne orélné, parenterdlné, rektélné nebo trans-
dermdln%. Vhodné formy pro orglni podéni zahrnuji teblety,
lisované nebo potaZené pilulky, draié, s&lky, tvrdé nebo
meékké Zelatinové kapsle, sublingudlni tablety, sirupy a
suspenze; pro parenterdini pcdéni vynédlez pocskytuje ampule
nebo lahvitky obsahujici vodny nebe nevodny roztck nebo
emulze; pro rektdlni poddni jeou urcéeny ¢ipky s hydrofilni-
mi nebo hydrofobnimi vehikuly; a pro topickou aplikaci jsou
to masti a transdermdélni prenos je uskuteén®n vhodnym
transportnim pfenosem znémym v oboru.

Vy%e uvedené piripravky mohou byt pouZity samotné pro
1é8eni Parkinsonovy choroby, Alzheimerovy choroby nebo
deprese, nebo alternativné, v pripadé Parkinsconcvy choroby
mohou- byt pouzity Jjako pridavek k obvyklé 1é&b& L-Dopou.

Vyhodné dévky u&inné sloZky, tj. R=-PAI sloudenin, ve
vy3e uvedenych pripravcich jsou v nésledujicich rozmezich:
pro ordlni nebe Zipkové pripravky 2 aZ 20 mg na davkovcu
jednotku na den, & vyhodn& 5 aZ 10 mg na dédvkovou jednotku
na den; pro injekéni p¥ipravky 1 aZz 10 mg/ml dévkové jednot-
ky na den a vyhodndji 2 aZ 5 mg/ml na dédvkovou jednotku na
dene
Popis obrdzki:

Obr.1. pfedstavuje grafické zndzornéni vysledkd podle pri-

kladu 19.

-
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Obr.2 predstavuje grafické

prikladu 19.

Obr.3 predstavuje grafické

kladu 19.

Cbr.4 predstavuje grafické

prikladu Z0.

Obr.5 predstavuje grafické

kladu 20.

Obr.6 predstavuje grafické

prikladu 20,

Vpr,7 predstavuje grafické

kladu 20.

znédzorndni vysledkd

znézornini vysledkl

znézornéni vysledkd

znézorndni vysledku

znézcrnéni vysledkd

znédzornéni vysledkd

podle

podle pri-

podle

podle pri-

podle

podle ptri-

Obr.8. predstavuje grafické znézorné&ni vysledkd podle

p¥ikladu 20C.

Obr.S predstavuje grafické zndzornZni vysledkd podle p¥ri-

xladu 20,
Obr.10 predstavuje
p¥ikladu 20.
Obr.11 predstavuje
kladu 20.
Cbr.12 predstavuje
prikladu 21.
Obr.13 predstavuje
kladu 21.
Obr.14 predstavuje

prikladu 21,

grafické

grafické

grafické

grafické

grafické

znézornéni vysledkd

znézornéni vysledkd

zndzornéni vysledkd

zndzorndni vysledkd

zndzorndéni vysledkd

podle

podle pri-

podie

podle pii-

podle
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Obr.15 predstavuje grafické znézornéni vysledkd podle
prikladu 21.
Obr.16 predstavuje grafické znézornéni vysledkd podle
prikladu 22,
Vyndlez je bliZe detailn&ji popsén v ndsledujicich
prikladech, tabulkéch a obrézcich, které jej vSak nijek

neomezuji.

Pr{klad 1
Racemicky hydrochlorid N-propargyl-i-aminoindanu

Racemicky l-aminoindan (10,0 g) a 10,4 g uhlicditanu
draseiného se piidd ke 75 ml acetonitrilu. Vysledné smés
se zah¥ivé na 60 °C a po kapkédch se pridé 4,5 g propargyl-
chloridu.

Sm&s se miché& pri 60 e po 16 hodin, pak se nejté-
kavé jSi létky odstrani destilaci ve vakuuv. Zbytek se rozdé-
11 mezi 10% vddny hydroxid sodny a methylenchlorid.

Organické féze se sudi a rozpoudt®dlio se odstrani
destilaci. Zbytek se podrobi rychlé chromatografii na sili-
kagelu s eluci 40% ethylacetemf60 % hexanem. Frakce, obsa-
hujici titulni sloueninu jako volnou bézi se spoji a eluéni
¢inidlo se nahradi etherem. Etherovy roztok se zpracuje s
plynnym chlorovodikem, vytvorené sraZenina se izoluje odsé-

nin a rekrystalizuje z isopropanolu, ziskéd se 7,3 g titulni
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sloudeniny, t.t. 182 az 184 °C,

Chromatografické a spektroskopické hodnoty Jsou v
souladu s literaturou (US 3513244) a autentickym vzorkem.
NMR ( 5 ,CDC13): 2,45 (2H, m), 2,60 (1H, t), 2,90 (1H,m),
3,45 (14, m), 3,70 (2H, 4), 4,95 (1H, t), 7,5 (4H, m)ppm.

Hydrochlorid S-(-)-N-propargyl-1-aminoindanu

Titulni sloudenina ve formé volné baze se izoluje optic-
kym roz3t&penim racemické smési volné béze z pPfikladu 1 na
preperativni HPLC kolon& Chiracelu OJ (celuloza tris/p-
rethylbenzodt/) eluci 10 % isopropanolu/90 % hexanu a shro-
m4¥d&nim prvniho eluoveného hlavniko piku. Vysledny olej se

prevede na titulni sloudeninu (hydrochlorid) zpracovénim

n

¢ 10% diethylether@vyéne roztoku oleje plynnym chlorovedi-
kem a odsétim vysledné sraZeniny. ' |

/¥ 1y ~29,2° (1%, ethanol), t.t. 182 a 184 °C. Daldi
chromatografické a spektroskopické tdaje jsou identické s

hydrochloridovéu soli z piikladu 1.

Pr{iklad 3

Aydrochlorid R-(+)-N-propargyl-1-aminoindanu

| Titulni slou¥enina se pripravi stejna'jako ve vyde
uvedeném prikladu 2 s tim rozdilem, Ze se odd&ii druhy eluo-

vany pik z preparativn{ HPLC: / OQ/D + 29,1° (0,8%, etha-
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nol), t.t. 179 aZz 181 Oc. Dalsi chromatografické a spektro-
skopické uUdaje jsou identické s hydrochloridovou solil

z pPrikledu 1.

Priklad 4
dydrochlerid R-(+)-N-propargyl-l-aminoindanu-
R-(=)-1-Aminoindan (12,4 g) a 12,9 g uhlid¢itanu dra-
selného se pridd k 95 ml acetonitrilu. Vysledné suspenze
se zahtivé na 60 °C a piikape se 5,6 g propargylchlori- .
du. Smés se miché pri 60 °c po dobu 16 hodin, odstrani se
nejtékavd jsi létky ve vakuu. Zbytek se rozd&li mezi 10% vod-‘
ny hydroxid secdny a methylenchlorid.
Organické féze se sudi a rozpousté&dlo se odstrani
ve vakuu, zbytek se chromatografuje rychlou chromatogra-
f£ii na silikagelu za eluce smési 40 % ethylacetdtu/60 %
hexanu. Frakce, obsahujici volnou bézl titulni slouleniny
se spoji a rozpoustédlo se nahrad{ etherem. Etherovy roztok
se zpracuje s plynnym chlorovodikem a vyslednd sraZenina se
jzoluje odsétim a rekrystalizuje z isopropanolu. 2Ziské
se 6,8 g titulnf sloudeniny, t.t. 183 aZz 185 °c /X /p
+30,90° (2%, éthanol). Spektrélni vlastnosti jsou shodné

s vlastnostmi uvedenymi pro sloudeninu z pfikladu 1e
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P¥{xlad 5 .
fydrochlorid S-(-)-N-propargyl-1-aminoindanu

Titulni sloudenina se pripravi metodou podle prikladu
4 s tim rozdilem, %e se jako vychozi létka pouZije S-(+)-
1-aminoindan. Produkt vykazuje /0(/D —30,3O (2%, ethanol),
t.t. 183 a% 185 °C. Spektrélni vlastnosti jsou identické

s vlastnostmi uvedenymi pro sloudeninu z p¥ikladu 1.

Priklad 6
. Di  (R-(+)-N-propargyl-l-aminoinden)L-tartrét

K roztoku L-vinné kyseliny (4,4 g) ve 48 ml vrouciho
methanolu se pfidé roztok R-(+)-N-propargyl-i-aminoindano-
vé volné bsze (5,0 g) v methanolu (48 ml). Roztok se zahii-
vé na teplotukpdtnéno toku a b&hem 20 min se pridéd 284 ml
terc.butylmethyletheru. Sm&s se zah?ivé daldich 30 minut,
ochlad{ a vysledné sra’enina se odsaje, ziskd se tak 6,7 g
tituln{ sloudeniny, t.t. 175 az 177 °C.
/o/py (1,5, H,0)= +34,3; elementérni analyza pro 028H32O6N2
vypodteno: 68,26 % C, 6,56 % H, 5,69 % N, nalezeno 68,76 %
c, 6,57 % H, 5,61 % N,

Priklad 7
Hydrochlorid R-(+)-N-methyl-N-propargyl-1-aminoindanu
Volné béze R-(+)-N-propargyl-i-aminoindanu z pfikladu

4 (1,2 g), uhlid¢itanu draselného (0,97 g) a methyljodidu
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(1 g) se pfidd k 15 ml acetonu a vyslédné suspenze se zahii-
vé na teplctu zpé&tného toku pod atmosférou dusiku po 8
hodin., Pak se t&kavé létky odstrani za sniZeného tlaku

a zbytek se rozddli mezi 10 % vodny hydroxid sodny (30 ml)
a methylenchlorid (30 ml). Organickd féze se sus$i a roz-
poudtédlo se odstrani ve vakuu. Zbytek se zpracuje rych-
lou chromatografii{ na silikegelu s eluci smési 40% ethyl-
acetdtu/60 % hexanu. frakce, obsahujici titulni sloudeni-
nu ve formé volné bdze se spoji a rozpousSt&dlo se nahra-
di diethylethere, Etherovy roztok se zpracuje s plynnym
chlorovodikem, té&kavé podily se odstrani ve vakuu a zby-
tek se rekrystalizuje z isopropenolu, ziskéd se 400 mg ti-
tulni slouleniny ve form& bilé krystalické pevné létky,
t.t. 134 az 136 °C, /s(/p +31,40 (ethanol). NMR ( $CDC15):
2,55 (2H, m), 2,7 (1H, 8&ir.s), 2,8 (3H, s), 3,0 (1H,m),

3,4 (14, m), 3,9 (2H, 3ir.s), 5,05 (1H,m), 7,7 (4H, m) ppm.

rriklad 8

Hydrochlorid S-(-)-N-methyl-N-propargyl-1-aminoindanu
Titulni sloulenina se pripravi jako v p¥ikladu 7 vy3e

s tim rozdilem, ¥e se jako vychozi létka pouZije S-(-)-

N-propargyl—l-aminoindan (volnd béze) z prikladu 5. V3ech-

ny fyzikédlni a spektrdlni vlastnosti titulni slouZeniny

jsou shodné s t8mito vlastnostmi z prikladu 7 s vyjimkou

/K /y =34,9° (ethanol).
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P¥{klad 9
SloZeni tablet

Hydrochlorid R(+)-N-propargyl-l-aminoindanu 5,0 mg

pfedZelatinovany Skrob 47,0 ng
laktoza nesu3end 66,0 mg
mikrokrystalické celuloza 20,0 mg
gkrobovy glykoldt sodny 3,0 mg
talek 1,5 mg
steardt hotelnaty U,7 mg

Pro granulaci se pridé potFebné mnéZstvi predlisténé vody.

P¥{klad 10
SloZeni tablet

Hydrochlorid R(+)-N-propargyl-1-aninoindanu 1,0 mg

laktoza nesuSené 50,0 mg
pfedZelatinovany ékfob 36,90 mg
mikrokrystalickd celuloza 14,0 mg
ékroboéy glykolét sodny 2,2 mg
talek : 1,0 mg
steardt horelnaty 0,5 mg

Pro granulaci se pfid4 pot¥ebné mnoZstvi pred&i3téné vody.

Priklad 11
SloZeni kapsld
Hydrochlorid R(+)=N-propergyl-l-aminoindenu 5,0 mg

pPedZzelatinovany Skrob 10,0 mg
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Skrob ‘ 44,0 mg
mikrokrystalické celuloza 25,0 mg
ethylceluloza 1,0 mg
talek 1,5 ng

Pro granulaci se pikié potrebné mnoZstvi predé¢idténé vody.

Priklad 12

SloZeni injekecd

’Hydrochlorid R(+)-N-propargyl-i-aminoindanu 5,0 mg
bezvodé dextréza 44,0 mg
HC1 do pH 5

Pridé se 8idténéd voda v mnoZstvi potrebném pro 1 ml.

Priklad 13

SloZeni injekel

Hydrochlorid R(#)-N—propargyl.1—aminoindanu 1,0 mg
chlorid sodny . 8,9 mg
HC1l do pH 5

P$idé se ¢i8t&né voda do 1 ml.

Pr{klad 14

SloZeni injekei

Hydrochlorid R(+)-N-pr§pargyl—1-aminoindanu 2,0 mg
chlorid sodny - 8,9 mg
HC1l do pH 5

Pridé se ¥i3t&né voda podle potfeby do 1 ml.
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P¥iklad 15
SloZeni sirupu

Hydrochlorid R(+)-N-propargyl-1-aminoindanu 5,0 mg

sacharoza 2250,0 mg
sodné stl sacharinu 5,0 mg
methylparaben 6,0 mg
propylparaben 1,0 mg
chutové prisady 20,0 mg
o glycerin USP 500 mg
alkohol 95% USP 200 nmng

Ppidd se $i3tdné voda v mnozstvi potFebném do 5,0 ml.

Priklad 16
Suhlinguélni tablety

Aydrochlerid R(+)-N-propargyl-1=-aminoindanu 2,5 mg
) mikrokrystalickd celuloza 20,0 mg
i nesulenéd laktoza 5,0 mg
ptedZelatinovany Skrob 3,0 mg
povidone 0,3 mg
barvici prisada QeSe
ochucovadla QeSe
sladidla QeSe

talek 0,3 mg
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Smé&s prisad a aktivni létky se granuluje s ethanolo-
vym roztokem Povidonu. Po sueni a odvézeni se smisi s tal-

kem a lisuje.

Priklad 17
PAL sublingudlni tablety

Hydrochlorid R(+)-N-propargyl-1!-asminoindanu 5,0 mg
mikrokrystalickd celuloza 15,0 mg
predZelatinovany Skrob 12,0 mg
ethylceluloza . 0,3 ng
talek 0,3 mg

Podle potfeby granulace se pridéd &ist&nd voda.

Pr{xlad 18
"SloZeni tablet

Hydrochlorid R(+)-N-propargyl-1-aminoindanu 5,0 mg
levodopa 100,0 mg
Carbidopa 25,0 mg
predzelatinovany Skrob 24,0 mg
Skrob o 40,0 mg
mikrokrystalické celuloza 49,5 mg
barva DY C Yellow &.10 S 0,5 mg
barva DWC Yellow &.6 0,02 mg

Alkohol USP se pridd podle potPeb granulsce.




-23-

Ndsledujici priklady a pfipojené tabulky a obrazky se
vztahuji k biologickym pokuslm provedenym v souladu s tim-

to vynédlezen.

Priklad 19
Inhibice aktivity MAO in vitro
Experimentédlni protokol:

Zdrojem MAO enzymu byl homogen&t mozku krys v 0,3M
sacharoze, ktery byl odstredovén pFi 600 g po dobu 15 mi-
nut. Supernatant byl zfed&n zhruba v 0,05M fosfétovém pufru
a;pfedinkubovén se seroivymi Fed&nimi sloudenin obecného
vzorce I: R(+)-PAI, S(-)-PAI a racemicky-PAI (kde A zna-
mend vodik) po 20 minut pfi 37 °c, Pak se pridaji V40 _znate~
né substrity (2-fenylethylamin, déle PEA, 5-hydroxytrypta-
min, déle 5-HT) a v inkubaci se pokraluje delgich 20 min
(PEA) nebo 30-45 min (5-HT). Pou?ité koncentrace substré-
tu byly 50 /uM (PEA) a 1 oM (5-HT). V pripadé PEA bylsa
koncentrace enzymu volena tak, %e se bé&hem reakce nematabo-
lizuje vice neZ 10 % substrétu. Keakce se pak ukondi pii-

davkem tranylcyprominu (do konené koncentrace 1 mM) a in-
kubét se zfiltruje pies malg sloupec Amberlitu CG-50, pufro-

vaného na pH 6,3. Sloupec se promyje 1,5 ml vody, eludty se
spoji a obsah radioaktivity se stanovi kapalinovou scintilad-
ni spektrometrii.Protcie Jje aminovy substrit zcela zachy-

cen na sloupci, doklédd radioaktivita v eludtu produkci
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neutrdlnich a kyselych metabolit® vytbofenych nédsledkem
MAO aktivity.Aktivita MAO ve vzorku byla vyjddrena jako
procenta sktivity kontroly za nep¥itomnosti inhibitorﬁ,_po
odeCteni p¥islu3nych hodnot slepych pokusl. Aktivita sta-
novené za pouziti PEA jako substrétu je oznadena jako
MAC-B a za pouZiti 5-HT jako MAO-A.
Vysledky:
inhibi¢ni aktivity R(+)-PAI, S(~(~PAI a racemickghh
PAI sloulenin vzorce I byly oddélen& zkouleny in vitro
a vysledky typickych pokus® jsou uvedeny na obr. 1 a 2.
Pokus byl opskovén tiikrét. Koncentrace inhibitoru, vy-
kazujici 50% inhibici substrdtového metabolismu (IC-50)
byla vypodtena z inhibilnich k¥Fivek jak je uvedeno v ta-
bulce 1. Z téchto udajd je zPfejmé, Ze:
a) R(+)-PAI je dvakrdt aktivnZj3i neZ racemét pro inhibici
MAO-B,
b) R(+)-PAI je 2%rét aktivndjdi pro inhibici IAO-B ne#
MAO-A,
¢) S(-)-PAI @é pouze 1/6800 aktivity R(+)-PAI pro inhi-
bici MAO-B a vykazuje malou nebo Zadnou selektivitu

nezi MAO-B a MAO-A.
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Tabulka 1
IC-50 (nM) hodnoty pro inhibici MAO-A a MAO-B racemickym
PAI a jeho R(+) a S(-) enantiomery v homogendtu krysich

mozkld in vitro

IC~-50 (nM)
MAO-A MAO-B

Sloude-

nina: S(-)PAI R(+)PAI Rac S(-)PAI R(+)PAI Rac

26000 73 140 17000 2,5 5

Vysledky stejného pokusu za pouziti R(+) a S(-)QMPAI
(N-methyl-N-propargyl-1-aminoindan) jsou uvedeny v tabul-
ce 1A, Ka#dy z enantiomer® MPAI je mén& selektivni mezi
inhibici MAO-B a MAO-A ne? R(+)PAI. D4le je R(+) pouze pé&t-
krét aktivndj3i ne? S(-)MPAI p¥i MAOBB inhibici, na rozdil
od R(+)PAI, ktery je asi 7000krit aktivnijsi neZ S(=)PATI

v tomto pokuse.

Tabulka IA
IC-50 (nM) hodnoty pro inhibici MAO-A a MAO-B R(+) a S(-)
enantiomery MPAI v homogendtu krysich mozkd in vitro

IC-50 (nM)

MAC-A MAO-B

Sloude-
nina: S(-)MPAI R(+)MPAI S(=)MPAI R(+)MPAI

70 3 50 10
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étejné pokusy byly také provedeﬂy s lidskou cerebrdlni
kidrovou tkéni, ziskanou 6 hodin po tdmrti a zpracovanou
vySe popsanym zptisobem. Vysledky téchto pokust jsou uve-
deny na obr.3 (kde R(+)PAI, S(-)PAI a racemické PAI sldu—

geniny jsou ekvivalentni vzorei I).

Pr{klad 20
Inhibice MAO aktivity in vévo: akutni lédeni
Experimentélni protokol:

Krysy (samei Sprague-Dawley) o hmotnosti 250+20 g byly
oSetfeny jednim z enantiomerd nebo racemickou formou PAT
intraperitonedlni injekci (IB) nebo orslni sondou (p6) =
dekapitovdny 1 nebo 2 hodiny po podéni. Pro ka¥dou hodnotu
dévky inhibitoru byly pouzity skupiny t#{ krys a MAO ak-
tivita byla stanovena v mozku a jitrech za pouziti obecné
techniky popsané dfive. “no¥%stvi proteinu v kazdé inkuba-
ci bylo stanoveno za pouZiti Folin-Lowryho metody a akti-
vita enzymu byla vypo&tena jako nmol substritu metaboli-
zovaného za hodinu inkubace na kazgy mg proteinu. Aktivi-
ta MAO v Zivo&idnych tkénich Zivodichl o3etfenych inhibi-
tory byla vyjédfega Jjako procenta enzymové aktivity ve
skupin& kontrolnich zvirat,¥terym bylo podédno vehikulum
(voda pro orélni podéni; 0,9% salinicky roztok pro ip.in-

jekce) a usmrcenym vy3e uvedenym zplisobem.




Vysledky:
4dné z pouZitych dévek pouZité s inhibitorovymi 1é-
givy nevykazuje ztejmé zmény chovéni. Vysledky jsou zné-
zorndny na obr. 4 a% 11. ip podédni slouleniny R(+)-PAI
dosshuje 90% inhibici mozxové MAO-B aktivity pri dévce
0,5 mg/kg. Stejné dévka dosshuje pouze 20% inhibice MAO-4
aktivity. P¥i ordlnim poddni stejné ddvka R(+)-PAI dosahuje
80% inhibice MAC-B s nedetegovatelnou inhibici MAO-A.
V podstatd stejné vysledky byly dosaZeny pro inhibici ja-
terniho MAO jako pro mozkovy MAO, Ddvky dosahujici 50%
inhibici MAO-A a MAO-B (IC-50) byly vypodteny z inhibi&nich
kfivek a jsou uvedeny v tabulce 2. Z t&chto uUdajd je zTej-
mé, ze:
a) inhibi&ni sktivita MAO sloudenin R(+)-PAI je machovéa-
na in vivo u krys,
b)selektivita inhibice MAC-B vzhledem k MAC-A pro R(+)-PAI
in vivo Jje zachovéna,
¢) mnohem v&t3i aktivite (+)—je'vzh1§dem k (~)-enantiome-
ru zachovéna in vivo,
d) sloudeniny jsou u¢inn&ji absorbovény po orélnim podéni a
e) sloudeniny U&inn&ji prochézeji bariérou krev-mozek a
W¥inn&ji inhibuji mozkovy MAO. Skute&nost, Ze R(+)-PAI
je asi dvakrdt aktivn¥j3i neZ racemickd sloulenina pro
inhibici MAO-B je odrazem extrémnd nizké aktivity S(-)-
PATI pro inhibici MAO-B.
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Tabulka 2

IC-50 hodnoty (mg/kg) pro inhibici MAO-A a MOA-B pomoci
R(+)-PAI, S(-)-PAI nebo racemického PAI, u krys s nésle-
dujicim intraperitonedlnim (IP) injek&nim nebo ordlnim |

(PC) podénim

IC-50 (mg/kg)
MAO-A MAO-B

Slouée—

nina: S(=)PAI R(+)PAI Rac S(-)PAI R(+)PAI Rac

IP mozek >10 1,2 2,5 >{0 0,07 0,22
IP jétra >10 5 5 >10 0,06 0,1
PO mozek >10 5 >5 710 0,17 0,29

PO jatra >10 S5 >5 >10 0,05 0,09

P¥iklad 21
fnhibice MAO aektivity in vivo: chronické lédendi
Experimentdlnt protokol:

Krysy(specifikace jako v p¥ikladu 20: 4 zvifata pro
jednu hodnotu dévky) se o3etfi sloudeninou R(+)-PAI nebo
racemickou formou pii tfech hladindch ddvky (0,05, 0,1 a
0,5 mg/kg) orélnim podénim, Jedna dévka denné& po 21 dni a
pak se dekapituji 2 hodiny po posledni ddvce. Aktibita MAO
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typd A a B byla stanovena v mozku a jétrech postupem po-

psanym v pfikladu 20.

Vysledky:

Dévka 0,1 mg/kg dennd sloudeniny R(+)-PAI poskytuje
dobry stupen selektivni inhibice s vice ne? 80% inhibici
mozkového MAO-B a 20% nebo niZ3i inhibieci mozkového MAO-A.
Ppi vysd{ dévce 0,5 mg/kg dennd je MAO-A stéle inhibovén
ménd ne¥ 50 % (obr.12 a 13). Jaterni MAO vykazuje stej-
ny stupen selektivni inhibice (obr.14 a 15). Sloudenina
R(+)-PAI je vzdy ulinn&jsSi nez racemické forma inhibito-
ru, s faktorem asi dvojnésobnym. V pripadé mozkového MAO,
n& R(+)+PAI lepsi stupen selektivity pro inhibici MAO-B
ne? racenické forma.

Tyto vysledky ukazuji, %e selektivita MAO-B inhibice
miZe byt udrZovéna nésledujicim chroniékym 1lédenim pomo=
¢i uvedenych sloudenin. Jako u jinych irreverzibilnich
inhibitord je stupen inhibice enzymu vy33{i pii chronic-
kém oSetfovéni ne¥ pri jednotlivé dévce lé€iva. Slou&enina
R(+)-PAT vykazuje lep3i stupen selektivity inhibice moz-

kového MAO ne% racemické slouéenina.

Pr{klad 22
Irreverzibilni charakter MAO inhibice
Experimentélni protokol:

Jednotlivé dévka sloudenina R(+)-PAI (1 mg/kg) byla
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podéna ip injekei skupiném 4 krys a zQifata byla usmrcena
o2, 6, 18, 24, 48 a 72 hodin pozd¥ji. Aktivita MAO-B
byla stanovena v celé mozkové tkéni jak ke popséno vyZe.
Vysledky*

Vysledky jsou znézorn&ny na obr.16. “aximdlni inhi-
bice MAO-B byla dosaZena 6 hodin po injekei. MAO aktivita
byla navrécena na 30 % aktivity kontroly po 72 hodindch
po injekei. Tento pokus doklddéd irreverzibilni chareskter

MAO inhibice sloudeniny R(+)-PAI,

Priklad 23
Zesileni vlivu tyraminu na tlak u krys p#i védomi
Experimentélni protokol:

Krysy byly anestetizovény sm2si pentobarbitalu (30
mg/kg) a chlordalhydrétu (120 mg/kg) intraperitonedlni
injekci. Levéd karotida a juguldrni Zila byly kanylovény
Jemnou polythenovou trubilkou (arterie) nebo jemnou $rubid-
kou ze silikonového ksulduku pFipojenou k polyethylenové
trubicece (Zila), jejich vzddlenZj3i konec byl zaveden pod
k%71 de krkem. Trubilky byly naplnény heparinizovanym
solnym roztokem a uzavienyg zédtkou z jemné oceli., ZviPata
byla o3etrena 20 mg chloramfenikolu intramuskuldrni injek-
ci a ponechénarpfes noc’v klidu po operaci., DalsSi den byly
krysy umist¥ny do vysokost¥nného kontejneru urwoznujiho

volny pohyb. Arteridlni katetr byl spojen s tlekovym



snimalem 100 cm dlouhou, solnym roztékem naplnénou polyethy-
lenovou trubidkou jemné sv€tlosti a Zilni katetir byl pii-
pojen k 1 ml stPfikalce trubidkou stjné délky, které

spolu se strikadkou, obsshuje roztok hydrochloridu tyra-
minu v solném roztoku (1 mg/ml).

Nésleduje rovnovéiné perioda 30 aZz 40 minuj podéd se
injekce tyraminu (50 nebo 100 /ug) a zaznamenévé se kKrev-
ni tlak. Mezi injekcemi se udruje interval alespon 15
minut po névratu krevniho tlaku na kontrolni hodnotu.
Kontrolni tlakové odezvy byly Stanoveny a pak bylo jedno
1é8&ivo injektovdno intraperitonedlné a tyraminové odezva
byla opakovéna za dald3i 4 hodiny. Byla vyhodnocena plocha
pod kiivkou tlakové odezvy a pomér této plochy po o3etfeni
k plofe stanovené pred oSetfenim byl stanoven za pouZiti
primé&ru ze 3 aZ 4 hodnot ziskanych v kontrolni periodé&

a 1 aZz 3 hodiny po injekei sloudenin.
Vysledky:

Vysledky Jjsou uvedeny v tabulce 3. Sloudenina R(+)-
PAT pfi dévce 1 mg/kg (kterd pisobi 40 a% 50% inhibici
MAO-A v mozku a jétrech a tplnou inhibici MAO-B v té&chto
tkénich) nevyvolévé vyrazné zesileni tyraminové tlakové
odezvy. PPi vy381 dévce R(+)-PAI 5 mg/kg (kterd vyvolavé
extenzivn&j8i inhibici MAO-A v mozku a periferii), vyrazné&
zvy3uje odezvu tlaku na tyramin, kterd byla do jisté miry

stejnéd s odezvou vyvolanou stejnou ddvkou deprenylu a men3i
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nez odezva vyvolané clorgylinem (pri dévce, kterd inhi-.

buje jaterni MAO-A aktivitu nad 85 %).

Tabulka 3
Zvy8eni vlivu tyraminu na tlak u Zivych krys ptsobenim

MAO inhibitord

“nhibitor déavka podet krys pomér plochy pod SEM

(mg/kg) (n) k¥ivkou odezvy

tlaku; po/pred

solny roztok 12 1,25 0,28
Clorgyline 2 6 10,39 2,13
(-)deprenyl 1 2 1,15

(-)deprenyl 5 3 2,36 0,16
R(+)PAT 1 3 1,38 0,7
R(+)PAI 5 3 3,49 0,98

Z tohoto pokusu vyplyvé, Ze R(+)-PAI nevyvolévé
zvyS8eni uUinku tyraminu na tlak v dévce, kterd je u¥in-

né pro bnhibici MAO-B.

P¥iklad 24 |
Potla¥eni MPTP-indukované dopaminergni toxicity R(+)-PAI
1-Methyl-4-fenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin (MPTP) je

neurotoxinem proto, Ze poSkozuje nigrostyiatélni dopaminerg-
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ni{ neurony u n&kterych druhd savci, zahrnujicich my&i a
pisobi parkinsonicky syndrom u 1id{ = primétd. Rozhodu-
jici podé4tedni krok v mechanismu jeho neurotoxicity vyvo-
14v4 konverze MPTP na jeho toxicky metabolit 1-methyl-4-
fenylpyridiniomy ion (MPP+), Tato reakce je katalyzovéna
enzymem MAO-B a pravd&podobné probihé mimo dopaminergnich
neurond, zejména v gliu. Je zndmo, Ze NPTP je substré-

tem a irreverzibilnim inhibitorem MAO-B. Predchozi o3etfe-
ni pokusnych zvirat MAC-B inhibitoty jako je deprenyl nebo
pargylin chréni pred MPTP—vyvolanyﬁ ohro¥enim nigrostria-
t4lnich neurond, protoZe je blokovéna oxidaéni konverze
WMPTP na MPP+. Jedna z hlavnich obecnych hypotéz predpo-
k14dé, ze progresivnil nigrostriatélni degenerace Vv parkin—
sonismu mi%e byt vyvoléna expozici MPTP-podobnych neuro-
toxint, odvozenych z Zivotniho prostifedi. V takovém pri-
pad® je dal3i silnou indikaci k zahdjeni udrzujici 1écby
MAO-B inhibitorem ji? ve velmi Zasnych stadiich Parkinso-
novy choroby, kdy je nad&je, Ze bude neutraliizovat S8kodli- -
vé u¥inky t&chto dosud Jje3té domn&lych toxind podobnych
MPTP a tim zamezit nebo zpomalit progresi choroby. O Uspé&3~
ném pouziti MAO-B inhibitoru jako 1lé&iva se predpokléadé,

%e je plsobeno’ jeho schopnosti blokovat MPTP-indukované
podkozeni nigrostriatélnich dopaminefgnich neurond in vivoe.
Proto byly testovény (-) a (+) enantiomery PAI na Jjejich

\¢innost pii zabrénéni nebo omezeni MPTP-indukovanych
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striatélnich dopaminovych depleci u my3i,
Experimentélni protokol:

Samei C57 ¢ernych my31i (20 a% 25 g hmotnosti byli
injektovéni MPTP-HC1 (30 mg/kg, rozpudténo v destilované
vod&, s.c.) nebo semotnym vehikulen nebo jednu hodinu
pred oSetrenim (-) nebo (+) isomery PAI (2,5 mg/kg, i.p.)
nebo deprenylem (5 mg/kg, i.p.) a dekapitovény o pét dni
pozdé&ji. dMozky byly vyjmuty a t3leso striata bylo vypitvé-
no na ledem chlazenou sklenénou desku & zmrazeno suchym le-
dem. Striatélni tkéné& byly homogenizovény v 0,1M kyseiind
chloristé a deproteinizované podily obsahujici dihydroxyben-
zylamin jako vnit¥ni standard byly analyzovény na dopamin
a jeho hlavni metabolit 3,4-dihydroxy-fenyloctovou kyseli-
nu (DOPAC) za pouZiti HPIC s elektrochemickou detekeci.
Vysledky:

Tabﬁlka 4 ukezuje vysledky z tohoto pokusu. O3et¥eni s

MPTP samotnym poskytuje znadné dopaminové (DA) a DOPAC deple-
ce. O3etfeni (-) a (+) enantiomery PAI nebo s (~)depreny-
lem neovlivnuje striatélni DA koncentrace. Fredchozi oZet-
feni (-) isomerem PAI neovlivnuje MPTP-indukované DA a

DOPAC hladiny ve striatu. (+)-Isomer PAI podany pfed MPTP,
kompletn& zamezil redukci striatdlni DA a DOPAC hladiny pro-
dukované toxinem. V dévce'2,5 mg/kg byl stejné Udinny jak o
(-)-deprehyl (5 mg/kg) pokud se jednéd o ochranny udinek.
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Tabulka 4
Vliv predchézejiciho o8et¥eni (-) a (+) enantiomery MAO-B
inhibitoru PAI na deplece striatdlni DA a DOPAC vyvolané.

MPTP u my31 in vivo

DA DOPAC

(ng/mg proteinu)

kontrola 162,8+7,2 8,4+0,5
(-)-PAI 174,0+4,8 7,5+0,2
(=)-PAI + MPTP 53,4%6,9 7,0+0,6
(+)-PAI 185,0+6,9 3,3+0,3
(+)-PAI + MPTP 177,8+14,4 6,0+0,3
(-)deprenyl 170,6+7,1 5,6+0,3
(=)deprenyl+MPTP 197,0+8,0 6,4+0,5
MPTP 53,116,2 3,240,3

VySe uvedené hodnoty DA a DOPAC jsou vyJjédreny Jjako hodno-
ta primérut+S.E.M, a pofet krys n= 7 - 11 v ka?dé skupiné.

Z téchto vysledkl je ziejmé, Ze R(+);PAI je vynikaji-
c{ MAO-B inhibitor in vivo a je zv143t& Ulinny pri lé&eni
Parkinsonovy choroby.
I xdy% byl vynélez popsén vyde uvedenymi p¥riklady
a souvisejicimi tabulkemi a obrdzky, neni jimi omezen. Jsou

mozné rtzné modifikace a aplikace vynédlezu, napriklad slou-
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¢eniny obecného vzorce & mohou byt kdmbinovény synergickym
zpisobem s X ~-tokoferolem (derivit vitaminu E) pro 1léde-

ni Parkinsonovy choroby.

Priklad 25

Vliv PAI enantiomerd na amfetaminem indukované chovéni
senescentnich krys

O amfetaminu Je znédmo, Ze indukuje stereotypni chovd- .

ni (Sulser F. a Sanders-Bush,E.Ann.Rev.Pharmacol. 11:209~

230 (1971)) mobilizact endogenniho dopaminu. Amfetamin
neni metabolizovén MAO-B. “nhibice MAO-B u&innym inhibi-
torem a podéni amfetaminu vyvolévé uvolnéni dopaminu, ktery
nebude prochézet degradact inhibovanym MAO-B. Je tak o&eké-
véno zvySeni synaptického dopaminu po podéni amfetaminu
& Uc¢inného MAO-B inhibitoru, které vede ke zvySeni ve stereo-
typnim chovéni- potenciace amfetaminového déinku. Rozsah -
tohoto chovéni je hodnocen podle podtu laterdlnich pohy-

bd hlavy b&hem 1 minuty. .

Experimentélni protokol:

Testovand sloudenina byla podédna v ddvce 0,5 mg/kg/den

v pitné vod¥, 24 hodin pred vyvolénim hypoxie (92 % dusiku
+ 8 % kysliku za 6 hodin) D4le se injektuje amfetamin s.c.

v ddvce 0,5 mg/kg o 45 ﬁin pozdéji, poditajf se latersdl-

ni pohyby hlavy.
Vysledky:

Vysledky t&chto pokust Jeou uvedeny v tabulce 5.




ve

-37-

Tabulka 5
V1iv PAI isomerd na amfetaminem jndukované stereotypni

chovéni senescentnich krys (kontrolovené a s vyvolanou

hypoxii)

Skupina o$etPent stereotypni cho-
véni krys

kontrola (6) - g7+10

kontrola (5) (+)PAI 126+16~

kontrola (4) (-)PAI 94+18

vyvolané hypoxie (5) - 93+12

vyvolang hypoxie (&) (+)PAI 143+ 6~

S{sla v zévorkéch znemenaji poclet testovanych zvibat
F <« 0,001 vzhledem Xk neoéetfené skuping s hypoxii nebo

neodetfené skupin& kontrolni

Vysledky v tabulce 5 ukazuji, Ze (+) vyvolavé vy-
razné zvydeni amfeteminem indukovaného stereotypniho cho-
véni u krys s vyvolanou hypoxii i u kontrolnich zvifat.
(-)PAT byl z tohoto hlediska zcela neudinny. Lyto vysled-
ky chovéni in vivo potvrzuji predchézejici biochemické
23isténi, %e (+)PAI je udinnym irhibitorem MAO-B v mozku,

zatimco (~) je z tohoto hlediska neu&inny.
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Priklad 26
V1liv R(+)PAI na zlep3eni nebo obnoveni paméti

Nové& narozend krysi mlddata byla podrobena popsanému
pokusu s anoxii a pak Jjim bylo umo¥n&no pokracovéni vyvo-
je normélnim zpﬁsobem, prifem? se vyvinuly dlouhodobé poru-
chy paméti (Speiser a spol., Behev.Brain.Res.30:89-94,1988).
Tato porucha paméti je vyjddbena jako zhor8eni prtb&hu
pasivniho testu s prekézkami. . K

V1iiv R(+)PAI a S(~))PAI na zlepfeni nebo obnoveni
pamé€ti byl hodnocen pomoci pasivniho testu s prekéZkami.
JestliZe je 1lé&ivo U&inné zvySuje latentni odezvu na vstup
do tmavého prostoru nebo Prostoru, kde mohou testované
krysy tak jako dfive, dostat elektricky Sok. Latence ma-
ximélni odezvy je 300 sekund.
Experimentélni protokol:

Mladé krysy byly podrobeny post-natdlni anoxii Jak -
Je popséna v pFikladu 27. R(+)PAI nebo S(-)PAI byly podény
podle jednoho z nésledujicich protokold:
Protokol A - Kojicim matkém byla podéna dévka bud jednoho
nebo druhého isomeru 1 aZ 1,5 mg/kgfden v pitné vodd a?
do odstaveni po 21 dnech, Pak-bylo odstavené potomstvo
pFimo dévkovéno stejnou dévkou po dobu 20 dnd. Ofet¥eni
bylo ukonleno 40 den a test byl proveden 60 den, tj. 20
dni po posledni dévce 1lé&iva. |




Protokol B - Dévka poddvané kojicim matkém byla sniZena

na 0,5 mg/kg/den a%Z do odstaveni 21.den a p¥imo pak po-
dé4véna mlédatim krys aZz do 60.dne, kdy byl proveden test.
Pasivrnl test s pPekéZkami

Zatizeni obsahuje svétlou komiirku s pripojenou tma-
vou komirkou a posuvnéd dvifka, oddélujici tyto komirky.
Pr¥i tréninku byly krysy umistény do osvétlené komdrky na
dobu 30 sekund a pak byls dvdéika otev¥ena. Krysy pak pre-
sidlily do tmavé komlrky se zpoZd&nim, které bylo zazna-
menéno. .Po vstupu krys do tmavého prostoru byla dvi¥ka
uzaviena a krysy dostaly 3ok do packy po dobu 3 s 0,3 mA.

Retence (pam&t) po 48 hodindch byla stanovena opa-
kovédnim testu a zaznamenénim zpo%d&ni prechodu ze sv&tlé
do tmavé komirky maximdlni odezv& 300 s.
Vysledky:

Vysledky t&chto pokusG jsou uvedeny v tabulce 6.
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Tabulka 6

Vliv PAI isomer® na pasivni odezvu pPckondni prekdZek u

mladych krys (stdff{ 60 dnt)

Protokol A
Skupina o8etreni pred po
elektroSckem elektrosoku
kontrola - 49+13 201+111
kontrola (+)PAI 49+19 220+100(+9%)*
Kontrola (-)PAT 48+13 1924116
vyvoland anoxie - 45411 183+109
vyvoland anoxie (+)PAI 49+10 239+99(+19%)*
vyvolané anoxie (-)PAI 55+27 179+123
Protokol B
Skupina oSetfeni pred po
- _elektroSokem elektrosoku

xontrola -  53#20 104+101
kontrola (+)PAI 48+11 128+119(+23%)%¥
vyvoland anoxie - 45+8 1194105
vyvoland anoxie (+)PAI 52+12 137+126(+15%)%

anoxie (-)PAI 48+19 112+112

vyvoland
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-~ Obrézky predstavuji zpoZdéni v sekundéch pred vstupem
do tmavé komirky, kde testované krysy jiZ m¥ly prvni
zkudenost s elektro3okem.

X Uvedené procenta zvysSeni jsou vztaZena na skupinu krys

s anoxii nebo kontrolni skupinu.

Experimentélni vysledky ukazuji, Ze (+)PAI ne (-)PAI
je G¢inny pro zlepdeni pamdti krys s anoxii a kontrol-
nich krys. Léliva v tomto testu zktivni je moZno pokladat
za Uinnd pro léleni rtznych poruch pamé&ti, demence 2

zejména senilni demence Alzheimerova typu.

Priklad 27
V1liv R(+)PAI na anoxii indukovany hyperaktivni syndrom
mladych'krys
Krysy byly vystaveny postnatélhi anoxii a pak poneché-
ny vyvoji za norzélnich podminek, ktery ukézal zvySenou
motorickou sktivitu v otevieném prostoru ve stéfi 10 aZ
42 dni (Hertshkowitz a spol., Dev.Brain Res.7:145-155(1983)).
Vliiv R(+)PAI a R(~)PAI na tento hyperaktivni syndrom
byl sledovén. |
Experimentélni protokol:
Anoxie byla vyvoldna u krysich mlsgdat prvni postna-

td4lni den. Byly umistény do sklen®né komirky a plsobeno na
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n€¢ 100% dusikem po dobu 25 minut. Pak-byly krysy resusci-
tovany obfasnou mesd%fi jemné& aplikovanou na hrudnik a pak
navriceny prisludnym matkém. Kontrolni krysy byly oSetreny
stejné s tim, Ze byl pouZit misto dusiku vzduch.

Kojicim matkém byl podén R(+)PAI nebo S(~)PAI (0,5
mg/kg/den) v pitné vods, tak aby do¥lo k prevodu mlékem
kojenym mlédattm.

Lokomoce byla méfena v Zesti plnd komputerizovanych
klecich (28 x 28 cm) zaznamenééénim poétu pfechodd za da-
nou dobu. PreruSeni mriZky infralervenych paprskd ve 4cm
intervalech iniciuje elektrické impulzy pPfenddené do po-
¢itale. Zdznamy motorické aktivity byly provedeny ve stéri
15 a 20 dnd po dobu i5 minut.

Vysledky:

Experimentdlni vysledky jsou uvedeny v tabulce 7.
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Tabulka 7

Vliv jadnotlivych isomerd na anoxii vyvolany hyperaktivni

syndrom
Skupina o3etfeni krysy staré krysy staré
15 dnd 20 dnd
kontrola - 414+3)92(11) 808+212(12)
kontrola (+)PAI 254+149(11)c 719+110(13)
vyvolané anoxie - 482+119(7) 858+ 96(9)
vyvoland anoxie (+)PAI 276+186(15)a 737+150(16)¢
vyvoland anoxie (-)PAI 334+196(5) 778+232(6)

81sla v zévorkdch znamenaji podet testovanych zvifat.
-Obrézky pfedstavuji polet pPerusSeni mPiZky infralervenych
paprskd v klicce pro méreni aktivity béhem doby 15 minut.

a P< 0,001 ve srovnéni's neoéetfenou skupinou s anoxii

b P<0,05 ve srovnéni s neoSet¥enou skupinou s anoxii

¢c P< 0,05 ve srovnéni s kontrolni skupinou.

Tyto vysledky ukazuji, %e chronické ordlni o3et¥ent
R(+)PAI v dévce 0,5 mg/kg podévané kojicim matkém a mlédnou
pbtravou tak kojenym mlddatim vyrazn& zlepSuje hyperaktivni
syndrom. Z toho vyplyvé,-ie R(+)PATI je potenciélnim G&innym

lédivem pro lé&eni hyperaktivniho syndromu u d&ti.
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nebo jeho farmaceuticky pfijatelné adiéni soli s kyseli-
nami.
2e Fou¥iti R(+)~-N~-propargyl-1-aminoindanu pro lé&eni -
1idf trpicich Parkinsonovou chorobou, poruchami paméti, .
demenci Akheimerova typu (DAT) depresi a hyperaktivnim .
syndromem, .
3. Pourit{ R(+)-N-propargyl-l-aminoindanu pro vyrobu

farmaceutickych pripravkd pro 1légeni 1idi trpicich Parkin-
sonovou chorobou, poruchami pam&ti, demenci Alzheimerova

typu (DAT), depresi a hyperaktivnim syndromenm.
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4. Farmaceuticky p*ipravek pro lééeni 1idi trpicich
Parkinsonovou chorobou, poruchami pam&ti, demenci Alzhei-
merova typu (DAT), depresi a hyperaktivnim syndromem u d&ti,
vyznalujici se tim, Ze obsahuje jako aktivni sloZku R(+)-

N-propergyl-1l-aminoindan podle bodu 1.

5 Farmaceuticky pripravek podle bodu 4, vyznadujici

se tim, Ze je ve formé& vhodné pro ordlni podéni.

6 Farmaceuticky pripravek podle bodu 4, vyznadujici

se tim, Ze je ve formé€ injektovatelného roztoku nebo emulzes

Te Farmaceuticky piiprevek podle bodu 4, vyznadujici

se tim, Ze je ve formé Zipkd pro rektdlni poddni.

8. ﬁarmaceuticky pripravek podle bodu 4, vyznadujici

se tim, Ze Je ve formé& vhodné pro transdermdlni podéni.

9. Farmaceuticky pripravek podle bodu 5 nebo 7, vy-
znacujici se tim, Ze davkovéd jednotka obsahuje 2 a% 20 mg

uéinné sloZky.

10. Farmaceuticky pripravek podle bodu 9, vyznadujici-
se tim, Ze obsahuje 5 aZ 10 mg aktivni sloZky v ddvkové

Jednotce.
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11. Farmaceuticky pripravek podle bodu 6, vyznadu-

Jicl se tim, Ze dévkové jednotka této formy obsahuje 1

»

az 10 mg/ml U&inné sloZky.

12, Farmaceuticky pripravek podle bodu 11, vyznadu-
jici se tim, Ze obsahuje 2 aZ 5 mg/ml ulinné sloiky na

dévkovou jednotku.

13. Farmaceuticky pripravek pro orélni podéni ve 4
form& tablet nebo kapsli vyznadujici se tim, Ze obsahuje
R(+)-N-propargyl-1-aminoindan, Levadopu a inhibitor de-

karboxylézy.

14. Pripravek podle bodu 13, vyznalujici se tim, Ze
obsahuje R(+)-N-propargyl-i-aminoindan, 50 a% 250 mg Le-

vadopy a 10 aZz 25 mg L-Carbidopy.

15. P¥ipravek podle bodu 13, vyznadujici se tim, Ze
obsahuje 2 a% 10 mg R(+)-N-propargyl-l-eminoindanu, 50 aZ
200 mg Levadopy a 12,5 aZ 50 mg henserazidu. B

16. Zptsob pripravy R(+)-N-propargyl-i-aminoindanu a
jeho adidnich solil s kyselinami, vyznalujici se tim, Ze se

neché reagovat 1-aminoindan s propargylbromidem nebo propar-
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gylchloridem za pritomnosti organické hebo anorganické bédze,
popripadé za pritomnosti vhodného rozpoudtédla a izoluje

se R(+)-enantiomer N-propaergyl-1-aminoindanu chrometo-
grafii, destilacf, selektivni extrakef a je-1li to Zé&douci,
prevede se volnd bdze takto p¥ipravend, na své adidéni soli

s kyselinami.

17. Zpisob pripravy R(+§=N-propargyl-i-aminoindanu a je-
ho adiénich soli s kyselinaﬁi, vyznadujici se tim, Ze se
neché reagovat racemicky 1-aminoindan s propargylbromidem
nebo propargylchloridem za p¥itomnosti organické. nebo-
anofganické bdze popripad& za pPitomnosti vhodného rozpous-
t&3la a izoluje se R(+)-enantiomer N-propargyl-i-amino-
indanu chromatografii, destilaci, selektivni extrakci a
je-1li to Z&douci, prevede se takto ziskand volnéd baze na

své adiéni sole s kyselinami.

18. Zpisob podle bodu 17, vyznalujici se tim, Ze zahr-
nuje reakci volné bdze s opticky aktivni kyselinou za vzni-
ku dvou diastereomernich solf, oddé&éleni poZadované soli
R(+)-N-propargyl-1-aminoindanu znémymi postupy a Jje-1li to

Zédouci, regeneruje se volné béze.
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19. Zpisob podle bodu 18, vyznadujici se tim, %e oddile-
ni soli R(+)-N-propargyl-1-aminoindanu se provede frak&ni
krystalizaci.

Zastupuje:

MP-1620-90-Ce
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