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Pouziti R-enantiomeru N-propargyl-l-aminoindanu a jeho soli

a kompozic

Oblast techniky

Vynalez se tykd oblasti selektivnich nevratn?ch
inhibitord enzymu, znamého Jako monoaminoxidéza (dale jen
MRO), a konkrétné se tykd R(+) enantiomeru N-propargyl-1-
aminoindanu (zde rovnéZ oznadovaného jako PAI}, ktery je
nevratnym inhibitorem B-formy moncaminoxidizového enzymu
(ddle jen MAO-B). Vyndlez se rovnds tyka farmaceutickych

kompozic obsahujicich R(+)PAI, které jsou poufitelné

zejména pri léceni Parkinsonovy choroby, poruch paméti,
demence, deprese, hyperaktivniho syndromu, afekce, neurc-
degenerativnich chorob, neurotoxickych poranéni, mrtvice,
mozkové ischemie, traumatického poranéni  hlavy,
traumatického poranéni michy, neurotraumatu, schizofrenie,
poruchy pozornosti, sklerézy multiplex a abstinendénich

priznaki.

Dosavadni stav techniky

o A et et e < e e 4 v e

- e ——

Parkinsonova chorcba je obecné povaZovdna za nésledek
degradace pre-synaptickych dopaminergickych neuront v mozku
s naslednym sniZenim uvoliiovaného mnozstvi
neurotransmiterového dopaminu. Neodpovidajici uvolnéni
dopaminu tedy zplsobuje poruchy kontroly svalll ovladatelné

vili, které jsou prizna&né pro Parkinsonovu chorobu.
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V soulasnosti JiZ existuje celd rada zplsobtl 1léceni
Parkinsonovy choroby JejichZ pouZiti Jje rozsifeng,
napriklad vCetné podéavani L-DOPA spolelné S

dekarboxylazovym inhibitorem, napfiklad L-carbidopou nebo

benserazidem. Dekarboxylazovy inhibitor chrani molekulu

L-DOPA pred periferni dekarboxylaci a tak zajidtuje, Ze

L-DOPA je spotfebovan zbyvajicimi dopaminergickymi neurony

ve striatiu mozku. L-DOPA se konvertuje na dopamin, v

disledku &ehoZ dojde ke zvyS8eni hladin dopaminu v té&chto

neuronech. V odezvé na fyziologické 1impulzy jscou tyto

neurony schopny uvoldovat vét3i mnoZstvi dopaminu pri

koncentracich, které odpovidaji normalné potTebnym

hladinam. L-DOPA 1léceni tedy zmirnuje priznaky nemoci a

pfispiva ke zlepSeni stavu pacienta.

Nicmén& L-DOPA léeni m4 své nedostatky. Hlavnim

nedostatkem Je to, Ze jeho Géinnost Jje optimdlni pouze
béhem prvnich nékolika let 1éceni.

PQ tomto obdobi se

je doprovazena neZadoucimi
mezi které patfi napriklad dyskineze,

efekt™)

klinicka odezva sniZuje a

vedlej3imi G&inky,

fluktuace U&innosti v pribéhu dne (,on-off a

psychiatrické pfiznaky, napfiklad konfizni stavy, paranoia

uc¢inkua L-DOPA 1léceni Je
——pfipisovadno—celé~rFadé - faktorlt vietné& —prirozené -progrese —=— -~

disledku

a halucinace. Toto sniZeni

receptoria v

hladin

nemoci, alterace dopaminovych

‘dopaminové produkce nebo zvySeni dopaminovych

metabolitli, a farmakokinetickych problémi s L-DOPA absorpci
{pfehled Youdim a kol., Progress in Medicinal Chemistry,

21, 138-167(1984)).

Pro pfekondni nedostatkll L-DOPA léZeni byla navrZena

celd rada léCeni, u kterych se L-DOPA kombinuje s MAO

inhibitory, které pomdhaji redukovat metabolicky zlom nové
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vytvoreného dopaminu (viz napfiklad Chiese, P., patent

US 4,826,875, udéleny 2. kvétna 1989).

MRO existuje ve dvou formadch znamych jako MAO-A a
MAO-B, které Jjsou selektivni pro «rlzné substraty a
inhibitory. Napr¥iklad MAQ-B acinnéji metabolizuje
substraty, Jakym Jje napfiklad 2-fenylethylamin, a je
selektivné a nevratné inhibovan (-)-deprenylem, ktery bude

popsdn nizZe.

Nicméné je tfeba uvést, Ze 1éCeni kombinujici L-DOPA s
inhibitorem Jjak MAO-A tak MAO-B Jje neZadouci, protoze
zpusobuje neZidouci wvedlejsi U&inky, tykajici se zvySené
hladiny katecholamini v prib&hu neuraxie. Kromé toho IJje
rovnéZ neZadouci kompletni inhibice MAQ, protoZe zesiluije
uéinek sympatomimetickych amind, napriklad tyraminu, coZ
vede k tak zvanému ,syrovému efektu“ (prehled Youdim a

kol., Handbook  of Experimental Pharmacology, vyd.

Trendelenburg &a Weiner, Springer-Verlaqg, 240, kap. 3 -

(1988}). Jak se ukdazalo, MAO-B pfedstavuje prevlddajici
formu MAQ v mozku. D& se tedy predpoklédat, Ze selektivni
inhibitory pro tute formu budou predstavovat mozZné nastroje
pro sniZovani dopaminového rozkladu na Jedné strané a na

druhé strané prostfedek pro minimalizaci systemickych

T G ke ce Tkové "MBEO inhibice

Mnohé inhibitory MAO predstavuji chirdlni molekuly. I
kdyZ jeden enantiomer casto vykazuje, bokud jde o relativni
potenci vi&i MAC-A a MAO-B, urlitou stereoselektivitu, neni
dana enaﬁtiomerni konfigurace, pokud jde o diskriminaci
mezli MAO-A a MRO-B, vidy selektivnéj3i nei jeho zrcadlové

pfevraceny isomer.

e e e - - [V
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Tabulka I uvadi ICsy (mmol/l) enantiomernich parta
propargylaminl p¥i preparaci MAO v mozku krysy. Tyto
vysledky ukazuji na malé rozdily v potenci pIi MAO-B
inhibici mezi R a S enantiomery. (B. Hazelhoff a kol.,
Naunyn-Schmeideberg’s Arch. Pharmacol., 330, 50 (1885). Oba
enantiomery Jjsou selektivni pro MAO-B. Ve zprave, kterom
zverejnil Magyar a kol. (1967), se uvadi, Ze R-(-)-deprenyl
je 500krat Ucinnéjsi ne? S-(+) enantiomer, pokud jde o
inhibici oxida¢ni deaminace tyraminu homogendtem mozku
krysy. (K. Magyar a kol., Act. Physiol. Acad. Sci., Hung.,
32, 377 (1967)).

V  homogendtu krysich Jjater Jje R-deprenyl pouze
patndctkrdt Uc¢innéjsi neZ S enantiomer. Vysledky dalSich
testl farmakologické aktivity, napiiklad testu urcujiciho
inhibici tyraminové spotrfeby, ukazaly diferenéni
stereoselektivitu. S forma je v uré&itych pripadech
aéinnéjsim epimerem. (J. Knoll a K. Magyar, Advances in

Biochemical Psychopharmacology, 5, 393 (1972}).

N-methyl-N-propargyl-l-amninotetralin (2-MPAT) je
blizkym strukturnim analogem deprenylu. Absolutni
stereochemie 2-MPAT doposud nebyla uréena. Nicméné (+)

isomer je selektivni pro MAO-B a (-) isomer je selektivni

ST T Tt proT MROSAT "RozdilTvGdinnostiTmezi—2-MPAT enantiomery e

men3i ne? pétindsobek. (B. Hazelhoff a kol., tamtéi).
Enantiomery N-propargyl—l—aminofetralinu {1-PAT) maji
rovndZ podobnou aktivitu. Nedostatkem dat v tabulce I je
to, Ze ukazuji pouze pomér struktura-aktivita mezi
izolovanymi (+) nebo (-)-2-MPAT a tato data neumoZiuji

predpovédét jeho absolutni stereochemii.

Na zadklade extenzivniho poc&itaCového modelingu

Polymeropoulos nedavno predpovéddl, Ze (R}-N-methyl-N-
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propargyl-l-aminoindan (R-1-MPAI) bude jako MAO-B inhibitor
u¢innéjsi neZ (S) forma. (E. Polymeroupoulos, Inhibitors of
Monoamine Oxidase B, I. Szelenyi, vyd. Birkhauser Verlag,
str. 110 {(1993)). Nicméné& popsané experimenty ukézaiy, Ze
R-1-MPAI je nejen o néco ucinnéj$im inhibitorem MAO-B neZ
S-1-MPAI, ale Ze je dokonce ulinnéjsim inhibitorem MAO-A.
Jak selektivita mezi MAO-A a -B tak relativni d&innost R a
S epimert  jsou nizké. V  rozporu s oCekdvanimi,
vyplyvajicimi ze znédmého stavu techniky, Je 1-MPAI

poufitelny jako farmaceutické &inidlo.

NiZe uvedené Udaje ukazuji, Ze vysokou selektivitu pro
MAQO jednoho enantiomeru oproti druhému enantiomeru nelze
pr¥edpovédét. Struktura MAO aktivnich mist neni natolik
Znami, aby umoZnila predpovédét relativni uUcinnost nebo
selektivitu libovolné dané sloufeniny nebo péru jejich

enantiomeri.

Mozkovid mrtvice zaujima, pokud 7jde o pocet uUmrti, v
zemich s rozvinutou ekonomikou treti misto. Osoby, které
mozkovou mrtvici pfeZiji, casto trpi neurologickou a
motorickou nezptsobilosti. V&tZina CNS mrtvic je povaZovana
za lokalizovanou tkafovou anemii, k niZ dochézi v diasledku

O ]

neprichodnosti arteridlniho krevniho redidté, kterd je

B o) i é_l—ﬁﬁuyz"nlkd"aéf icitu kysliku a- ”g‘lu‘ké'z'y’._"O'k'l‘uz_"e ' ‘s‘t‘f’e‘dﬁi‘
cerebrilni arterie u krys (MCAO) je béinym experimentdlnim
postupem, kterym se simuluje mrtvice u 1lidi. Predpokléada

se, Ze neurclogickad léze, zpGsobend proximalni okluzi této

arterie’u krysy, odpovidad fokélnimu cerebrdlnimu infarktu u
lidi (Yamori a kol., 1976). Tato shoda se zaklddd na
podobnostech mezi kranidlnim ob&hem téchto dvou druhd.

Dal3i zvifeci modely mrtvice popsal Stefanovich (1983).

e e e =
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Histologické zmény, -popsané Tamurou a kol. (1981),
ktery prvni zavedl MCAQ postup, byly zpravidla patrné v
kife frontdlni (100%), senzimotorické (75%) a sluchove
(75%) oblasti a v men3i mife v kiGfe okcipitdlniho lalcku
(25%). Krom& toho bylo poSkozeni pozorovano v laterdlnim
segmentu ocasatého jadra (100%) a pouze v proménlivé mife v
jeho medidlni &asti (38%). U MCAQO Zivocichi byla souclasné
zaznamenédna nasledujici onemocnéni: neurologicke deficity
(Menzies a kol., 1992), poruchy védomi (Yamamoto a kol.,
1988), mozkovy edém (Young a kol., 1993; Matsul a kol.,
1993; Saur a kol., 1993), sniZeni cerebrédlniho proudéni
krve (Teasdale a kol., 1983) a fluktuace katecholaminu
(Cechetto a kol., 1989). Kterékoliv z té&chto onemocnéni by
mohlo indikovat zavaZnost a rozsah poskozeni mozku, které
nasleduje po MCARO u krys. Na zakladé vySe uvedeného Je
mo¥né u&innou 1latku, s potencidlem omezit nebo =zcela
zlikvidovat = dané onemocnéni, povaZovat za kandidata pro

léé¢eni mrtvice u lidi.
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Tabulka IA

ICsy (mmol/l) DATA PRO INHIBICI PROPARGYLAMINU MAO
-V MOZKU KRYSY

INHIBICE RELATIVNI SCHOPNOST
SLOUCENINA EPIMER A B A/B +/-
' REF A - B
+ 140 16 8,8
2-MPAI a 3 0,2
- 46 88 0,5
R/S
S 3600 16 120
DEPRENYL  a 80 2,6
R 150 6 75
s 70 . 50 1,4
1-MPAT b = 23 5
R 3 10 0,3
s - 3800 50 76 |
1-PAT c 4 0,5
R 900 90 10

a. B. Hazelhoff a kol., Naunyn-Schmeideberg’s Arch.
Pharmacol., 330, 50 (1985)

b. Evropskd patentova pfihlaZka 436,492 A2, publikovana
10. Cervna 1991

c. autori vynalezu

Selektivni MAO-B inhibitor, (-}deprenyl, byl
podrobnéji studovdn a pouZit jake MAO-B inhibitor pro
posileni L-DOPA 1léZeni. LéZeni pomoci (-)-deprenylu je

zpravidla pfiznivé a nezplsobuje pfi davkach, ktere

e e e e e e o
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zpusobuji v podstaté uplnou inhibici MAO-B, tak zvany
~syrovy efekt“. (Elsworth a kol., Psychopharmacology, 57,
33 (1978)). Kromé@ toho pridani (-)-deprenylu do kombinace
L-DOPA a dekarboxylazového inhibitoru, podanéhco pacienttm
trpicim Parkinsonovou chorobou, vede k urditym zlepenim,
pokud jde o akinezi a celkovou funk&ni kapacitu, a rovn&s
se tim eliminuji fluktuace ,on-off" typu (pfehled Birkmayer
& Riederer v ,Parkinson’s Disease™, Springer-Verlag,
str. 138-149 (1983)). (-)-Deprenyl tedy (a) zvysuje a
prodluZuje ucinek L-DOPA a (b) nezvy3uje neZadouci \dinky

L-DOPA 1lécCeni.

Nicméné ani samotny (~)-deprenyl neni bez vlastnich
nezadoucich vedlejsich G¢inkl(l. Mezi tyto neZadouci vedlejdi
ucinky patfi napfikiad existujici Zalude&ni vredy a
pfipadné hypertenzni pfihody. Krom& toho je (-)-deprenyl
amfetaminovym derivatem a Jje metabolizovan na amfetamin a
metamfetaminy, coZ 3Jjsou 1léatky, které mohou zplsobovat
nezadouci vedlejdi G&inky, napfiklad zvy3enou srdedéni
rychlost (Simpson, Biochemical Pharmacology, 27, 1951
{1978); Finberg a kol. v ,Monoamine Oxidase Inhibitors -~
The State of the Art“, Youdim a Paykel, ed. Willey, str.
31-43 (1981)}.

T TByly popsédny i dal§i T slouceniny; Tkteré T predstavaii

selektivni nevratné inhibitory MARO-B ale které jsou prosté
nefidoucich 1&inkd spojovanych s (=) -deprenylem. Jedna
takova sloulenina, konkrétné N-propagyl-l-aminoindan.HCl
(racemicky  PAI.HC1), je popsédna v GB 1,003,686 a
GB 1,037,014 a v patentu US 3,513,244, udéleném
19. kvétna 1970. Racemicky PAI.HCl je GEinnym selektivnim
nevratnym  inhibitorem  MAO-B, nemetabolizuje se na

amfetaminy a nezvy$uje neZddouci sympatomimetické udinky.

B M
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P¥i srovndvacich testech na zvifatech se ukazalo, :Ze
racemicky PAI mé& mnoho vyhod oproti (-)-deprenylu.
Racemicky PAI napriklad nezpusobuje podstatnéjsi
tachykardii, nezvySuje krevni tlak (4¢inky, k nimZ dochazi
pfi ddvkach (-)-deprenylu 5 mg/kg) a pri dévkach niZsich
nebo rovnych 5 mg/kg nezplsobuje kontrakci mZurky nebo
zvySeni srdeéni rychlosti (coZ Jsou vedlejdi udinky
(-)-deprenylu, podavaného v davkach vys8ich neZ 0,5 mg/kg).
Kromé toho racemicky PAI.HC1 nezesiluje kardiovaskularni
U¢inky tyraminu (Finberg a kol. v ,Enzymes a Neuro-
transmitters in Mental Disease"“, str. 205-219 (1980}, Usdin
a kol., ed. Wiley, New York; Finberg a kol. (1981) v
,Monoamine Oxidase Inhibitors - The State of the Art™,
tamtéZ; Finberg and Youdim, British Journal Pharmacol., 85,

451 (1985)}.

Jednim z cild vyndlezu bylo separovat racemické PAI
slouCeniny a ziskat enantiomer s MAO-B inhibicéni aktivitou,
kterd by byla prostd veSkerych neZadoucich vedlejsich

a¢inkd, spojovanych s druhym enantiomerem.

Vzhledem k tomu, Ze deprenyl m& podobnou strukturu
jako PAI a vzhledem k tomu, Ze je zndmo, Ze (-)-enantiomer

deprenylu, tj. (-)-deprenyl, Je farmaceuticky podstatné

T TA¢innéiEL neZ T (+)-enantiomer,” dalo” by se "ocekavat, Ze T T

(-)-enantiomer PAI bude G¢innéjsSim MAO-B inhibitorem.

Nicméné v rozporu s timto olekadvdnim se po rezoluci
enantiomerd ukazalo, Ze (+)-PAI enantiomer Je ve
skuteCnosti aktivnim MAO-B inhibitorem, =zatimco (-)-enan-

tiomer vykazuje extrémné nizkou MAO-B inhibicni aktivitu.

Kromé toho mé& (+)-PAI enantiomer rovn&? prekvapivé vys3i.

stupefi selektivity pro MAO-B inhibici neZ? jeho odpovidajici

racemickd forma a pri léeni oznalenych chorob by tedy mél
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zplisobovat méné neZidoucich vedlejdich G&ink( ne? racemicka
smés. K témto zjisténim se dospélo pomoci in vitro a

in vivo experimentli, které budou podrobn&ji popsany niZe.

Nasledn& se wukdzalo, Ze (+)-PAI m& R absolutni
konfiguraci. Vzhledem k o&ek4dvané strukturni podobnosti
(+)-PAI analogie mezi deprenylem a amfetaminy bylo toto

zjisténi rovnéZ prekvapivé.

Za poviimnuti rovnéz stoji vysoky stupen
stereoselektivity farmakologické aktivity mezi R(+)-PAI a
S{~) enantiomerem, ktery bude diskutovan niZe. R(+)-PAI je
pri MAO-B inhibici tém&F o c&tyri fady aktivné&jsi nei
S{~) enantiomer. Tento pomér je podstatné vy$s1 neZ pomér
pozorovany mezi dvéma deprenylovymi enantiomery (Knoll a
Magyar, Adv. ‘Biochem. Psychopharmacol., 5, 393 (1972);
Magyar a kcl., Acta Physiol. Acad. Sci. Hung., 32, 377
(1967)). Kromé toho pfi urditych fyziologickych testech se
zjistilo, Ze (+)-deprenyl mA stejnou nebo vy33i aktivitu
neZ (-) enantiomer (Tekes a kol., Pol. J. Pharmacol.

Pharm., 40, 653 (1988)).

MPAT je schopnéjSim inhibitorem MAO aktivity, ale s
niz3i selektivitou pro MAO-B neZ MAO-A (Tipon a kol.,
Blochem. Pharmacol., 31, 1250 (1982)). To, Ze pfi

- J p——— —_— et e

pozorovadni MPAI byl pfekvapivé zji%tén nizky stuped
diference v relativnich aktivitédch dvou rozliéenﬁch
enantiomerd, Jjeit& dale zvyraznilo chovani R(+)PAI (viz

tabulka 1B).

Vynalez rovné% poskytuje zplsoby pouZiti samotného
farmaceuticky u¢inného PAI-enantiomeru (bez L-DOPA) pri
lé¢eni Parkinsonovy choroby, poruch paméti, demence,

deprese, hyperaktivniho syndromu, afekce, neuro-
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degenerativnich chorob, neurotoxickych poranéni, mrtvice,

mozkové ischemieg' traumatického poranéni hlavy,

traumatického poranéni michy, neurotraumatu, schizofrenie,

poruch pozornosti,f sklerézy multiplex a abstinenénich

priznakd (viz prehled Youdim a kol., Handbook of
Experimental Pharmacology, Trendelenburg a Weiner,
Springer-Verlag, vyd. 90/I, kap. 3 (1988)).

Vyndlez déle poskytuje =zphsob pouZiti samotného
farmaceuticky ucinného PAI-enantiomeru pro léleni
Parkinsonovy choroby. Vynélez rovnéz poskytuje

farmaceutické kompozice obsahujici R(+)PAI a synexgicka

¢inidla, napfiklad Levodopu. Pou?iti t&chto d&inidel se

studovalo s ohledem na (-)-deprenyl, ktery, jak se ukdzalo,

byl Cinny, pokud se podaval samotny pacientlim v raném

stadiu Parkinsonovy choroby a mél synergicky a&inek u

pacientd, pokud se podaval spole&né s t~tokoferolem,

derivatem vitaminu E (Parkinson’s Study Group, New England

J. Med., 321(20), 1364-1371 (1989)}.

Kromé& své vyuZitelnosti p#i 1lé&eni Parkinsonovy

choroby se rovnéZ ukdzalo, Ze (-)-deprenyl je uziteény pri
léCenl pacientld trpicich demenci Alzheimerova typu (DAT)

(Tariot a kol., Psychopharmacclogy, 91, 489-495 (1987)) a

—_ —

(Mendelewicz

Psychiat. 142, 508-511 (1983)). Ukézalo se, Je R(+)PATI

slouCenina podle vynéleiu, a zejména jeji mesylatova sul,
obnovuji pam&t. R(+)PAI m& tedy potencial pro léZeni poruch
paméti, demence, zejména Alzheimerova

typu, a hyper-

aktivniho syndromu u d&ti.

Cilem vyndlezu je rovndZ poskytnuti vysoce stabilnich
soli R(+)PAI s vynikajicimi farmaceutickymi vlastnostmi.

Mesylatovad sOl je zvla¥té stabilni, vykazuje neoCekdvand

e e e s
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vét3i selektivitu a vykazuje podstatnd ménd vedlejdich

Uuc¢inkl neZ vykazuji odpovidajici racemické soli.

Podstata vynalezu

Vyndlez tady poskytuje R(+)-N-propargyl-l-aminoindan

majici strukturu:

Vynédlez rovnéZ poskytuje farmaceuticky pZfijatelnou sl

R(+)~N-propargyl-l-amincindanu.

Vyndlez déle poskytuje farmaceutickou kompozici, kterd
obsahuje terapeuticky w&inné mnoZstvi R{+)-N-propargyl-1-

aminoindanu nebo Jjeho farmaceuticky pfijatelné soli a

[ERUO R U SV U y—— T e o e = TR -

farmaceuticky pfijatelny nosic.

Vyndlez dale poskytuje zplsob 1léCeni subjektu,
trpiciho Parkinsonovou cho:obou, ktery zahrnuje podéni
mnozstvi R{+)-N-propargyl~l-aminoindanu nebo jeho
farmaceuticky prijatelné soli, WU&inného pro léleni

Parkinsonovy choroby, subjektu trpicimu touto chorobou.

Vynédlez dile popisuje zplsob lé&eni subjektu trpiciho

poruchou paméti, ktery spolivd v podéni mnoZstvi R{+)-N-

s
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propargyl-l-aminoindanu nebo jeho farmaceuticky pfijatelné
soli, 0c¢inného pro léceni poruchy paméti subjektu, danému

subjektu.

Vynalez dale poskytuje zplsob léZeni subjektu trpiciho
demenci, ktery zahrnuje podani mnoZstvi R{+)-N-propargyl-1-
éminoindanu nebo Jjeho farmaceuticky prfijatelné soli,
u¢inného pro 1éZeni demence, subjektu trpicimu touto
chorobou. U jednoho provedeni se demenci rozumi demence

Alzheimerova typu (DAT).

Vyndlez déle poskytuje zplsob léceni subjektu trﬁiciho
depresi, ktery zahrnuje podani mnoZstvi R{+}-N-propargyl-1-
aminoindanu nebo jeho farmaceuticky pFijatelné soli,
ucinného pro léceni deprese, subjektu trpicimu touto

chorobou.

Vyﬁélez dale poskytuje zplGsob léceni subjektu trpiciho
hyperaktivnim syndromem, ktéry zahrnuje podédni mnoZstvi
R(+)-N-propargyl-l-aminoindanu nebo jeho farmaceuticky
prijatelné soli, u&inného pro lé&eni hyperaktivniho

syndromu, subjektu trpicimu touto chorobou.

Vynélez déle poskytuje zplsob léleni subjektu trpiciho

afektivni nemoci, ktery zahrnuje podani mnoZstvi R(+)-N-

" propargyl-I-aminoindanu nebo jeho farmaceuticky prijatelné
soli, W&inného pro léceni afektivni nemoci, subjektu

trpicimu touto chorobou.

Vynalez dale poskytuje zplsob lé&eni subjektu trpiciho
neurodegenerativni nemoci, ktery zahrnuje podéni mnoZstvi
R(+)-N-propargyl-l-aminoindanu nebo Jjeho farmaceuticky
prijatelné soli, WGZinného pro lé&eni neurodegenerativni

nemoci, subjektu trpicimu touto chorobou.

B T P M
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Vynalez déle poskytuje zpisob léceni subjektu trpiciho
neurotoxickym poskozenim, ktery zahrnuje podani mnoZstvi
R(+)-N-propargyl-l-aminoindanu nebo jeho farmaceuticky
prijatelné soli, W\&inného pro 1éeni neurotoxického

poskozeni, subjektu trpicimu touto chorobou.

Vynadlez dale poskytuje zplisob lédeni subjektu trpiciho
mozkovou ischemii, ktery zahrnuje podani mnoZstvi R(+)-N-
propargyl-l-aminoindanu nebo jeho farmaceuticky pfijatelné
soli, G¢inného pro 1é&eni mozkové ischemie, subjektu

trpicimu touto chorobou.

Vyndlez dale poskytuje zplisob lé&eni subjektu trpiciho
traumatickym poékozenim hlavy, ktery =zahrnuje podéani
mnozstvi R(+)-N-propargyl-l-aminoindanu nebo jeho
farmaceuticky pfijatelnéd soli, u&inného pro 1lécdeni
traumatického poskozeni hlavy, "subjektu trpicimu timto

poskozenim.

Vynalez dale poskytuje zpfisob léZeni subjektu trpiciho
traumatickym poskozenim michy, ktery zahrnuje podani
mnozstvi R(+)-N-propargyl-l-aminoindanu nebo jeho
farmaceuticky prijatelné soli, u&inného pro lé&eni
traumatického poZkozeni michy, subjektu trpicimu timto

poSkozenim.

e aad — e et g Uy G JO S g Oy
o G G — e

Vynélez déle poskytuje zpisob lé&eni subjektu trpiciho
schizofrenii, ktery zahrnuje podani mnoZstvi R{+)-N-
propargyl-l-aminoindanu nebo jeho farméceuticky prijatelné
soll, u€inného pro lé&eni schizofrenie, subjektu trpicimu

touto chorobou.

Vynalez déle poskytuje zplsob lé&eni subjektu trpiciho

ochabnutim pozornosti, ktery zahrnuje podani mnoZstvi R{+)-
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N-propargyl-l-aminoindanu nebo jeho farmaceuticky
prijatelné soli, WU&inného pro lé&eni ochabnuti pozornosti,

subjektu trpicimu touto chorobou.

Vynalez déle poskytuje zptsob lé&eni subjektu trpiciho
sklerdzou multiplex, ktery zahrnuje podini mnoZstvi R(+)-N-
propargyl-l-aminoindanu nebo jeho farmaceuticky prfijatelné
soll, UCinného pro léCeni sklerdzy multiplex, subjektu

trpicimu touto chorobou.

Vynalez dale poskytuje zplisob prevence nervovych
poruch u subjektu, ktery zahrnuje podini mnoZstvi R(+)-N-
propargyl-l-aminoindanu nebo jeho farmaceuticky pfijatelné

soli, ucinného pro prevenci nervového podkozeni, subjektu.

Vynadlez déle poskytuje zplisob lédeni drogové zavislého
subjektu trpiciho abstinen&nimi p#iznaky, ktery zahrnuje
poddni mnoZstvi R{+)-N-propargyl-l-aminoindanu nebo jeho
farmaceuticky pfijatelné soli, u¢inného pro  légeni

abstinenénich p¥iznakfl, subjektu trpicimu témito priznaky.

Vynalez déle poskytuje zplsob pfipravy R(+)-N-
propargyl-l-aminoindanu, ktery =zahrnuje uvedeni R(-)-
aminoindanu v pfitomnosti organické nebo anorganické baze

do kontaktu s propargylbromidem nebo propargylchloridem za

b e

vzniklého R(+)-N-propargyl-l-aminoindanu.

Pfedmétem vyndlezu je dale zplisob pfipravy racemického
N-propargyl-l-aminoindanu, ktery zahrnuje uvedeni
racemického l-aminoindanu v pfitomnosti organické nebo
anorganické bédze do kontaktu s propargylbromidem nebo

propargylchloridem =za vzniku racemického N-propargyl-1-

takto
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aminoindanu a izolaci takto vzniklého racemického

N-propargyl-l-aminoindanu.

Cilem vyndlezu 9je kone&nd zplsob pripravy R(+)-N-

propargyl-l-aminoindanové soli, ktery zahrnuje uvedeni

racemického N-propargyl-l-aminoindanu do styku s opticky

aktivni kyselinou za vzniku dvou diastereomernich
N-propargyl-l-aminoindanovych soli a izolaci R{+}-N~
propargyl-l-aminoindanové soli z takto viniklych

diastereomernich N-propargyl-l-aminoindanovych soli.

Struény popis obréizkd

Obr. 1 graficky znadzorfiuje vysledky testu provadéného

v prikladu 22, ktery se zaméfuje na stanoveni MAQO-A

inhibiéni aktivity in vitro.

Obr. 2 graficky zndzorfiuje vysledky testu provadéného

v prikladu 22, ktery se zaméfuje na stanoveni MAO-B

inhibiéni aktivity in vitro.

Obr. 3 graficky znédzorfiuje vysledky testu provadéného
v prikladu 22, ktery se zam&fuje na stanoveni MAQ aktivity

v lidské kortikalni tkani.

St e A A o et 4 g e ot g e e g
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4 graficky zn&zorfiuje vysledky testu provadéného
v prikladu 23, ktery analyzuje akutni inhibici (i.p.} MAO-A

v mozku.

Obr. 5 graficky zn&zorfiuje vysledky testu provadéného
v prikladu 23, ktery analyzuje akutni inhibiei (i.p.) MAQ-B

v mozku.
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Obr. & graficky znazorhuje vysledky testu provadéného

<

pfikladu 23, ktery analyzuje akutni inhibici (i.p.) MAQ-A

<

jétrech.

Obr. 7 graficky znézorﬁuje,fﬁsledky testu provadéného
v prikladu 23, ktery analyzuje akutni inhibici (i.p.) MRO-B

v jatrech.

Obr. 8 graficky zndzorfiuje vysledky testu provadéného -
v prikladu 23, ktery analyzuje akutni inhibici {per os)
MAO-A v mozku.

Obr. 9 graficky znizorfuje vysledky testu provadéného
v pfikladu 23, ktery analyzuje akutni inhibici (per os)
MAO-B v mozku.

Obr. 10 graficky znédzorfuje vysledky testu provédéného
v prikladu 23, ktery analyzuje akutni inhibici (per os)

MAO-A v jatrech.

Obr. 11 graficky zndzorfuje vysledky testu provadéného !
v prikladu 23, ktery analyzuje akutni inhibici (per os)
MAO-B v jatrech. |

Obr. 12 graficky zndzorfuje vysledky testu provadéného

v pfikladu 24, ktery analyzuje chronickou inhibici MAO-A v

mozku,

Obr. 13 graficky znizorfiuje vysledky testu provadéného
v prikladu 24, ktery analyzuje chronickou inhibici MAO-B v

mozku.

Obr. 14 graficky znézorfiuje vysledky testu provadéného
v ptikladu 24, ktery analyzuje chronickou inhibici MAO-A v

jédtrech.
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Obr. 15 graficky znazorfiuje vysledky testu provadéného
v prikladu 24, ktery analyzuje chronickou inhibici MAO-B v

jatrech.

Obr. 16 graficky zndzorfiuje vysledky testu provadéného
v prikladu 25, ktery analyzuje MAO-B aktivitu v krysim

mozku jako éasovou funkci po i.p. podani R{+)PAI.

Obr. 17'graficky znazorfuje vysledky testu provadéného
v pfikladﬁ 32, které'ukazuji obnovu normokineze u my$i,
kterym byl podan haloperidol v davce 6 mg/kg s.c. Vienm
my$im byly podany testované (&inné latky 1.p. v nazna&enych
davkach. O 2 hodiny pozd&ji jim byl aplikovén haloperidol.
Kinetické vysledky se odefetly 3 hodiny po podani
haloperidolu. Tyto v{sledky odpovidaji schopnosti pohybovat

se horizontdlné podél tye, schopnosti slézt vertikalnd tye -

oblicejem dold a zkriceni katalepsie. PFi absenci
haloperidolu bylo maximé&lné dosaZeno vysledku 12, zatimco
pfi pouZiti samotného haloperidolu se dosihlo vysledku
6,6+0,03. Statistick4d hodnota se vypoletla podle Studentova
»t" testu: * p < 0,05; ** < 0,01; *** p < 0,001, vztaZeno k
hodnotam ziskanym pfi aplikaci samotného haloperidolu.
Vysledky (R)-PAI se zna&né 1181 od vysledkd dosaZenych p#i
aplikaci racemického PAI v davce 5 mg/kg {p<0,05), 10 mg/kg

poCitana pro volnou b&azi PAI (a nikoliv pro mesylatovou

sul) .

Obr. 18 graficky znazorfiuje vysledky testu provadéného
v prikladu 32, které ukazuji obnovu motorické aktivity u
my5i oSetfenych a-methyl-p-tyrosinem pri 100 mg/kg i.p.
Krysé&m se aplikovala testovand latka i.p. v naznadenych

davkach. 0 dvé hodiny pozd&ji jim byl aplikovan o-Mpt a

APL0,01)—-a. 15-mg/kg- (p<0, 05} —(n=576}——Uvedens—dévkaje— - -
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bezprostfedné po jeho aplikaci se my$i umistily do kleci.
Celkova motorickd aktivita se zaznamenavala v pribéhu
deseti hodin. Kontrolni krysy, oZetfené fyziologickym
roztokem, dosahovaly vysledku 15 862+1424. P¥i aplikaci
samotného o-MpT dosahovaly my8i vysledku 8 108+810.
Statisticka -hodnota se vypocCetla wpodle Studentova ”tﬂ
testu: * p < 0,05; ** < 0,01; *** p < 0,001, vztaZeno k
hodnotam ziskanym pfi aplikaci samotného a—MpT; Vysledky
(R)-PAI se znafné 1i3i od vysledktl dosaZenych pri aplikaci
racemického PAI v davce 2 mg/kg {(p<0,01} (n=6). Uvedena
davka je poéitdna pro volnou bazi PAI a nikoliv pro

mesylatovou sul.

Obr. 19 graficky zndzorfuje NADH odezvu na dvou-
minutovou anoxii, mé&fenou 30 minut po urazu a naslednd v

~pllhodinovych intervalech.

Obr. 20 graficky =zndzorfiuje hodnoceni ischemické
mozkové léze pomoci m&Ficiho pfistroje MRI T2-scan 48 hodin
po oSetrfeni krys MCA-0 a [R](+)PAI mesylatem. Stfedni
cerebralni arterie se chirurgicky uzavZela zplusobemn
popsanym v prikladu 38. [R]{(+)PAI mesylat se podaval
nasledujicim zphsobem: 1,0 mg/kg ip bezprostfednd . po

chirurgickém  zakroku: 0,5 mg/kg ip dvé hodiny po

- -chirurgickém-zékroku; -1, 0 mg/kg ip 24 hodin po CHirurgickem

zdkroku. Rozsah infarktu (mm’) se ur&il pomoci MRI 48 hodin

po zakroku.

Obr. 21 graficky zndzorhuje heurologické hodnoceni
krys Wistar, které se podrobily lé&eni MCA-O a [R](+)PAI
mesyladtem. Stfedni cerebrdlni arterie se chirurgicky
uzavfela a [R](+)PAI mesylat se podival zplsobem popsanym v

souvislosti s obrézkem 20. 24 hodin po chirurgickém zakroku
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se zplUsobem popsanym v prikladu 38 ziskaly neurologické

vysledky.

Vyndlez tedy poskytuje R(+)-N-propargyl-l-aminoindan

obecného vzorce:

<

7 “NH—CH,~—C==CH

Jak demonstruji niZe uvedené experimentdlni pfiklady,
R(+)PAI je tém&r 7 000krdt w¢innéjdi v roli inhibitoru
MAO-B neZ S(-)PAI. 2 pohledu =zndmych MAO-B inhibitorq,
které vykazuji nizkou seliktivitu mezi MAO-A a MAO-B a
které nevykazuji pfedpoklédané trendy, pokud jde o ulinnost
jako funkci R a S konfigurace, Jje selektivita R(+)PAI

neocekéavana.

R{+)PAI lze ziskat optickou rezoluci racemickych smési

)

R- a S-enantiomer®l PAI. Tuto rezoluci lze Trealizovat

libovolnou b&%nou rezoluini metodou, kterd je odbornikim v
daném oboru znéma, napfiklad metodu, kterou popsal
J. Jacques, A. Collet a S. Wilen v ,Enantiomers, Racemates
and Resolutions“, Wiley, New York (1981). Rezoluci lze
provadét napriklad preparativni chromatografii na chiralni
kolond. DalSim pfikladem vhodné rezoluc¢ni metody je
pfiprava diastereomernich soli s chirdlni kyselinou,

napfiklad kyselinou vinnou, kyselinou maleinovou, kyselinou

P
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mandlovou nebo  N-acetylovymi  derivaty  aminokyselin,
napriklad N-acetylleucinem, a naslednou rekrystalizaci,
jejimz cilem je izolace diastereomerni soli poZadovaného

R enantiomeru.

Racemickou smés R a S enantiomerli PAI 1ze pfipravit
napfiklad zptisobem popsanym v GB 1,003,676 a GB 1,037,014.
Raéemickou sm&s PAI 1lze rovnéZ pfipravit uvedenim
l-chloroindanu do reakce s propargylaminem. Alternativng
lze tento racemdt pripravit uvedenim propargylaminu do
reakce s 1l-indancnem =za vzniku odpovidajiciho iminu a
naslednou redukci C=N dvojné vazby iminu vhodnym <&inidlen,

napfiklad borchydridem sodnym.

R enantiomer PAI lze podle vynalezu rovnéz pripravit
ptimo 2z opticky aktivniho R enantiomeru l-aminoindanu
reakci s propargylbromidem nebo propargylchloridem v
pfitomnosti organické nebo anorganické baze a pripadné v

pritomnosti vhodného rozpoustédla.

Vhodnou organickou nebo anorganickqu bazi pro vysSe
zminénou reakci miZe byt napriklad triethylamin, pyridin,
uhliditany alkalickych kovll a hydrogenuhlicditany. Pokud se
reakce provadi v pritomnosti rozpousdtédla, potom by se toto

rozpoustedlo mé&lo zvolit napfiklad z toluenu, methylenu,

e e o e e = - - e e e e e e e e e e o

chloridu a acetonltrllu. Jednim zplsobem pripravy R(+)}PAI
je uvedeni R-l-aminoindanu do reakce s propargylchloridem
za pouZiti hydrogenuhliditanu draselného Jjako baze a

acetonitrilu jake rozpousdtédla.

Vy3e popsana reakce l-aminoindanu zpravidla poskytuje
smés nezreagovaného  primdrniho aminu, poZadovaného
sekundarniho aminu a tercidlniho aminu N,N-bis-

propargylamino-produktu. PoZadovany sekunddrni amin, tj.

e ———— - -
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N-propargyl-l-aminoindan, 1lze =ze =ziskané smési separovat
béZnou separacni metodou, napriklad pomoci chromatografie,

destilace a selektivni extrakce.

R-l1-aminoindanovy vychozi materidl lze pFripravit v
oboru zndmymi zplsoby, které zahrnuji napfiklad zplsob
popsany Lawsonem a Raoem, Biochemistry, 18, 2133 (1980),
zpusoby citované v dokumentech, které jsou IJjmenovany v
kapitole ,Dosavadni stav techniky“ a zplisob popsany v

Evropském patentu &. 234,590.

R-l-aminoindan lze rovnéZ pripravit rezoluci racemické
smési R a S enantiomerdl, kterd zahrnuje napfiklad pfipravu
diastereomernich soli s chiradlnimi kyselinami nebo n&kterou
dalsi znadmou metodou, napfiklad metodou, kterou popsal
J. Jacques a kol., tamtéZ. Alternativné lze R-l-aminoindan
pfipravit uvedenim 1-indanonu do reakce s opticky aktivnim
aminem a néslednou redukci dvojné vazby mezi uhlikem a
dusikem ve vysledném iminu hydrogenaci nad vhodnym
katalyzédtorem, mnapfiklad nad paléddiem na uhliku, oxidem
platiny nebo Raneyovym niklem. Vhodné opticky aktivni aminy
zahrnuji napfiklad jeden ze dvou antipodd fenethylaminu
nebo ester aminokyseliny, napriklad valinu nebo
fenylalaninu. Benzylickou N-C vazbu lze nédsledné rozstépit

- —-hydiregenaci- za -nRebouElivyeh--pedminek - - - ommrm e e

Dal3im zpusobem pfipravy R-l-aminoindanu je.
hydrogenace vy3e popsanych indan-l-onoximetherfi, ve kterych
alkylovad C4st etheru obsahuje opticky ¢isty chirdlni stred.
Alternativné& lze nechirdlni derivaty indan-l-onu obsahujici
dvojnou vazbu mezi uhlikem a dusikem, napriklad imin nebo
oxim, redukovat chirdlnim redukénim <&inidlem, napr.

komplexem tetrahydridohlinitanu lithného a efedrinu.
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Predmétem vyndlezu je dale poskytnout farmaceuticky

‘prijatelnou s0l R(+)-N-propargyl-l-aminoindanu.

Farmaceuticky prijatelnd sGl podle vynalezu napfiklad
zahrnuje mesylat, maleindt, fumarat, vinan, hydrochlorid,
hydrobromid, esylat, p-toluensulfonédt, benzodt, acetét,

fosfat a sulfatové soli.

U jednoho provedeni se sul zvolila ze skupiny .tvorfené
mesyldtovou soli R{+)-N-propargyl-l-aminoindanu, esylatovou
soli R{+)-N-propargyl-l-aminoindanu a sulfdtovou sil

R(+)-N-propargyl-l-aminoindanu.

Jak demonstruji niZe uvedené experimentalni priklady,
mesylatovd stl je vysoce stabilni v&i tepelné degradaci a
vykazuje oproti racemické sm&si neolekdvand  dobrou

selektivitu pro MAO-B.

Pro prfipravu farmaceuticky prfijatelnych kyselinovych
adiénich soli sloudeniny R(+)PAI 1lze uvést volnou bazi
konvendnimi metodami do reakce s poZadovanymi kyselinami v
pritomnosti vhodného rozpoustédla. Podobné lze kyselinovou
adi&ni s8l1 pfevést zndmymi postupy na volnou bazickou

formu.

..__Vyhodny  zplsob  pripravy mesylatové formy (R)-PAI
zahrnuje: (a) adici vodného roztoku 15% hydroxidu sodného
do roztoku propargylbenzensulfohétu {nebo tosylatu nebo
mesylatu) v toluenu; (b) michdni po dobu 5 hodin; (¢}
priddni dal3iho toluenu a vody; (d) separovani a promyti
organické féze 10% hydroxidem sodnym a nésledné nafredénil
vodou; (e) nastaveni pH hodnoty smési na 3,2 pfidanim 10%
vodného roztoku kyseliny sirové; (f) separovdni vodné faze

a nastaveni pH na 7,3 10% vodnym roztokem hydroxidu
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sodného; (g) troji extrahovédni toluenem za udrZovéani
konstantni pH hodnoty; (h) zahusténi sloudenych organickych
vrstev ve vakuu =za vzniku Zlutého oleje; (i) rozpu3téni
oleje a kyseliny L-vinné v isopropanolu; (J) zahfati na
refluxni teplotu a udr¥ovani p¥i této teplotd pe dobu jedné
hodiny; (k) ochlazeni na pokojovou teplotu a izolace
srazeniny  filtraci; (L) rekrystalizace surového  di-
propargylaminoindanvinanu ze smé&si methanolu a isopropanolu
(1:1) za wvzniku di(R{+)-N-propargyl-l-aminoindan)vinanu;
(m) rozpusténi vinanu a methansulfonové  kyseliny v
isopropanolu -a trficetiminutové ohfivani pri refluxni
teploté; a (n) ochlazeni na pokojovou. teplotu a sebrani

vysraZzeného R(+)-N-propargyl-l-amincindanu.

Vynadlez déle poskytuje farmaceutickou kompozici, kterd.
obsahuje terapeuticky u€inné mnoZstvi R(+)-N-propargyl-1-
aminoindanu nebo jeho farmaceuticky prijatelné soli a
farmaceuticky prijateiny nosic. ;Terapeuticky ucinné
mnozstvi® R{+)-N-propargyl-l-aminoindanu nebo jeho
farmaceuticky pfijatelné soli lze urcit béinymi postupy,

které jsou odbornikim v daném oboru znamy.

Pro uvedené kompozice lze napriklad pouZit néasledujici

soli. Hydrochlorid, fosfat, maleinat, fumarét; vinan,

nesylat,-esyldt-a -sulfatové. solil. o e —. S

Tyto kompozice lze pfipravit jako lé&iva urcend pro

P

ordlni, parenteradlni, rektdlni nebo transdermdlni podéani.

U jednoho provedeni Jje farmaceuticky prijatelnym
nosiCem pevnd latka a farmaceutickéd kcmpozice ma formu
tablet. Terapeuticky G&innym mnoZstvim midZe byt mnoZstvi

pohybujici se pfibliZné od 0,1 mg do 100 mg. Farmaceuticky
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ucinnym mnoZstvim miZe byt rovnéZ pfibliZné 1 mg az 10 mg

u¢inné latky.

Vhodn?mi formami pro oralni podéni Jsou napriklad
tablety, lisované nebo potaZené pilulky, draZé, oplatky,
tvrdé a mékké Zelatinové kapsle, podjazykové tablety,

sirupy a suspenze.

U alternativniho provedeni je farmaceuticky
pFfijatelnym nosicem kapalina a farmaceutickd kompozice ma
formu injektovatelného roztoku. Terapeuticky 0G&innym
mnozstvim mlGZe byt mnoistvi pohybujici se pribliZné od
0,1 mg/ml do 100 mg/ml. Terapeuticky u¢innym mnoZstvim miZe
byt rovndZ p¥ibli¥né 1 mg/ml aZz 10 mg/ml mg Ucinné latky. U
jednoho provedeni je podanou davkou mnoZstvi pohybujici se

v rozmezi od 0,5 ml do 1,0 ml.

U dal3iho alternativniho provedeni je nosicem gel a

farmaceuticka kompozice ma formu Zipku.

Pro parenterdlni podéni vyndlez poskytuje ampule nebo
lahvidky, které obsahuji vedny nebo bezvody roztok nebo
emulzi. Farmaceutickéd kompozice podle vyndlezu, urdend pro
rektidlni podani, m&4 formu <&ipkd s hydrofilnim nebo

hydrofobnim vehikulem. Pro topickou aplikaci je urcena

“farmaceutickd formulace podle vynadlezu, ktera ma formu

masti a transdermdlni dopravu zajistuji vhodné dopravni

systémy, které jsou v daném oboru znamy.

U vvhodného provedeni je farmaceuticky prijatelnou

soli mesylatova sul.

Tyto kompozice lze pro léCeni vySe jmenovanych chorob

pouzit  samotné nebo alternativné, jako v  prfipadé
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Parkinsonovy choroby, mohou byt pouZity napfiklad jako

pifidavny prostrfedek pri konvenénich L-DOPA terapiich.

Vyhodne davky ucinné sloZky, tj. R-PAI, ve vy3e
zminénych kompozicich lezi v .nésledujicich rozmezich., Vv
pfipadé ordlnich formulaci nebo &ipkt lze denné bréat 0,1 do
100 mg G&inné latky na davkovou jednotku a vyhodné 1 a3
10 mg na davkovou jednotku denneé. \ pripadé
injektovatelnych formulaci 0,1 aZ 100 mg/ml na davkovou
jednotku denné a vyhodné 1 az 10 mg/ml na davkovou jédnotku

denng.

U jednoho provedeni £farmaceutickd kompozice ddale
zahrnuje terapeuticky u¢inné mnoZstvi Levodopy. U dal$iho
provedeni farmaceutické kompozice dale zahrnuje ucCinné

*

mno#stvi dekarboxylazového inhibitoru.

MnoZstvim dekarboxyldzového inhibitoru, podaného v
kombinaci s (R)-PAI nebo jeho farmaceuticky prfijatelnou
soli, Jje mnoZstvi G&inné pro zajisténi spotfeby L-DOPA

subjektem.

Dekarboxylovym inhibitorem mbZe byt L-Carbidopa. U
jednoho provedeni je terapeuticky U¢innym mnoZstvim R{+)-N-
propargyl-l-amincindanu  pfibliZné 0,1 mg aZ 100 mgq,
250 mg a u¢inné nmnoZstvi L-Carbidopy Jje pfibliZné 10 mg aZ

25 ng.

Dekarboxylazovym inhibitorem miZe byt TOVNEZ
benserazid. U jednoho provedeni, je terapeuticky uZinnym
mno#stvim R(+)-N-propargyl-l-aminoindanu pfibliZn& 0,1 mg

a? 100 mg, terapeuticky a&innym mnoZstvim Levodopy je
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priblizné 50 mg az 200 mg a Ucinnym mnoZstvim benserazidu

je pribliZné 12,5 mg aZ 50 mg.

Pfedmeétem vynadlezu Je dale zpUsob lédeni subjektu
Erpiciho Parkinsonovou chorobou, ktery zahrnuje podani
mnoZstvi R(+)-N-propargyl-l-aminoindanu nebo Jeho
farmaceuticky prijatelné soli, Gc¢inného pro  lé&eni’

Parkinsonovy choroby, subjektu trpicimu touto chorobou.

Zpusoby léceni Parkinsonovy choroby, jejichZi podstatou

je kombinace pouZiti (R)-PAI s dal3imi Géinnymi léatkami,

napzriklad dopaminovymi agonizujicimi ¢inidly,
bromokryptinem, pergolidem, lisuriden, a do rozsahu
vynélezu' spadaji rovnéz katecholaminoxidédzo-

methyltransferdzové inhibitory.

U vyhodného provedeni je farmaceuticky pfijatélnou

soli mesylatova sul.

Podédni mlZe zahrnovat ordlni podani, rektdlni podani,

transdermalni podani nebo parenterdlni podani.

U Jjednoho provedeni zplsob podle vynalezu déale
zahrnuje podani terapeuticky uc¢inného mnoZstvi Levodopy

subjektu. U daldiho provedeni =zplGsob podle vyndlezu déle

zahrnuje_ . podéni_ _0&inného mnoZstvi. . dekarboxylazového . _ _ . .

inhibiteoru subjektu.

Dekarboxyldzovym inhibitorem miZe byt L-Carbidopa.
Alternativne mizZe byt dekarboxylazovym inhibitorem

benserazid.

Vyndlez ddle popisuje zplUsob léceni subjektu trpiciho
poruchou paméti, ktery spodivd v podéni mnoZstvi R(+)-N-

propargyl-l-aminoindanu nebo jeho farmaceuticky prfijatelné
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soli, ucinného pro 1lé&eni poruchy paméti subjektu,

subjektu.

Vyndlez déale poskytuje zplsob léceni subjektu trpiciho
demenci, ktery Zahrnujevpbdéni mnoZzstvi R{+)-N-propargyl-1-
aminoindanu nebo Jjeho farmaceuticky pfijatelné soli,

i¢inného pro 1é&eni demence, subjektu trpicimu touto

b

chorobou. U jednoho provedeni se demenci rozumi demence

A
i
A
.
A
it
L
q
i
L

Alzheimerova typu (DAT) .

ARl

Vynalez dile poskytuje zplhsob lédeni subjektu trpiciho
depresi} ktery zahrnuje podani mno#stvi R(+)-N-propargyl-1-
aminoindanu nebo jeho farmaceuticky prijatelné soli,
G¢inného pro 1léleni deprese, subjektu trpicimu touto '1

chorobou.

Vynédlez déle poskytuﬁe zplisob léceni subjektu trpiciho
hyperaktivnim syndromem, ktery zahrﬁuje podadni mnoZstvi
R(+)-N-propargyl-l-aminoindanu 'nebo Jjeho farmaceuticky
pfijatelné soli, - G&inného pro lé&eni hyperaktivniho L

syndromu, subjektu trpicimu touto chorobou.

Toto podédni mndZe zahrnovat oralni podéni, rektdlni

podédni nebo parenterdlni podéani.

afektivni nemoci, ktery zahrnuje podani mnoZstvi R(+)-N-
propargyl-l-aminoindanu nebo jeho farmaceuticky pfijatelné
soli, G&inného pro 1écCeni afektivni nemoci, subjektu

trpicimu touto chorobou.

 'Vynélez dale poskytuje zplsob lé&eni subjektu trpiciho
neurodegenerativni nemoci, ktery zahrnuje podéni mnoZstvi

R(+)-N-propargyl-l-aminoindanu nebo Jjeho farmaceuticky
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prijatelné soli, ucinného pro léceni neurodegenerativni

nemoci, subjektu trpicimu touto chorobou.

Vynélez ddle poskytuje zpusob 1léfeni subjektu trpiciho
neurotoxickym poskozenim, ktery =zahrnuje podani mnoZstvi
R(+)=-N-propargyl-l~aminoindanu nebo Jjeho farmaceuticky
pfijatelné soli, 1uéinného pro 1é¢éeni neurotoxického

podkozeni, subjektu trpicimu touto chorobou.

Vynalez dale poskytuje zpusob lé&Ceni subjektu trpiciho
mozkovou ischemii, ktery zahrnuje podéni mnoZstvi R(+)-N-
propargyl-l-amincindanu. nebo jeho farmaceuticky pfijatelné

soli, U&inného pro 1léceni mozkové ischemie, subjektu

trpicimu touto chorobou.

Vynalez poskytuje zplscb léCeni mozkové ischemie nebo
mrtvice u subjéktu, ktery zahrnuje podani urcitého mnoZstvi
R(+)-N-propargyl-l-aminoindanu nebo jeho farmaceuticky
pfijatelné soli, G&inného pro lécCeni mozkové ischeniie nebo

mrtvice, subjektu trpicimu touto chorobou.

U jednoho provedeni zpusobu lé&eni mozkové ischemie
nebo mrtvice se farmaceuticky pfijatelnd sil zvoli ze
skupiny tvorené: mesylatovou soli; ethylsulfondtovou soli;

sulfidtovou soli; a hydrochloridovou soli. Vyhodné je

farmaceuticky pfijatelnou soli mesyldtovad sul R(+)-N-

propargyli-l-aminoindanu.

‘U%inné mno¥stvi lze urdit za pouZiti technik, které
jsou odbornikim v daném oboru zndmy, napriklad titrace. U
jednoho provedeni vynélezu se Gfinné mnoZstvi pohybuje
pfibliZn& v rozmezi od 0,5 miligraml na kilogram télesné
hmotnosti subjektu do 2,5 miligrami na kilogram télesné

hmotnosti subjektu. R(+)-N-propargyl-l-aminoindan nebo jeho
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farmaceuticky pfijatelnd stl se poddvd za pouZiti technik
znamych odborniklim v daném oboru. MaZe byt napriklad
poddvan intravendézné, oridlné, rektdlné, transdermalnd nebo

parenterdlne.

Subjektem je vyhodné savec, napriklad pes, koc¢ka, my3,
krysa, kralik, prase, ki, koza, ovce, krava nebo opice. U

vyhodného provedeni je subjektem clovék.

U jednoho provedeni podle vyndlezu se UCinné mnoZstvi
pohybuje pfibliZné od 0,01 mg do 50,0 mg na den. U zv1asté
vyhodného provedeni se GCinné mnoZstvi pohybuje od 0,1 do

10,0 mg na den.

U jednoho provedeni vy3e popsaného zptsobu se rozsah

]

mozkové ischemie redukuje pribliiné o 35 %.

Vynalez dale poskytuje zplhsob léCeni subjektu trpiciho
traumatickiym poskozenim hlavy, ktery zahrnuje podéani
mnozstvi R({+)-N-propargyl-l-aminoindanu  nebo jeho
farmaceuticky pf¥ijatelné soli, ﬁéinﬁého pro  léceni
traumatického poskozeni hlavy, subjektu trpicimu timto

poskozenim,

Vynadlez dale poskytuje zpusob 1écdeni subjektu trpiciho

-traumatickym——podkozenim —michyy— ktery - -zahrnuje--—-podént -—- -~

mnoZstvi R({+)~N-propargyl-l-aminoindanu nebo jeho
farmaceuticky prijatelné soli, G&inného pro  lécCeni
traumatického poSkozeni michy, subjektu trpicimu timto

poSkozenim.

Vyndlez dale poskytuje zpusob léceni subjektu trpiciho
nervovym traumatem, ktery zahrnuje podédni mnoZstvi R(+)-N-

propargyl-l-aminoindanu nebo Jjeho farmaceuticky.pfijatelné
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soli, 1Uc¢inného pro 1éCeni nexrvovéhe traumatu, subjektu

trpicimu timto poSkozenim.

Pri léceni traumatického poskozeni hlavy,
traumatického poSkozeni michy nebo nervového traumatu se
farmaceuticky prijatelnd stl R(+)-N-propargyl-l-aminoindanu
zvoll ze skupiny tvorené: mesylatovou soli;
ethylsulfonatovou soli; sulfatovou soli; a hydrochloridovou
soli. Vyhodné je farmaceuticky prijatelnou solil meéylétové

sl R(+)-N-propargyl-l-aminocindanu.

UZinné mnoZstvi lze urdit za pouZiti technik, které
jsou odbornikim v daném oboru znamy, nap¥iklad titrace. U
jednoho provedeni vynalezu se U¢inné mnoZstvi pchybuje

pfibliZn& v rozmezi od 0,5 miligram@i na kilogram té&lesné

‘hmotnosti subjektu do 2,5 miligramd na kilogram té&lesné

hmotnosti subjektu. R(+)—N-ptopargyl—l—aminoindan nebo jeho

farmaceuticky prijatelnd s0l se podavéd za pouZitl technik
znanych odbornikiim v daném oboru. MiZe byt napriklad
podavan intravenézné, ordlné, rektalné, transdermdlné nebo

parenterdlne.

Subjektem je vyhodné savec, napriklad pes, koCka, mys,

krysa, kralik, prase, kafi, koza, ovce, krdva nebo opice. U

_v¥hodného_provedeni je subjektem Cloveék. _ . . . . . ______ .

U jednoho provedeni podle vyndlezu se U&inné mnoZstvi
pohybuje pribliZné od 0,01 mg do 50,0 mg na den. U zvlasté
vyhodného provedeni se ucinné mnoZstvi pohybuje od 0,1 do

10,0 mg na den.

Vyndlez dile poskytuje zplsob léCeni subjektu trpiciho
schizofrenii, ktery zahrnuje poddni mnoZstvi R({+)-N-

propargyl-l-aminoindanu nebo jeho farmaceuticky pfijatelné

PR
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soli, w&inného pro lé&eni schizofrenie, subjektu trpicimu

touto chorobou.

Vynadlez dale poskytuje zpusob léCeni subjektu trpiciho
ochabnutim pozornosti, ktery zahrnuje podani mnoZstvi
R(+)-N-propargyl-l-aminoindanu nebo Jeho farmaceuticky
pfijatelné soli, 0&inného pro léceni ochabnuti pozornosti,

subjektu trpicimu touto chorobou.

Vyndlez didle poskytuje zplsob léceni subjektu trpiciho
sklerézou multiplex, ktery zahrnuje podéni mnoZstvi R{+)-N-
propargyl-l-aminoindanu nebo jeho farmaceuticky prijatelné
soli, 1w&inného pro 1éceni sklerdzy multiplex, subjektu

trpicimu touto chorobou.

Vynalez dale - poskytuje zplsob prevence nervovych
poruch u subjektu, ktery zahrnuje podani mnoZstvi R(+)-N-
propargyl-l-aminoindanu nebo jeho farmaceuticky pZijatelné

soli, u&inného pro prevenci nervového podkozeni, subjektu.

U jednoho provedeni je nervovym poSkozenim poSkozeni

struktury nervii. U daldiho provedeni Je poskozenim

" struktury nervll po3kozeni odénich nervi.

Vynélez dale poskytuje zpuscb léceni drogové zavisiého

subjektu na_navykové latce_trpiciho abstinenénimi p¥iznaky,

ktery zahrnuije podani. mnoZstvi R({+)-N-propargyl-1-
aminoindanu nebo jeho farmaceuticky pfijatelné soli,
G¢inného pro 1é&eni abstinenénich piiznaklh, subjektu

trpicich témito priznaky.

V{raz ,abstinendni p#iznaky"“, jak Jje zde pouiit,
oznacuje fyzické a/nebo  psychické priznaky  vletné

» 2

neodolatelné touhy po droze, deprese, podrdideéni, anergie,
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amotivace, zmény chuti, nespavosti, tFesu a nepravidelného

spanku.

Vyraz ,navykovad latka“, jak Jje zde pouZit, =zahrnuje
napriklad (a) néavykové oplaty, napfiklad opium, heroin a
morfin, (b) psychostimulaéni 1latky, napriklad kokain,
amfetaminy a metamfetaminy, (c¢) alkohol, (d) nikotin, (e)
barbituridty a (f) narkotika, napriklad fentanyl, kodein,

difenoxyléat a thebain.

U Jjednoho provedeni je navykovou latkou kokain. U

dalsiho provedeni je navykovou latkou alkohol.

Vyndlez dale poskytuje zplsob pripravy R(+)-N-
propargyl-l-aminoindanu, ktety zahrnuje uvedeni
R(-)-aminoindanu v pritomnosti organické nebo anorganické
baze do kontaktu s propargylbromidem nebo propargyl-
chloridem za vzniku R(+)-N-propargyl-l-amincindanu a

izolacl takto vzniklého R(+)-N-propargyl-l-aminoindanu.

Predmétem vynédlezu je déale zplsob pfipravy racemického
N-propargyl-l-aminoindanu, ktery zahrnuje uvedeni
racemického l-aminoindanu v pfitomnosti organické nebo
anorganické bdze do kontaktu s propargylbromidem nebo

propargylchloridem za vzniku racemického N-propargyl-1-

Taminoindanu a izolaci takto ~ vzniklého racemického N-

propargyl-l-aminoindanu.

Cilem vynéiezu je koneCné zplsob pripravy R(+)-N-
propargyl-l-aminoindanové soli, ktery zahrnuje uvedeni
racemického N-propargyl-l-aminoindanu do styku s opticky
aktivni  kyselinou za vzniku dvou diastereomernich

N-propargyl-l1-aminoindanovych soll a izolaci R(+)-N-

[P U—
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propargyl-l-aminoindanové soli z takto vzniklych

diastereomernich N-propargyl-l-aminoindanovych soli.

U jednoho provedeni izolace zahrnuje izolaci frakéni

krystalizaci.

Nasledujici ptiklady provedeni wvynadlezu maji pouze
ilustrativni charakter a nikterak  neomezuji rozsah
vynalezu, ktery je jednoznainé vymezen priloZenymi

patentovyml naroky.

Pfiklady provedeni vynalezu

Priklad 1
Racemicky N-propargyl-l-aminoindan hydrochlorid

Do 75 ml acetonitrilu se pfidale 10,0 g racemického
l-aminoindanu a 10,4 g uhliditanu draselného. V?sledné
suspenze se ohtdla na 60°C a do takto ohraté suspenze se po

kapkach pridalo 4,5 g propargylchloridu.

Smé&s se michala pfi 60°C 16 hodin, nade? se v&tsina
P

tékavych podild odstranila destilaci ve vakuu. Zbytek se

rozd&lil mezi 10% ‘vodny Troztok hydroxidu sodného a

methylenchlorid.

Organickad faze se vysu3ila a rozpoustédlo se
odstranilo destilaci. Zbytek se Cistil mzikovou
chromatografii na silikagelu, pIicemZ jako eluéni cinidlo
se pouZila smés 40% etylacetdtu a 60% hexanu. Frakce,
obsahujici titulni slouceninu ve formé volné baze, se

slouc¢ily a eluni &inidlo se nahradilo etherem. Ethericky
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roztok se oSetrfil plynnym chlorovodikem, vzniklad sraZenina
se izolovala vakuovou filtraci, rekrystalizovala A
isopropanolu a poskytla vytéZek 7,3 g titulni sloucdeniny,

t.t. 182-4°C.

Nasledujici chromatografickid a spektroskopicki data
odpovidala datlm uvedenym v patentu US 3,513,244, uddleném
19. kvétna 1970, a autentickému vzorku: NMR & (CDCl;): 2,45
(2H, m), 2,60 (1H, t), 2,90 (1H, m), 3,45 (1H, m), 3,70
(2H, d), 4,95 (1H, t), 7,5 (4H, m) ppmn.

Priklad 2
S-(-)-N-Propargyl-l-aminoindan hydrochlorid

Titulni slouCenina ve formé volné baze se izolovala
stépenim racemické smési volné béze 2z prikladu 1 na -
Chiracel OJ (celuléza tris [p-methylbenzodt]) preparativnim
HPLC sloupcl eluovanim pomoci eludni smési 10% isopropanolu
a 90% hexanu a odebranim frakce s prvnim vyraznym pikem.
Vysledny  olej se prevedl na  titulni sloucCeninu
(hydrochlorid} oSetfenim 10% diethyletherového roztoku
oleje plynnym chlorovodikem a izolovéanim vzniklé sraZeniny
- ————-—-vakuovou-filtraci—Talsg-~2972>T% ethanol )7 t.t;- 182-184*C—————
Dal3i chromatografické a spektroskopické vlastnosti byly

identické s vlastnostmi hydrochloridové soli z pfikladu 1.



B P U PR

-
L2 X 4 A
row
.
Jeee
*
.
svow
reae

01-2762-97 Ce

36

Pfiklad 3
R-(+}-N-Propargyl-l-amincindan hydrochlorid

Titulni sloucenina se pfipravila zplsobem popsanym ve
vySe uvedeném prikladu 2 s tou vyjimkou, Ze se z
preparativni HPLC kolony odebrala frakce, vykazujici druhy
pik: [a]p+29,1°(0,8%, ethanol), t.t. 179—181°C.. Dalsi
chromatografické a spektroskopické vlastnosti byly

identické s vlastnostmi hydrochloridové soli z prikladu 1.

Priklad 4
R-(+}-N-Propargyl-i-aminoindan hydrochlorid

Do 95 ml acetonitrilu se pfidalo 12,4 g R-{-)-1-
aminoindanu a 12,9 g uhli&itanu draselnéheo. Vysledna
suspenze se ohfdla na 60°C a do takto ohfaté suspenze se po
kapkéch pfidalo 5,6 g propargylchloridu. Smés se 16 hodin
michala pfi 60°C, nadeZ se vét3ina tékavych podild
odstranila destilaci ve vakuu. Zbytek se rozdélil mezi 10%

vodny roztok hydroxidu sodného a methylenchlorid.

odstranilo ve vakuu. Zbytek se ¢istil mZikovou
chromatografii na silikagelu, prfiCemZ jako elucni &inidlo
se pouZila smés 40% etylacetdatu a 60% hexanu. Frakce,
obsahujici titulni sloudeninu ve formé& volné béze, se
slouCily a elu¢ni ¢&inidlo se nahradilo etherem. Ethericky
roztok se oSetfil plynnym chlorovodikem, wvznikld sraZenina
se izolovala vakuovou filtraci, rekrystalizovala z

isopropanolu a poskytla vytéZek 6,8 g titulni slouéeniny{

‘n

_Organickd _ faze se vysuSila _a__ rozpoudt&dlo  se.

S e e e o




01-2762-97 Ce :

37

t.t. 183-185°C, [a]p+30,90 (2% ethanol). Spektralni
vlastnostli byly identické se spektralnimi vlastnostmi

zverejnénymi pro sloueninu z pfikladu 1.

Priklad 5
S-(-}-N-Propargyl-l-aminoindan hydrochlorid

Titulni sloucenina se pfipravila zplsobem popsanym ve
vySe uvedeném prikladu 4 s tou vyjimkou, Ze jako v¥chozi
materidl se pouZil S-(+)-l-aminoindan. Produkt vykazoval
(a]lp—-30, 3 (2%, ethanol), t.t. 183-5°C. Spektralni
vliastnosti byly identické s vlastnostmi zvefejné&nymi pro

slouCeninu z pfikladu 1.

Priklad 6A
Di (R~ (+)-N-propargyl-l-aminoindan) L-vinan

Do roztoku kyseliny vinné (4,4 g) ve 48 ml vrouciho
methanelu se pfidal roztok R-(+)-N-propargyl-1-

aminoindanové volné béze (5,0 g) v methanolu (48 ml).

O

minut se pfidalo 284 ml t-butylmethyleheru. Sm&s se
ohrivala dalSich 30 minut, ochladila, wvznikléa sraZzenina se
izolovala vakuovou filtraci a poskytla vytézek 6,7 g'
titulni slouceniny: t.t. 175-177°C;
(alp (1,5, H0) = +34,3;
analyza vypoltena pro CysH:z06N»;
C H N
68,26 6,56 5,69

Roztok se ohfival pod zpétnym chladilem a v pribéhu dvaceti

- b e e e e
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nalezeno: C H N

68,76 6,57 5,61

Priklad 6B
R- (+)-N-Propargyl-l-aminoindan mesylat

a) Do roztoku propargylbenzensulfonatu (78,4 g) a
racemického aminoindanu (63,2 g} v toluenu (240 ml) se pri
20°C po kapkdch pfidal vodny roztok 15% hydroxidu sodného

(108 ml). Po péti hodindch nédsledného michani se za stélého

michani pridal toluen (80 ml) a voda {200 ml). Organicka

faze se separovala a promyla 10% vodnym roztokem hydroxidu
sodného a narfedila vodou. Hodnota pH smési se pomoci 10%
vodného roztoku kyseliny sirové nastavila na 3,2. Vodné
fdze se separovala, jeji pH se nastavila na 7,3 pomoci 10%
hydroxidu sodného a tf¥ikrdt se extrahovala tcoluenem za
udrZovani konstantniho pH. Sloucené organické vpstvy se

zahustily ve vakuu a poskytly 40,7 g Zlutého oleje.

b} Vyie uvedeny surovy racemicky propargylaminoindan a

kyselina L-vinnd (10 g) se rozpustily v iSQprqpanolu (1 1)

e e e e S PR oy e e o et el ey e

a ohfivaly pod zpétnym chladig¢em 1 hodinu. ReakCni smés se
ndsledné&, za stdlého michani, ochlédila na pokojovou
teplotu a sraZenina se izolovala filtraci. Surovy
di{propargylaminoindan)vinan se rekrystalizoval z 1 1 1:1
methanolu a isopropanolu a poskytl di(R-(+)-N-propargyl-1-
aminoindan)-L-vinan S fyzikdlnimi a spektrdlnimi
vliastnostmi, které Dbyly identické s odpovidajicimi

vlastnostmi slouceniny z p¥ikladu 6A.
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c} Roztok di-(R-{+)-N-propargyl-l1-aminoindan)vinanu
(15 g) a kyseliny methansulfonové (6 g) v 1isopropanolu
{150 ml) se ohrivala pod zpétnym chladi¢em 30 minut. Reakce
se nasledné ochladila na pokojovou teplotu a vysledna
sraZenina se izolovala vakuovou filtraci a poskytla titulni

slouceninu (11,1 g), t.t. 157°C a [a]p=22°.

Priklad 7
R- (+)~N-Methyl-N-propargyl-l-aminoindan hydrochlorid

Volna baze tverend R-(+)-N-propargyl-l-aminoindanem =z
prikladu 4 (1,2 q), uhlic¢itanem draselnym (0,79 q), -
(0,97 ¢g) a methyl jodidem (1 g} se pridala do 15 ml acetonu
a2 vyslednd suspenze se ohfivala 8 hodin pri refluxni
teploté pod dusikovou atmosférou. Potom se za sniZeného
tlaku odstranily tékavé podily a zbytek se rozdélil mezi
10% vodny roztok hydroxidu sodného (30 ml) a
methylenchiorid (30 ml). Organicka fdze se vysusSila a
rozpoustédlo odstranilo ve vakuu. Zbytek se Cistil mZikovou
chromatografil na silikagelu, pZricCemZz jako elucni <inidlo
se pouZila smés 40% ethylacetatu a 60% hexanu. Frakce,
obsahujfci titulni —stouceninu ~ve formé volné ~bize,” "se 7 7T
slou¢ily a eluéni ¢&inidlo se nahradilo diethyletherem.
Ethericky roztok se ofetfil plynnym HCl. Té&kavé podily se
odstranily ve vakuu a zbytek, ©po rekrystalizaci 2z
isopropanolu, poskytl 400 mg titulni slouCeniny ve formé
bilé krystalické pevné 1latky, t.t. 134-136°C, [a]p+31,40
(ethanol). NMR & (CDCls): 2,55 (2H, m), 2,7 (1H, Siroké s},
2,8 (3H, s8), 3,0 (1H, m), 3,4 (1H, m), 3,9 (2H, 8iroké s},
5,05 (1H, m}, 7,7 (4H, m) ppm.
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Priklad 8
S=(-)-N-Methyl-N-propargyl-l~aminoindan hydrochlorid

Jako vychozi materidl se pouZil S-(~)-N-propargyl-i-
aminoindan (volnd bize) z pf#ikladu 5 a titulni sloudenina z
vySe popsaného pfikladu 7. V3echny fyzikdlni a spektralni
vlastnosti titulni sloucCeniny byly identické s
odpovidajicimi vlastnostmi slouéeniny =z pfiklaau 7 s

vyjimkou [alp -34,9°C (ethanol).

Priklad 9

Tabletovad kompozice

N-Propargyl-1-(R)-aminoindan hydrochlorid 7,81 mg*

PredZelatinovany Skrob NF 47,0 mg
Vodny roztok laktédzy NF 66,0 mg
Mikrokrystalickd celuléza NF 20,0 mg
Skrobglykolat sodny NF 2,99 mg
Mastek USP 1,5 ng
Steardt hofeénaty NF 0,7 mg

o eow X Ekvivalentni mnoZstvi_do_5,0-mg- N-propargylaminoindanové — «—— -

baze
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Pfiklad 10

Tabletovd kompozice

N-Propargyl-1-(R}-aminoindan hydrochlorid 1,56 mg*

Vodny roztok laktézy 50,0 mg
PredZelatinovany Skrob 36,0 mg
Mikrokrystalickd celuléza 14,0 mg
Skrobglykolat sodny 2,14 mg
Mastek USP 1,0 mg
Steardt horecénaty NF 0,5 mg

* Ekvivalent do 1,0 mg N-propargylaminoindanové baze

Priklad 11

Kapslova kompozice

N-Propargyl-1-(R)~aminoindan hydrochlorid 5,0 mg

PfedZelatinovany Zkrob 10,0 mg
Skrob ' 44,0 mg
Mikrokrystalicki celuléza 25,0 mg
Ethylceluléza 1,0 mg

B = ¥ o« *_1; 5m§ T

Cisténa voda se pfidala podle potFeb granulace.




[ U U U e e

-
soewe
eed

L ]

.
[ 4 Al

01-2762-97 Ce

Xl

42
P¥iklad 12
Injektovatelnd kompozice
N-~Propargyl-1-(R)-aminoindan hydrochlorid 5,0 mg
Vodny roztok dextrézy 44,0 mg

HCL, pfidavand do dosaZeni pH 5

Kompozice se doplnila do 1 ml &i%t&nou vodou.

Priklad 13

Injektovatelnd kompozice

N-Propaigyl—l—(R)—amiﬁoindan hydrochlorid 1,0 mg
Chlorid sodny : 8,9 mg

HCL, pridavana do dosaZeni pH 5

Kompozice se doplnila do 1 ml &i3té&nou vodou.

Priklad 14

Injektovatelna kompozice

N-Propargyl-1-(R)-aminoindan hydrochlorid 2,0 mg
Chlorid sodny : 8,9 mg

HCL, pfiddvand do dosaZeni pH 5

Kompozice se doplnila do 1 ml &idténou vodou.
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Priklad 15
Sirupova kompozice
N-Propargyl-1-(R)-aminoindan hydrochlorid 5,0 mg
Sachardza 2 250,0 mg
Sacharin sodny 5,0 mg
Methylparaben 6,0 mg
Propylparaben 1,0 mg
Ochuceovadlo 20,0 mg
Glycerin USP 500 ng
95% Alkohol USP 200 mg
Kompozice se doplnila do 5,0 ml &iité&nou vodou.
Priklad 16
Podjazykové tablety
N-Propargyl-1-(R)-aminoindan hydrochlorid 2,5 mg
Mikrokrystalickd celuléza . 20,0 mg
Vodny roztok laktézy ‘ 5,0 ng
Pfedﬁelatinovany Skrob 3,0 mg
" Provi‘d‘on-"’“-“"f ST T wm s [ am e mmmarenon SR TI S - mmmeem b Sk s ‘O’B‘Fm'g-——"——'—'
Barvici ¢inidlo dle potfeby
Ochucovadlo ‘ dle potfeby
Sladidlo ° dle potfeby
Mastek - 0,3 mg

o —
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Priklad 17

PAI podjazykové tablety

N-Propargyl-1-(R)-aminoindan hydrochlorid 5,0 mg
Mikrokrystalickd celuldza ' 15,0 mg
PfedZelatinovany Skrob : 12,0 mg
Ethylceluléza 0,3 mg
Mastek 0,3 mg

Cisténd voda se prida podle potF¥eby granulace.

Priklad 18

Tabletovd kompozice

N-Propargyl-1-(R)-amincindan hydrochlorid 5,0 mg

Levodopa ' 100,0 mg

Carbidopa - 25,0 mg
PfedZelatinovany Zkrob - 24,0 mg

Skrob’ 40,0 mg
Mikrokrystalickéd celuléza 49,5 mg

Barvivo Col. D & C ilut No. 10 - 0,5 mg . —
Barvivo Col. D & C %lut’ No. 6 © 0,02 mg

Alkohol USP se p¥idal podle potreby granulace.
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Priklad 19
Tabletova kompozice
N-Propargyl-1-(R)-aminoindan mesyléat 7,81 mg*
PredZelatinovany 3Skrob NF 47,0 mg
Vodny roztok laktdzy NF 66,0 mg
Mikrokrystalicka celuldza NF 20,0 mg
Skrobglykolat sodny NF 2,99 mg
Mastek USP ' 1,5 mg
Steardt horelnaty NF 0,7 mg

* Ekvivalent do 5,0 mg N-propargylaminoindanové baze

Pfiklad 20

Tabletovd kompozice

N-Propargyl-1~(R)-aminoindan mesyléat 1,56 mg*

Vodny roztok laktdzy 30,0 mg

PfedZelatinovany Skrob 36,0 mg

Mikrokrystalicka celulédza 14,0 mg

Skrobglykolat sodny 2,14 mg
-*-———**~*r%Mastek—USP'*”*"*““”**”“*‘“‘“f’_”“"”“"*“”"_"”'__Pﬁifﬁmﬁg'wﬁ_ T T

Stearat hofelnaty NF 0,5 mg

* Ekvivalent do 1,0 mg N-propargylaminoindanové baze
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Priklad 21

Kapslovd kompozice

N-Propargyl-1-(R)-aminoindan mesylat 5,0 mg
PfedZelatinovany Zkrob 10,0 mg
Skrob 44,0 mg
Mikrokrystalicka celuléza 25,0 mg
Ethylceluléza 1,0 mg
Mastek ' ‘ _ 1,5 mg

Cisténd voda se pfidala podle potreb granulace.

Nasledujici priklady, doprovodné tabulky a obrézky se
tykaji biologickych experimenti, provadénych podle

vynélezu.

Priklad 22

Inhibice MAO aktivity in vitro

.Experimentdlni protokol

I

Zdrojem MAO enzymu byl homogenéat krysiho mozku v 0,3M

-.sacharézykateEY—sewedstfedbval«pfi*&@@*g*po“dobu*IS“minutf_”“”‘%”“_”

Supernatant se nafedil na pfibliéﬁé 0,05M fosfatového pufru
a pre-inkuboval postupnymi zF¥ed&nimi slou&enin: R(+)~PAI,
S(-)-PAI a racemické PAI; 20 minut pfi 37°C. Potom se
pridaly '“C-znaZené substrity (2-fenylethylamin, dale jen
PEA; S-hydroxytryptamin, dale jen 5-HT) a v inkubaci se
pokrafovalo dal3ich 20 minut (PEA} nebo 30 a? 45 minut

(3-HT). PouZité koncentraty substratt tvorily 50 uM (PEA) a
1 mM (5-HT). V pfipad® PEA se koncentrace enzymu zvolila
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tak, aby se béhem reakce nespotfebovalo vice ne? 10 %
substratu. Reakce se potom zastavila pridénim
tranylcyprominu (do kone&né koncentrace 1 mM)} a inkubit se
cdfiltroval pfes malou kolonu Amberlite CG-50, pufrovanou
na pH 6,3. Kolona se promyla 1,5 ml vody, eludty se
odebraly a radioaktivni obsah se uréil kapalinovou
scintilacni spektrometrii. Vzhledem k tomu, Ze aminové
substraty zidstaly Vv plném rozsahu zachyceny v _kolohé,
radioaktivita v eludtu stanovila produkci neutrdlnich a
kyselinovych metabolit® vzniklych v disledku MAQO aktivity.
Aktivita MAO ve vzorku se vyjadf¥ila jako procento kontrolni
aktivity za nepfitomnosti inhibitort, po  odedteni
prislusnych kontrolnich hodnot. Aktivita, stanoveni za
pouziti PERA Jjako substratu, se oznadila jako MAO-B a
aktivita, stanovend za pouZiti 5-HT Fako substritu, se

oznacila jako MAQ-A.

Vysledky

Inhibiéni aktivita R{+)-PAI, S$(-)-PAI a racemického
PAI se stanovila odd&lend in vitro a vysledky typick?ﬁh

experimentalnich béhd jsou zndzorndny na obrazku 1 a 2.

Cely experiment se  zopakoval  tf¥ikrat.  Koncentrace.

inhibitoru, produkujici 50% inhibici metabolizmu substratu
{IC-50), které se vypodetly 2z inhibi&nich krivek, Jsou

uvedeny v tabulce 1B. % téchto vysledk je patrné, Ze:

8)  R(+)-PAI Jje dvakrat aktivn&j3i neZ racemit v pripad
inhibice MAO-B; N

b) aktivita R(+)~PAI pro MAO-B predstavuje pouze 1/6 800
aktivity pro MAO-A;
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c) aktivita S(-)-PAI predstavuje pouze 1/6 800 aktivity
R(+)PAI v pripadé inhibice MAO-B, pridem? S{-)-PAT
vykazuje malou nebo Zadnou selektivitu mezi MAO-B a

MAO-A.
Tabulka 1A

IC-50 (nM) HODNOTY PRO INHIBICI MAO-A A MAO-B RACEMICKYM
PAT A JEHO R(+) A S(-) ENANTIOMERY V HOMOGENATU KRYSTHO
MOZKU IN VITRO

IC-50 (NM)
MAQ-A MAO-B
S(-)PAIL R(+)PAI Rac S{-)PAI R(+)PAI Rac-

26000 73 140 17000 2,5 5

Vysledky stejnych experimentti, pfi kterych se v3ak
pouZil R{+) a S(-)MPAI (N-methyl-N-propargyl-l1-aminoindan)
Jsou zaznamendny v tabulce 1B. Ka?dy z enantiomer( MPAT je
méné selektivni pokud jde o MAO-A a MAO-B inhibici ne?
R(+)PAI. Kromé toho je R(+)-MPAI, na rozdil od R(+)-PAI,

pouze pétkrat aktivnéjsi neZ S(-)}MPAI pri. MAO=B. inhibiei. — - cw-—

e i 7 e o

R(+)-MPAT je v tomto testu pfibliZnd 7 000krat aktivndjsi
nez S(-)-PAI.
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. Tabulka 1B

IC-50 (nM) HODNOTY PRO INHIBICI MAO-A A MAO-B RACEMICKYM
PAI A JEHO R(+) A S(-) ENANTIOMERY V HOMOGENATU KRYSTHO
MOZKU IN VITRO

MAQ-A MAQ-B

Sloucenina: S{-)MPAT R(+)MPAI S{-)MPAI R(+)MPAI

70 3 50 10

Nékteré experimenty se rovn&% provadsly za pouziti
humannich cerebrélniéh kortikdlnich tkéni, ziskanych
6 hodin po smrti a zpracovanych vyse popsanym zplsoben.
Vysledky tohoto experimentu jsou znézofnény na obrazku 3,
kde R(+)-PAI, $(-)-PAI a racemicky PAI jsou definovany

vySe,

Priklad 23

e i e i e SRV 0V VU
T T el et S . TEr e P et -, —r—

Inhibice MAO aktivity in vivo: akutni oSetfeni
Experimentdlni protokol

Krysy (samelci odvozeni od Sprague Dawley) o hmotnosti
250120 g se oZetrily jednim z enantiomerl nebo racemickou
formou PAI intraperitonedlni injekci (ip) nebo oralnd
pomoci Zaludeéni sondy (pe) a o hodinuy, resp. o dvé hodiny,

pozdéji se dekapitovaly. Skupiny t¥i krys se pouZzily pro

P SO W



1

T U SV i

T : : 0: . :: :
01-2762-97 Ce E :.Eo *8 v & . .n: oot
[ 1 X ] . (X ] (1] ] L L] *9
50
kazdou davkovou hladinu inhibitoru a MAQO aktivita se

zjiStovala v mozku a v jatrech za pouZziti vySe popsané

techniky. MnoZstvi proteinu v ka®dé inkubaci se urcilo

pomoci Folin-Lowryho metody a enzymatickd aktivita se
vypoCetla jako nmol metabolizovaného substratu za hodinu
inkubace pro kaZdy mg proteinu. Aktivita MAO ve tkanich
zvifatA oSetrenych inhibitory se vyjadZila jako procento
enzymatické aktivity ve skupin& kontrolnich zvifat, kterim
bylo podavéno vehikulum (voda v pfipadé oradlniho podani a
0,2% fyziologicky roztok v pf¥ipadé ip injekce) a kterd byla

utracena vyse popsanym zplisoben.

Vysledky

Zadnd 2z davkovych hladin, pouZitych

inhibitorem u¢innych latek, neprodukovala znatelnou zménu

chovani. Vysledky jsou znadzornény na obrazcich 4 aZ 11. Po
i.p. podani zpfsobila slou&enina R(+)PAI,

0,5 mg/kg, 90%

podand v déavce
inhibici mozkové MRO-B aktivity. Stejna

davka zplsobila pouze 20% inhibici MAD-A aktivity. Pri

oralnim pod&ni zplsobila stejnd davka R{+)PAI 80% inhibici

MAO-B a nebyla detekovédna Z4dna inhibice MAQO-A. V podstaté

shodné vysledky byly zglsteny v prlpade 1nh1b1ce hepatické

G e — e e e e — -

MAQ, naprlklad mozkové MAQ. Davky, zpusobujici 50% inhibici
MAO—A a MAO-B (IC-50), se vypocletly z inhibiénich kfivek a

jsou uvedeny v tabulce 2. Tato data ukazuji: (a) Ze MAO
inhibi¢ni aktivita R(+)PAI in vivo v téle krys =zlstava
zachovana;. (b) Ze selektivita pro inhibici MAO-B, na rozdil
od MRO~A, je udrZovéna R(+)PAI in vivo; (c) Ze je zachovana

(=)=

Ze sloudeniny jsou po oralnim

mnohem v&tsi aktivita (+) na rozdil od

(d)

-enantiomeru,

enantiomeru, in vivo;

spolec¢né s -
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~podéni u&inné absorbovény; a (e) Ze slouCeniny ucinné

prochdzeji hematoencefalickou bariérou a 0¢inné inhibuji
mozkovou MAO. Skuteénost, Ze R(+}-PAI byl pfibliZné dvakrat
i¢inn&jsi neZ racemicki sloudenina v pripadé& inhibice MAO-
B, Je odrazem extrémné nizké aktivity S(-)-PAI v pIfipadé

inhiblce MAO-B.
Tabulka 2

IC-50 HODNOTY (mg/kg) PRO INHIBICI MAO-A a MAQO-B R(+)-PAI,
S(-)-PAI NEBO RACEMICKYM-PAI V TELE KRYSY PO INTRAPERITO-
NEALNI INJEKCI (I.P.) NEBO ORALNIM PODANT (P.o.)'

IC-50 (mg/kg)

MAO-A MAO-B

Sloudenina: S{-)PAI R(+)PAI Rac S(-)PAI R(+)PAI Rac

I.P. mozeﬁ '>1o 1,2 2,5 >10 | 0,07 0,22
‘I.P. jatra >10 5 5 >10 0,06 0,11
' P.0. mozek >10 >5 5 >10 0,17 0,29

P.0. jatra >10 >5 >5  >10 0,05 0,09

(Rac = racemicky PAI)

P¥iklad 24

Inhibice MAO aktivity in vivo: dlouhodobé léleni .
Experimentalni protokol

Krysy ({specifikované v prikladu 23, 4 zvifata pro
kaZdou davkovou hladinu) se o8etfily R(+)PAI nebo

racemickou smési, které Jjim byly podadvény ordlné Jjednou
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denné po dobu 21 dni ve tfech davkovych hladinach (0,05,
0,1 a 0,5 mg/kg) a dvé hodiny po posledni davce se zviFata
dekapitovala. Aktivity MAO typu A a B v mozku a v jatrech

se urcily zplisobem popsanym v prikladu 23.

Vysledky

Denni davka 0,1 mg/kg slouceniny R(+)PAI produkovala
prfiznivy stupefl selektivni inhibice, pfidemZ inhibice
mozkové MAC-B je vy33i neZ 80 % a inhibice mozkové MAO-A je
20% a niZsi. Pri vy83i davce, tj. pri davece 0,5 mg/kg
denné, byla MAO-A stédle inhibovana méné& neZ z 50 % (obr. 12
a 13). Hepatickd MAO vykazuje podobny stupeil selektivni
inhibice (obr. 14 a 15}. Sloudenina R(+)PAI byla opét
Ucinnéj3i neZ racemickd smés, a to pribliZnd dvakrat. V
piipadée moikové MAC m&l R(+)PAI vy35i stupeil selektivity’

pro inhibici MAO-B neZ racemickad smés.

Tyto vysledky ukazuji, Ze selektivita MAO-B inhibice
miZe z0Ostat zachovédna i v pfipadé.déle trvajiciho léceni
témito slouceninami. Pokud jde o dal3i nevratné inhibitory,
stupen inhibice enzymu je v pripadé@ dlouhodcbého 1léc&eni

vy58i, neZ v pripadé poddni Jjediné davky uinné léatky.

STouCenina  R{+)PAI “vykazuje lepSiTstupell “gelektivity prom T T

inhibicli MAO-B ne? racemicki smés.
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Priklad 25
Nevratna povaha MAO inhibice

Experimentalni protokol

Skupiném, které vidy tvorily &tyri krysy, byla podana
i.p. injekci jedind davka sloucenina R(+)PAI (1 mg/kg) a
zvifata se o 2, 6, 18, 24, 48 a 72 hodin pozdé&jli usmrtila.
Aktivita MAO-B se urcila vySe popsanym zplUsobem v celych

mozkovych tkanich.

Vysledky

Vysledky Jjsou zndzorn&ny na | obr. 16. Maximdlni
inhibice MAO-B se dosdhlo 6 hodin po injekci. 72 hodin po
injekci se MAO aktivita vratila pouze na 30 % kontrolni
aktivity. Tento experiment ukazuje na nevratnou povahu MAQO

inhibice zpusobené R(+)PAI.

Priklad 26

oo Zesileni UZinku tyraminového presoru u krys, které jsou pri =

- védomi
Experimentalni protokel

Krysy se anestetikovaly smési pentobarbitalu
(30 mg/kg) a chloralhydratu (120 mg/kg} intraperitonedlni
injekci. Levd kréni tepna a juguldrni Zila se kanylovaly
tenkou polytenovou trubici (arterie) nebo tenkou silikono-

kaudukovou trubici, spojenou s polyethylenovou trubici
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(Zila), JjejiZ vzdéaleny konec se zavedl pod kGiZi v upinacim
misté za krkem. Trubice se naplnila heparinizovanym
fyziologickym roztokem a ucpala tenkou ocelovou tycCkou,
Zvifata se oS8etrfila 20 mg chloramfenikolu intramuskulirni
injekci a pfes noc nechala zotavit po operaci. Nisledujici
den se krysy umistily do vysokosté&nnych beden, které 9im
umoZnily volny pohyb. Arteridlni katétr se pfipojil pomoci
100 cm dlouhé, fyziologickym roztokem naplnéné,
polyethylenové hadidky s malym prisvitem ‘k tlakovému
prevodniku a vendzni katétr se spojil s 1ml injek&ni jehlou
pomoci podobné dlouhé hadicky, kterd stejné jako injekd&ni
jehla obsahovala roztok tyraminhydrochloridu ve

fyziologickén roztoku (1 mg/ml). Potom nasledovala

- vyrovnavaci 30 aZ 40minutova perioda, aplikace tyraminovych

injekci (50 nebo 100 pg) a zaznamenal se krevni tlak. Mezi
jednotlivymi injekcemi se zachoval alespofi patnactiminutovy
interval, po kterém se krevni tlak vrdtil na kontrolni
hodnoty. Stanovily se odezvy kontrolniho presoru, nafeZ se
intraperitonedlné injektovala jedna 2z U&innych litek a
nédsledujici 4 hodiny se zaznamendval prib&h tyraminovych
odezev. Urc¢ila se.plocha pod ziskanou kfivkou a pomér této
plochy po odetfeni ku ploSe pred oSetfenim a ku plose

ziskané 1 a? 3 hodiny po injekci se vypoletl za pouZiti

priméru.3..aZ. 4 _hodnot,..ziskanych -b&hem. kontrolni.periody. . ... ..

Vysledky

Vysledky Jsou znazornény v tabulce 3. Sloulenina
R(+)PAI pri davce 1 mg/kg (kterd zplsobuje tvplmou inhibici
MAO-B v mozku a jatrech a 40 aZ 50% inhibici MAO-A v téchto

tkdnich) nezplsobila Zadné vyznamn&j$i zesileni tyraminové
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odezvy. P¥i vy83i davce, tj. 5 mg/kg R(+)PAI (kterd
zplisobila extenzivn&j3i  inhibici MAO-A v mozku a
periferii), dodlo k vyznamnému zesileni tyraminové
presorové odezvy, kterd mé&la podobny rozsah jako v pripadé
pouziti stejné davky deprenylu a menSi rozsah nez v pripadé
pouziti clorgylinu (pfi davce, ktera inhibuje hepatickou

MAO-A aktivitu vice neZ z 85%).

Tabulka 3

posfrLENT TYRAMINOVEHO PRESOROVEHO UCINKU U KRYS PRI
vEDoMT, DOSAZENE POMOCT MAO INHIBITORU

Inhibitor " Davka  Polet  Pomér plochy SEM*
(mg/kg)  krys pod krivkou
(n) presoroveé
odezvy po
oSetfeni/pred
oSetfenim
Fyziologicky roztok 12 1,25 0,28
Clorgylin 2 6 10,39 2,13
(-)Deprenyl 1 2 1,15
(+)Deprenyl 5 3 2,36 0,16
R{+)PAI 1 3 1,38 Q,7
“Ref =) PAT- e e e B e B 3l O 088

*SEM = standardni odchylka

7 tohoto experimentu lze wusuzovat, Ze sloucenina
R{+)PAI nezptsobuje Zadné zesileni tyraminového presorového

G&inku pr¥i davce, kterad uéinné inhibuje MAO-B.
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Priklad 27

Potladeni MPTP-indukované dopaminergické toxicity pomoci

R(+)PAI

l-methylfenyl-1,2, 3, 6-tetrahydropyridin (MPTP) - Jje

ktery u nékolika sav&ich druhli vCetné mysi

podkozuje nigrostriatalni dopaminergické neurony a u lidi a

primdtl zplsobuje Parkinsonlv syndrom. DileZitym kroken

mechanizmu jeho neurotoxicity je konverze MPTP na toxicky

metabolit, 1-methyl-4-fenylpyridiniovy iont (MPP+). Tato

reakce se katalyzuje enzymem MAO-B a pravdépodobné probiha
vné dopaminovych neuronti, zejména v glii. Je znémo, Ze MPTP

predstavuje jak substrat, tak nevratny inhibitor MAO-B.

Predo3etfeni pokusnych zvirat MAO-B inhibitory, napZiklad

deprenylem nebo pargylinem je chrani pred MPTP'indukovanym
podkozenim nigrostriatdlnich neuront, prbtoie dochazi ke

oxida&ni konverze MPTP na MPP+. Progresivni

nigrostriatalni degenerace u Parkinsonovy choroby miZe byt

zplisobena vystavenim plsobeni exogennich MPTP podobnych

neurotoxin®i, odvozenym z okolniho prostfedi. V téchto

p¥ipadech je dal3i silnou indikaci iniciace dlouhodobé&jSiho

lé&eni MAO-B inhibitory JjiZ ve velmi rannych stadii

. Parkinsonovy choroby v _pfesvédCeni, Ze toto léceni bude

neutralizovat 3kodlivé 10é&inky téchto jeSté domnélych MPTP
toxinh a tak zastavi nebo zpomali vyvoj choroby. Za Uspeésny

MAO-B inhibitor u&inné létky je v soudasné dobé& povaZovan

inhibitor, ktery m& schopnost blokovat MPTP-indukované
podkozeni nigrostriatdlnich dopaminergickych neurond in
vive. (-) a (+) enantiomery PAI se tedy testovaly z
hlediska jejich schopnosti branit nebo tlumit

MPTP-indukované striatdl-dopaminové deplece u mysi.
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Expresni protokol

Same&cl Cerné my3i C57 (o hmotnosti 20 az 25 g) se (a)
injektovali MPTP.HC1 (30 mg/kg rozpudtény v destilované
- vodé, s.c.) nebo samotnym vehikulem, nebo se jednu hodinu
po predoSetfeni injektovalli (-) nebo (+)isomerem PAI
(2,5 mg/kg, i.p.) nebo deprenylem (5 mg/kg i.p.) a (b}
dekapituluji o pét dni _pbzdéji. Mozky se odstranily a
corpora striata se rozfezala na ledem chlazené sklené&né
desce a zmrazila na suchém ledu. Striatdlni tké&né se
homogenizovaly v 0,1 M kyseliné peichlorové a
deproteinizované alikvotni. podily, obsahujici
dihydroxybenzylamin jako vnit¥ni standard, se pouzily pro
analyzu dopaminu a Jjeho hlavniho metabolitu, kyseliny
3,4-dihydroxyfenyloctové (DOPAC), za pouziti HPLC s

elektrochemickou'détekci.

Vysledky

Tabulka 4 ukazuje vysledky tohoto 'experimentﬁ. PFi

oSetfeni samotnym MPTP do3lo k produkci znaénych striatal-

dopaminovych (DA) a DOPAC depleci. OS3etfeni (-) a (+)
_enantiomery— PAT . nebo. (=) deprenylem _neovlivnilo. . DA
koncentrace ve striatiu. PredoSetfeni (-) isomerem PAI

neovlivnilo MPTP-indukovanocu DA a DOPAC hladinu
produkovanou toxinem., PFi davce 2,5 mg/kg odpovidala
G&innost (+)PAI U&innosti (-) deprenylu (5 mg/kg), pokud

jde o jeho ochranny u&inek.
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Tabulka 4

VLIV PREDOSETRENI (-) A (+) ENANTIOMERY MAO-B INHIBITORU
PAT NA STRIATAINY DA A DOPAC DEPLECE, INDUKOVANE MPTP U
| My§1 IN VIVO

DA - DOPAC

_ (nm/mg proteinu)
Kontrolni 162,8 '+ 7,2 8,4

+ 0,5
MPTP 53,1 + 6,2 3,2 +0,3
(=) 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 + 14,4 6,0 + 0,3
(-)Deprenyl 170,86 + 7,1 5,6 + 0,3
(=)Deprenyl + MPTP 197,0 + 8,0 6,4 + 0,5

Vyse uvedené hodnoty pro DA a DOPAC jsou vyjadfeny
jako primér + standardni odchylka a pofet krys n = 7 aZ 11

v kaZdé skupiné.

¢ e e meme— - - e — —_—— e —— o - Cmmm——t m . f e

Tyto - vysledky naznaluji, Ze R(+)PAI Je vynikajicim
MAO-B inhibitorem in vivo a md zvlast& velky potencidl pro

léceni Parkinsonovy choroby.

Je treba poznamenat, Ze i1 kdyZ byl vyndlez popsan s
odkazem na vy%e zminéné priklady, doprovodné tabulky a
obrazky, neomezuje se pouze na tyto pfiklady. Rovné&Z jsou

moZné rtzné modifikace a aplikace vyndlezu. (R)-PAI lze prFi

e e o
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1léceni Parkinsonovy choroby napriklad zkombinovat

synergickym zplsobem s o-tokoferolem (derivadt vitaminu E).

Priklad 28

Viiv PAI enantiomerd na amfetaminem indukované stereotypni

chovani u starnoucich krys

Je znémo, Ze amfetamin iIndukuje stereotypni chovani
(Sulser F. a Sanders-Bush E., Ann. Rev. Pharmacol., 11,
209-230 (1971)) mobilizaci endogenniho dopaminu. Amfetamin
neni metabolizovéan MAO-B. Inhibice MAO-B uéinnym
inhibitorem a podani amfetaminu zptsobi uvelnéni depaminu,.
ktery nepodlehne degradaci inhibovanou MAO-B. TakZe po
poddni amfetaminu a G¢inného MAO-B inhibitoru se ocekava,
e dojde ke zvySeni synaptického dopaminu, které povede ke
zvySeni stereotypniho  chovéani a tedy k posileni
amfetaminového uGfinku. Rozsah tohoto chovani se hodnoti na
zadkladé podtu laterdlnich pohybl hlavy béhem jednominutové

Casové perilody.

Experimentdlni protokol

et mm et ——— —_ —-- 30 CUR U S

Testovand slouCenina se podavala v dévce 0,5 mg/kg/den
v pitné vodé 24 hodin pfed tim, neZ doS8lo k hypoxii (92 %
dusiku + 8 % kysliku po dobu 6 hodin). Potom se injektoval
s.c. amfetamin v davce 0,5 mg/kg. O 45 minut pozdéji se

poCitaly laterdlni pohyby hlavy.
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Vysledky

Vysledky tohoto experimentu jsou shrnuty v tabulce 5.

Tabulka 5

VLIV PAI ISOMERU NA AMFETAMINEM-INDUKOVANE STEREOTYPNI
CHOVANE U STARNOUCICH KRYS (KONTROLNICH A POSKOZENYCH
HYPOXIT)

Hodnoceni 1éc&eni
stereotypniho chovani

.Skupina

‘Kontrolni (6) - 87 + 10

Kontrolni (5) (+) PAI 126 + 16*
Kontrolni (4) (-)PAT 94 + 18

Hypoxii pofkozend (5) - 93 + 12

Hypoxii po8kozend (6) (+)PAT 143 + 6*

Cislo v zavorkach oznaduje polet testovanych zvifat

* p<0,001, vztaZeno k neoSetfené, hypoxii postiZené,

—..skupiné nebo-neo3etrené kontrolni skupiné : -

Vysledky v tabulce 5 naznaéuji, ze (+)PAI zpusobil
podstatné zvySeni amfetaminem indukovaného stereotypniho
chovdni jak u krys poSkozenych hypoxii, tak u kontrolnich
krys. (-)PAI byl v tomto ohledu zcela inaktivni. Tyto

in vivo vysledky potvrzuji predchozi biochemicka zjisténi,

Ze (+)PAI je aktivnim inhibitorem MAO-B v mozku, zatimco

{-)PAI je v tomto ohledu inaktivni.
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Pfiklad 29
V1iv R{+)-PAI na zlepSeni nebo obnovu paméti

Serstvé narozend miladata krys se podrobila kratké
epizodé anoxie a potom se opét nechala normélné rﬁst,.éimi
se U nich vyvinulo dlouhotrvajici poskozeni paméti (Speiser
a kol., Behav. Brain Res., 30 89-94 (1988)). Toto poSkozeni
pamétl je vyjadfeno jake horSi vykon v testu vyékévéni pfed

vstupem do cerné komory.

U¢inek R{+)PAI a S(-)}PAI na zlepdeni nebo obnovu
paméti se stanovil v testu vyCkavani pred vstupem do &erné
komory. Pokud Jje 0&innd 1latka opravdu G¢inna, potom
prodlouZzi latenci odezvy na vstup do tmavé komory, ve které
utrpély testované krysy pred provadénim experimentu

elektroSok. Latence maximdlni odezvy je 300 sekund.

Experimentalni protokol

Mladé krysy se ©podrobily, zplsobem popsanym Vv
prikladu 27, postnatdlni anoxii. R(+)PAI nebo S(-}PAI se

podéval podle jednoho z nésledujicich protokoll.

S P PR I O

Protokol A

Kojicim matkédm se podadvala davka jednoho z izomerQl 1
a? 1,5 mg/kg/den v pitné vodé&, dokud nepfestaly kojit, tj.
21 dni. Potom se odstaveni potomcl pfimo oSetrfovali, po
dobu nésledujicich 20 dni, stejnou davkou u&inné latky.

OSetfeni se ukonéilo po &tyriceti dnech a test se provadél
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fedesity den, tj. 20 dni po podini posledni davky ucCinné

latky.

Protokol B

Davka, kterd se zredukovala na 0,5 mg/kg/den, se
podavala kojicim matkdm dokud neprestaly kojit, tj. 21 dni
a ndslednd prfimo mladym krysédm a to aZ do Sedesdtého dne,

kdy se provedl test.

Test vyCkavanl pred vstupem do Cerné komory

Pro tento test se pouZilo zafizeni tvorené osvétlenou
komorou, kterd je spojena s tmavou komorou a posuvnymi
dvermi, oddélujicimi tyto dvé kdmory. Pri vycviku se krysa
umistila na 30 sekund do osvétlené komory a §otom se
otevfely dvere oddélujici obé komory. Krysa se pohybovala
do tmavé komory s latenci, kterd se zaznamenala. Po vstupu
krysy do ¢&erné komory se dvere zaviely a krysa prodélala

tfisekundovy elektrodok 0,3 mA, vedeny do nohou.

Retence (pamét) se stanovila opakovanim. testu po
“48 ‘hodinidch —a~zazmamendnim - -latence; ~kterd -—predchézela ———--
pohybu ze svétla do tmy, pficemZ za maximdlni latenci se

povaZovalo 300 sekund.

Vysledky

V¢sledky té&chto experimentll jsou shrnuty v tabulce 6.
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Tabulka 6

UCINEK PAI ISOMERU NA DOBU VYCKAVANT PRED VSTUPEM DO CERNE
- KOMORY U MLADYCH KRYS (60DENNf KRYSY)

Protokol A,
. Pred .

Skupina Ofetfeni elektroSokem  Po elektro3oku
Kontrolni - 49 + 13 201 £ 111
Kontrolni (+) PAI 49 £ 19 220 + 100 (+9%)*
Kontrolni (-) BAI 48 + 13 192 * 116
Po3kozenad anoxii - 45 £ 11 183 £ 109
Poskozend anoxii (+) PAI 49 + 10 239 £ 99 (19%)*
Poskozend anoxii (-)PAI 55 + 27 179 + 123
Protokol B

‘ Pred 7

Skupina OSetreni elektro3okem Po elektroSoku.
Kontrolni - ‘ 53 + 20 104 £ 101
Kontrolni | (+) PAI 48 % 11 128 + 119 (+23%)*
Poskozend anoxii - 45 + 8 119 * 105
_Pogkozend_ anoxii _ (#)PAI. . ___ 52 4+ 12 137 + 126 (+15%)*

.Po¥kozena anoxii (~-) PAI 48 + 19 112 + 112

Obrazky reprezentuji latenci pro vstup do tmavé komory (v

sekundach), ve které krysy poprvé utrpély elektrodok

* Naznadend procentickd zvy¢Seni Jjsou vztaZena k hodnotam

odpovidajici anoxické nebo kontrolni skupiny
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Vysledky experimentl naznacuji, Ze (+)}PAI je na rozdil
od (-)PAI u&inny, pokud 7jde o zlepSeni paméti anoxii
poSkozenych krys a kontrolnich krys. Latky, GcCinné v tomto
testu, jsou povaZovany za 1latky, které mohou byt udinné
pouzity pfi léCeni rlznych poSkozeni paméti, demence a

zejména pri léceni senilni demence Alzheimerova typu.

‘Pfiklad 30

U¢inek R(+)PAI na anoxii indukovany hyperaktivni syndrom u

juvenilnich krys

Krysy, které se podrobily postnatélni anoxii a
nisledné& nechaly rast za normalnich podminek, vykazovaly ve
véku 10 a? 42 dni zvySenou motorickou aktivitu na otevieném
poli (Hertshkowitz a kol., Dev. Brain Res., 7, 145-155
(1983) ).

Ukolem tohoto testu bylo stanovit vliv R(+}PAI 2

S{-)PAI na tento hyperaktivni syndrom.

Experimentdlni protokol

VU

' Ahoxie se prbvedla na mladdatech kryé bfvni postnatéini
den. Tyto krysy se umistily do sklenéné komory a na
25 minut se vystavily 100% dusiku. Potom se resuscitovaly
preruSovanou masdzi, lehce qplikovanou na hrudnik, a
niasledné vratily ke svym matkam. Kontrolnim krysdm bylo
poskytovano stejné oZetfeni s tou vyjimkou, Ze se namisto

dusiku pouzil kyslik.
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R{+)-PAI nebo 8(-)-PAI (0,5 mg/kg/den) se podavaly
kojicim matkédm v pitné vodé, takZe se prenesly na potomky

‘prostfednictvim mléka.

Pohyb se méril v Sestl klecich, zcela sledovanych
pocitaCem (28 x 28 c¢cm), zaznamendnim poctu prebéhlt v
pribéhu dané casové periody. Prebéhy mriZky infraCervenych
paprskll ve 4cm intervalech iniciovaly elektrické impulzy,
které prijimal pocitaC. Zaznamy pohybové aktivity se
provedly ve véku 15 a 20 dni, a to pri patnactiminutové

sledované periodé.

Vysledky

Vysledky experimentd jsou shrnuty v tabulce 7.
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Tabulka 7

VLIV JEDNOTLIVYCH ENANTIOMERU NA ANOXIf-INDUKOVANY
HYPERAKTIVNE SYNDROM

Skupina O3Setfeni 15denni krysy 20denni krysy
Kontrolni - 414 4+ 192(11) 808 £ 212(12)
Kontrolni (+)PAT 254 % 149(1l)c 719 % 110(13)
Poskozenéd anoxii - 482 * 119 (7} 858 + 96 (9)

PoSkozenéd anoxii  (+)PAI 276 + 186(15)a 737 * 150(16)c
PoSkozend anoxii - (-)PAI 334 + 196 (5) 778 + 232 (6)
Cisla v zavorkach znamenaji podet testovanych zvirfat

- Hodnoty znamenaji polty pfebéhl mriZzky infracervenych

paprskd v kleci b&hem 15 minut

a p<0,001 vztaZeno k anoxll podrobené skupiné
b p<0,05 vztaZeno k anoxii podrobené skupiné
c p<0,05 vztaZeno ke kontrolni skupiné

Tyto v¥sledky naznaCuji, Ze dlouhodob&j3i oralni
lé&eni R(+)-PAI pri déavce 0,5 mg/kg, podavané kojicim
matkdm a prfi kojeni prostfednictvim mléka potomkim,
podstatné zlep3uje hyperaktivni syndrom. Z téchto zjisténi
vyplyvad, Ze R(+)-PAI mOZe byt ulinné pouZit jako ucinna

latka pfi 1léZeni déti txrpicich hyperaktivnim syndromem.
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"Priklad 31

Stabilita Jje dGleZitym faktorem pri volbé optimdlni
soli jako terapeutické G¢inné latky. RGzné soli mohou
ovliviiovat fyzikédln&-chemické a biologické charakteristiky
u¢inné latky a mohou mit znaény vliv na Jejil celkové
vlastnosti (Berge S.M. a kol., J. Pharm. Sci. 66, 1 (1977);
Gould P.L., Int. J. Pharmaceutics, 33, 201 (1986)).

Experiment
Syntéza PAI soli

Roztok prisludné kyseliny {1 mol-ekv.) ve 2-propanoclu
se pridal za stalého michéni do roztoku PAT (1 mol-ekv.) ve
2-propanclu (Ar, BHT). Vzniklé sl se prefiltrovala,
promyla 2-propanclem a etherem a vysu$ila za sniZeného
tlaku. VytéZky se pohybovaly v rozmezi 70 az 90 %. Vyjimka
byla ulinéna p¥i pripravé PAI acetatu, kdy se Jjako

-rozpoustédlo pouiil ether.

Analytické metody

.Chromatografické separace se pfovédély' za pouZiti B
5 u 125x4 mm kolony .Lichrosphefe 60 RP (Merck), HPLC
(Jasco-BIP-1) vybavené L-4200 UV-Vis detektorem (Merck-
Hitachi) nastavenym na 210 nm a D-2500 chromatointegrétorem
(Merck-Hitachi). Eluéni éinidlo a redidlo byiy tvofeny 2z

80% destilovanou vodou a z 20% acetonitrilem (HPLC kvality)

a 0,07 M kyselinou perchlorovou, nastavenou na

pH 2,5 vodnym roztokem amoniaku. Rychlest priitoku kolonou
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dosahovala 1 ml/min, roztok prisludné PAI soli mél
koncentraci 250 pg/ml a do chromatografického systému se

injektovalo 20 pl roztoku.

Rozmezi tavné teploty se méFile pomoci automatického
za¥izeni (Mettler FP 80) a termo-gravimetrickd analyza se
provadéla na pristroji Mettler TA 3000 pri rychlosti
10°C/min v aplikovatelném rozmezi. Rozpustnost se uréila
pfisludnym naredénim supernatantu =z vodného roztoku
nasycené PAI soli a méfila na UV-Vis spektrofotometru
UVIKON 941 (Kontron). Kterd solna forma (mono- nebo di-stil)
vznikla se zjistilo elementdrni analyzou =za pouZiti
standardniho vybaveni pro stanoveni C, H, N a S. Hodnota pH

se mérfila v 1% vodném roztoku PAI soli.

Visledky

Vlastnosti riznych scli jsou shrnuty v tabulce 8.
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Tabulka 8

FYZIKALNE-CHEMICKE VLASTNOSTI PAI SoLi

PAI-stl pH  Rozpustnost Tavné %$Hm. Solna
‘mol. hm. mg/ml rozmezi (°C) ztréata forma
vinan 5,5 33 176,2-177,3 LT 0,1 di
492
mesylat 4,3 635 156,8-157,6 0,1 mono
2677
maleinat 4,0 . NLT 1000 87,2-87,8 0,1 mono
287
sulfat 3,9 485 159,4-161,1 3,2 di
440
chlorid 4,2 238 177,0-180,0 LT 0,5 mono
207 :
tosylat 4,4 60-70 129,3-12%,9 LT 0,1 nono’
343 |
fumarat 3,5 95 125,4-126,2 0,2 mono
287 |
fosfat 7,0 NTL 720 109,5-110,4 n.a, n.a..
n.a.
esylat 2,4 NTL 300 n.a. n.a. mMOno
279 ' '
octan 6,1 NTL 720 69,2-69,7 0,4 mono
231

_n.a. = neni dostupnad

e m et sk e s S VPP Qe S S PU0 SIOUU Ut

Studie, porovnavajici stabilitu soli, se provadély za
urychlujicich podminek: I) oh¥ivanim na 80°C po dobu 72, 96
nebo 144 hodin; a II) ohfivanim na refluxni teplotu v
isopropanolu po dobu 30 hodin. Vyvinuté degradancni
produkty se mérily HPLC a potvrdily pomoci'TLC. V¢sledky
jsou uvedeny v tabulce 9, pficemZi relativni retenc¢ni doba
{vztaZend k PAI piku; RRT) je vyjadfena jako procento

plochy, vztaZené k celkové integrované pikové plose.
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Tabulka 9
DEGRADACNI PRODUKTY VYVINUTE V PAI SOLICH ZA ZRYCHLENYCH
PODMINEK
sil | 80°C/72 hod 80°C/144 hod  Reflux v iPrOH/30 hod
RRT* P RRT % RRT %
sulfat ND* ND ND D - 0,47 0,22
0, 60 0,72
fosfat 0, 60 0,22 0, 60 0,57 0, 60 2,62
0,74 0,21
1,84 0, 20
1,98 0,73
chlorid ND ND ND ND 2,23 0,71
mesyléat ND ND ND ND 0,60 0,08
- maleinat 0,60 0,41 n.a. 0, 60 ’2,17
1,27 0,50 0,65 1,35
1,48 0,33 1,29 0,59
1,81 0,10 1,42 1,30
3,07 1,44 150 0,16
4,16 0,10 1,83 0,18
4,84 7,76 1,98 0,23
| 4,09 0, 65
octan 0,44 0,10 n.a. 0, 60 6,74
0, 60 2,56 0,74 0,35
— - TT0,73 0 13T T T 1,76 0,33
1,29 0,71 _ | 1,84 0,16
1,55 = 1,06 1,99 4,17
1,75 21,85 3, 60 0,27
1,96 3,33
2,15 0,08
2,32 0,15
2,83 0,15
3,54 . 1,82
esylat? ND ND 0,85 0,26 ND ND

1,96 0,31
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omezeni kvantifikace = 0,08%

n.a. = neni dostupné

* Relativni retenCni Cas (vztaZenc k PAI piku)

b plogné procento vztaZené k celkové integrované pikové
plose

¢ MnoZstvi detekovanych nelistot

4 Ethylsulfitova sul

Soli se predloZily vizuédlni kontrole barvy a formy.

zji&téni jsou shrnuta v tabulce 10.

Tabulka 10

VZHLED PAI SOLI ZA DESTRUKCNICH PODMINEK

sal 80°C/72 hod 80°C/96 hod 80°C/144 hod Reflux v
: : : : : iPrOB/30 hod
sulfat Ne zcela n.a. Ne zcela Hnédy
: bily pré3ek bily prasek préasek
fosfat Hnédavy n.a Hnédy Hnédy
‘ praSek _ prasek prasek
chlorid ‘Bily prasek n.a Bily pradek Ne zcela
bily prasek
mesylat Bily prések n.a Bily préSek Bily praSek
maleinat Hnéda Hnéda n.a. Hneda
tavenina tavenina
esylat Hnédava n.a Tmavé hnédid Tmavé hnédéa
tavenina tavenina

n.a. = nedostupny

tavenina

e e
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Tyto studie wukazuji, Ze siran, esyldt a mesylat
vykazuji oproti ostatnim solim, diky své dobré rozpustnosti
a chemické stabilité, znadéné vvhody. Z téchto tr¥i soli e
diky své vynikajici stabilité, a to 1 za destrukénich

podminek, nejvyhodnéjsi soli mesyléat.

P¥iklad 32
Zvrat haloperidolem-indukované katalepsie u mys3i

Same&ci ICR my3i, o hmotnosti 25 aZ 30 g, se
pfedodet¥ili nékterou =z nésledujicich 1Wéinnych latek:
fyziologickym roztokem, (R)-PAI mesyldtem nebo recemickym
PAT mesylatem. VSechny uéinné latky se podavaly i.p.; Vv
objemu 0,2 ml. O dvé hodiny pozdé&ji se v davce 6 mg/kg v
objemu 0,1 aZ 0,2 ml injektoval s.c. haloperidol. Testy
pohybové koordinace se provadély 3 hodiny po podéani
haloperidolu, tj. 5 hodin po podani predpokléddanych

ochrannych U¢innych latek.

Testy pohybové koordinace a rigidity se kvantifikovaly
podle tri riznych parametrii: (a) podle schopnosti pfejit po

délce horizontadlni ty¢ 80 cm dlouhou; (b) podle schopnosti

sé%plhat obliCejem " smérem dolt vertikalni ty&é 80 cm

dlouhou; (c) podle setrvani bez pohybu v nepfirozeném sedu,
pFi kterém je bFficho my3i tladeno proti ,zdi“. Uplny vykon,
jako v pfipadé haloperidolem neoZetfenych my3i, Jje dan
¢tyrmi body v kaZdém testu, nebo dvanédti body ve viech
testech. Za slaby vykon jsou povaZovany jeden aZ t¥i body.
K1i€ k hodnoceni je uveden v tabulce 9A. Vlivy réznych
¢inidel pri antagonizaci haloperidolem-indukované

katalepsie jsou uvedeny v tabulce 1l1. T¥i hodiny po podani
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haloperidolu dosahla (R)-PAI mesyldtem udeélend ochrana
proti haloperidolu, podanému v dévce 5 aZ 15 mg/kg, vrcholu
prfi 7,5 aZ 10 mg/kg (hodnoceni aktivity = 94 % kontrolniho
fyziologického roztoku). Racemick§ PAT mesylat udéloval
prisludnou ochranu, pokud se podal v davce 7,5 az 15 mg/kg
a nebyl aktivni pfi dévce 5 mg/kg. Z obrézku 17 je patrné,
e profil davka-a&inek (R)-PAI mesylatu nebo racemického
PAI je takovy, Ze pfi zvySeni nad hodnotu 10 mg/kg dojde ke
sniZeni Glinku, a Ze racemickd smés m& obecné niZsi
G&innost. To znamend, Ze racemicky PAI mesyldt v davce
dvakrat vy33i neZ (R)-PAI mesylat bude vidy méné ulinny neiZ

uvedeny (R} enantiomer.

Zvrat a—MpT—indukované‘hypokinese u krys

Predpokladad se, Ze U&innd latka o-MpT inhibuje tvorbu
L-DOPA z tyrosinu a tedy tvorbu samotného dopaminu.
Nedostatek CNS dopaminu je vyjadfen Jjako hypoaktivita.
Sestimé&sicni samedci krys Wistar (Harlan Orkack, UK) se
prfedodetrili solnym..roztokem, (R})-PAI mesylatem nebo Rac
PAI mesyldtem, které se podévaly v naznaCenych davkach. O
dvé hodiny pozd&ji Jjim byl podén i.p. o-MpT v davce
100 mg/kg -v ~0,3--aZ-.0,-5-ml.-- Kentrolnim krysém.-byl. podén .. —— .
fyziologicky roztok. Potom se po dobu deseti hodin
zaznamenavala motorickd aktivita v politaCem sledované
kleci. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 12 a zndzornény na
obrazku 18. P¥i davece 2 mg/kg (R)PAI mesylat obnovuje
pF¥ibliZnd z 90 % hladinu aktivity, vztaZeno k aktivité krys
oSetr¥enych fyziologickym roztokem. Rac PAI mesylat nebyl v
tomto ohledu aktivni. V druhém pfipadé mél profil krivky,

vyjadfujici zavislost Gfinku na déavce, zvoncovity tvar, z
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Eeho? vyplyva sniZeni GCinku pfi zvySeni davky nad 2 aZ
5 mg/kg. PXi 5 mg/kg Rac PAI mesyldt nemohl dosahnout

hladiny u&innosti srovnatelné s G¢innosti (R}-PAI mesylatu

podaného v davce 2 mg/kg.

2 téchto méfeni vyplyva, Ze (R)-PAI mesylat a Rac PAI
mesyldt nesdili podobny vzor aktivity prXi  obnové
normokineze u mysi oéetfenﬁch haloperidolem a u Kkrys
o3etfenych a-MpT. V pripadé vSech analyzovanych davek byl
(R)-PAI mesylat vidy ucinné&j3i neZ Rac PAI mesylat, podany
v odpovidajici dé&vce. RovnéZ maximalni @&innost Rac PAI
mesylatu byla vidy nizsi Vnei maximdlni G&innost (R)-PAI
mesylatu. TakZe Rac PAI mesylat je pfi dané davce vidy méne
1&innéj3i nez (R)-PAI mesylat pfi poloviéni davce.
zdvojenim davky Rac PAI mesyladtu vzhledem k (R)-PAI
mesyldtu se nedosadhne dcinku, ktery odpovida ucinku (R)-PAI

mesylatu.

Fafmakologicky nelze Rac PAI mesylat povaZovat za smés
tvofenou z 50 % Ulinnou sloZkou, kterou je (R)-PAI mesylét,
a z 50 % inertnim materidlem, jakym je redidlo. Pfitomnost
(3)-PATI v Rac PAI mesylidtu méd neZadouci vliv na uU&innost
(R)-PAI, coZ vede k vice jak dvojnasobnému sniZeni

G¢innosti. SniZeni. miZe byt pfimo dusledkem neZadouciho

- U U

vlivu (S)=-PAI na behavioralni parametry.
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Tabulka 11

7VRAT HALOPERIDOLEM-INDUKOVANE KATALEPSIE U MY3I, DOSAZENY
PRI APLIKACI (R}-PAI MESYLATU A RACEMICKEHO MESYLATU

My3im se podaly jednotlivé testované G&inné latky i.p.
v naznaenych davkidch. 0 dvé hodiny wpozdéji byl mnySim,
zplisobem popsanym v textu, podan haloperidol. Uvedené davky

jsou zamy$leny pro volnou béazi.

(R)~-PAI mesylAt Rac PAI mesylat

Davka Hodnoceni n % kontroly Hodnoceni n % kontroly

mg/kg + SEM + SEM
1,8 7,2+1 6 60 7,010, 6 6 59
3,0 6,4%0,5 6 60 5,910,7 6 49
5,0 8, 740, 9* & - 73 6,410, 4 6 53
7,5 11,0%0,4%** 5 92 9,410, 8++ 6 78
10 11,340,3*** 6 94 9,240, 6x** 6 77
15  10,840,5%** 3 a0 g8, 840, §*** 6 73
Kontrolni 1240 12 100
fyziologicky
_roztok e - _ —
- Samotny  6,640,3 16 59
haloperidol

Statistickd hodnota vzhledem k samotnému haloperidolu:
*p<0,05;  **p<0,01;  **p<0,001 se uréila pomoci

Studentova ,t“ testu.

Hodnoceni pro (R)-PAI se znadné& 1151 od hodnoceni pro
racemicky PAI pfi dévce 5 mg/kg p<0,05; pfi déavce 10 mg/kg
p<0,01; a pfi davce 15 mg/kg p<0,05.
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Tabulka 11A

KLEG PRO HODNOCENT HALOPERIDOLEM-INDUKOVANE KATALEPSIE
U MY3f A JEJIHO ZVRATU .DOSAZENEHO RUZNYMI CINIDLY

Vertikalni tyc:

Neni schopna uchopit ty& nohama : 1
 Je schopna'uchopit ty¢, ale sklouzne z tyce , 2
Je schopna uchopit tyé¢, Casteéné klouZe, &astelné slézéd
dolt 3
Je schopna uchopit tvé, slézé doltl za pouZiti v8ech &tyt

nohou ‘ 4

Horizontdlni tycC:

Neni schopna uchopit tyé¢, padéd dold 1

Je schopna uchopit tyé&, ale neni schopna udélat na tyCi

vice neZ dva kroky 2
Je schopna uchopit ty¢ a pfejit pulku tyce 3
Je schopna uchopit ty¢ a prejit celou tyc 4

VydrZ v klidu, v sedé proti sténé:

Nehybnost deldi neZ 5 minut

Nehybnost 3 aZz 5 minut

Nehybnost 1 az 3 minuty

= W N

Nehybnost 0,1 minuty

V pripadé, Ze se chovani pohybovalo nékde na rozhrani
dvou kategorii, napfriklad na rozhrani kategorie 2 a 3, se

kryse udélilo hednoceni 2,5.




- ae "0

01-2762-97 Ce . :
77

Tabulka 12

OBNOVA POHYBOVE AKTIVITY U KRYS, OSETRENYCH

o~METHYL-p-TYROSINEM {o-MpT) PRI DAVCE 100 mg/kg i.p.

Krysam se podaly testované ainné latky i.p. v
naznadenych davkach. Po dvou hodindch jim byl podan o-MpT a
bezprostfedné potom se umistily do kleci, ve kterych se
urdovala jejich celkovd pohybovd aktivita, kterd se
automaticky zaznamenivala po dobu deseti hodin, zpusobem

popsanym v textu.

'(R)—PAI mesylat Rac PAI mesylat
Davka Hodnoceni n % kontroly Hodnoceni n 3 kontroly
mg/kg + SEM + SEM
2 14 132%*41457 - 7 89 9,0354829 b 57
5 12 893*+1 869 7 81 10 926%1820 8 69
7,5 6 679+414 4 42 g gogt557 4 61
Kontrol- 15 86241 424 5 100
ni fyzi-
ologicky
roztok
Samotny 8 108***810 6 51
o-MpT

" ‘Statistickd hodnota podle Studentova ,E% €eStUiT *p<L0O, 01T T T
x++p<0,001 pro testované ucinné latky + a-MpT vs. o-MpT

samotny a-MpT samotny vs. kontrolni fyziologicky roztok

Hodnoceni pro (R)-PAI se znatné 1i8i od hodnoceni pro

racemicky PAI pfi davce 2 mg/kg p<0,0l.
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Priklad 33
U¢inky (R)-PAI mesylatu na krysy pfi vnit¥nim Grazu hlavy
Metody

1.

78

Indukce Grazu

Graz hlavy se u same¢kl krys indukoval za etherové
anestézie dobfe kalibrovanym zavaZovym za¥izenim, které
dopadlo na exponovanou gast lebky, kterd pokryva levou
mozkovou hemisféru leZici 1 aZ 2 mm podné& od stredové

linie ve stfedni korondlni roving,

Hodnoceni motorické funkce

Jedhu hodinu po zplisobeni urazu se Krysy testovaly
podle celé rady kritérii, kterd hodnotila Jejich
neurologické vysledky (kritéria popsal Shohami a kol. v
J. Neurotrauma, 10, 113 {1993)). Tato kritéria,
oznafovand jako Neurological Severity -Scoxe (Skére
neurologické zavaznosti (NSS)), sestavaijl z fady reflext
a motorickych ‘funkci. Body jsou udélovany na zaklade

_ggdostatkﬁ, pokud jde o tato kritéria, a hodnoceni se

opét provedla po dvaceti Ctyfech hodinéchf

3. Hodnoceni mozkového edému

Po druhém hodnoceni motorické funkce (24 hod) se mozky
odstranily. Vzorek tkang (~20 mg) se zvazil za ucelem
siskini mokré hmotnosti tkané (wet weight (WW)). Po

oahodinovém sufeni v eksika&ni peci pfi 95°C 'se vzorek
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opét zva?il a ziskala se tak suchd hmotnost (dry weight'”“
(DW)}. K vypoltu procenta vody ve tkéni se pouzil vzorec ‘

(WW-DW) x 100/WW.

4. OSetfeni 1éinnou latkou

(R)-PAI mesylat se rozpustil ve vodé. Krysam se
intraperitonedln& 0, 4, 8 a 12 hodin po indukel turazu hlavy
‘aplikovala G&inna 1latka v davee 0,1 mg/kg télesné
hmotnosti. Kontrolni krysy se oSet¥ily ve stejnych Casovych

okamZicich vodou.

VYsledky

NSS, které bylo mirou ,klinického™ stavu krys, bYlo
v&tiinou u ofetfenych a neodet¥enych skupin jednu hodinu po
poskozeni hlavy identické, ale pri druhém hodnoceni, tj. o
dvacet &tyfi hodin pozdéji, bylo u krys o8etfenych (R)-PAI‘
mesylatem ‘podstatnd - nizZ3i (tabulka 13). Tyto vysledky

naznaduji, Ze PAI mesylat je ucinny pfi zlepSovéni obnovy
motorickych funkei u krys, u kterych doslo k vnitZnimu

poranéni hlavy.

Dvacet ¢tyfi hodin po turazu byl nalezen Vv hemisfére
hlavni edém (85,4 % vody v mozku kontrolnich Kkrys vs.
78,5 % v nepo¥kozené mozkové tkani). PAI mesylat byl ﬁéihny
pfi redukci edému, jak vyplyvd z jeho vlivu na procento

vody ve tkéni.

Na zakladé shrnuti ziskanych vysledkd lze tvrdit, Ze

(R)-PAI mesylat mé v p¥ipadé modelu simulujiciho humanni
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nervové podkozeni a pfi indukci vnit¥niho ftdrazu hlavy

neuroproteké&ni vlastnosti.

Tabulka 13
A NSS % H,0 v mozku
NSS (1 hod - 24 hod)
1 hod| 24 hod
Kontrolni (15,6 (12,3 4,3 +0,5 85,4 + 0,4
(n = 6)
(R} -PAI 16,7 |10,2 6,5 * 0,7* 82,1 £ 0, 6%*
Mesylat
(n = 6)

* P < 0,05 (Mann Whitney U-test)
** P < (0,005 (t-test)

P¥iklad 34

U¢inky PAI mesylatu na prevenci NMDA indukovanou bunécnou

smrt bunddnych kultur malého mozku
Vysledky in vitro testd
Postupy

Kultury mechanicky disociovaného malého mozku neonatdlni

krysy
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Maly mozek Sestidennich nebo sedmidennich krysich
mléddat se asepticky rozpitval a umistil do 15ml sterilni
plastické koéonické zkumavky obsahujici 3 ml obohaceného
média (média tvoIeného Dulbecem modifikovanym Eagleovym
médiem (DMEM) s vysokou koncentraci glukdézy (1 g/l), 2 mM
{obj./obj.) L-glutaminu, antibiotickou antimitotickou smési
a obohacenym 15 % (obj./obj.) tepelnd  inaktivovanym
fetdlnim telecim sérem). Po dvacetli aZ dvaceti péti
prachodech sterilni, 10 cm dlouhou, nerezovou ocelovou
jehlou 13, nasazenou na 5ml injekéni st¥ikaéku, ve které
bylo vloZeno nylonové sito s velikosti pdéra 45 pum se maly
mozek disocioval. Disociované buiiky se 5 minut odstfedily
prfi 200 g a ©po odstrandni supernatantu se bunky
resuspendovaly v obchaceném médiu. PreZivani bundk se
uréile vyludovacim testem trypanové modf¥i. Buiky se
nasledn& naockovaly pri hustoté& 200/mm’® na pbvrchy potazené
poly-L-lysinem (poly-L-lysinem potaZena skleﬁéné podloZni
sklidka se pfipravila alespoil jednu hodinu pred ockovanim,
ponofenim sklifek do sterilniho roztoku destilované vody
obsahujiciho 15 pg/ml poly-L-lysinu a bezprostfedne pred
pouzitim se Qpléchla sterilni vodou a vysusSila), prekryly
obohacenym médiem a inkubovaly se pfi 37°C v atmosfére

obsahujici 5 % CO; ve vzduchu a pri 100% vlhkosti. Po

“8tyfech dnech v kultufe ~se ~médium nahradilo “médiem

obsahujicim poZadované testované sloufeniny. Experimenty se
provadély duplicitné a opakovaly dvakrat nebo tfikrat. Po
zjisténi zavislosti odezvy na toxické déavce testovaneé
sloueniny se porovnavaly &tyrfi skupiny: (I) kontrolni
(samotné obohacené médium); (II) testovand sloucenina
(jedna podskupina pro kaZdou koncentraci (testované byly
dvé koncentrace)); (III) N-methyl-D-aspartat {NMDA&,

expozice Koncentraci 1 mM po dobu 3 hodin), jako

e
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cytotoxickd vyzva; (IV) testovanid sloudenina plus NMDA
(jedna podskupina pro kaZdou ze dvou koncentraci
testovanych sloulenin); (V) kontrolni skupina pro testovani
vliva rozpoustédla (ve kterém Jje testovand sloufenina
rozpuSténa); a (VI) dals8i ,pozitivni kontrolni® skupina
sperminu (0,01 uM rozpuSténych v kulturnim médiu} plus
NMDA. PreZiti nervovych bunék se hodnotilo fazovou
kontrastni mikroskopii a barvenim tripanovou modfi po

24 hodinéach.

Vysledky

Zjistilo se, Ze kyselina glutamovd (Glu) vykazuje
neurotoxické vlastnosti, které se exprimuji ve vaZnych
neurdlogick?ch onemocnénich zahrnuiicich  epilepsii a
mrtvici, a nejpravdépodobnéiji rovnéz v mozkovych
neurodegenerativnich nemocech, napfiklad v Parkinsonové
chorobé, Alzheimerové chorcbhé a traumatickém poSkozeni
mozku. Neurotoxické ufinky Glu jsou mediovédny membranu
vAdZicimi Glu receptory, napfiklad N-methyl-D-asparatovymi

(NMDA) receptory.

lekane vysledky shrnute v tabulce 14 ukazujl, ze

. - T m———— P O e R b - -

lO mﬂ (R) PAI mesylat zvysSuje pocet bunek nmleho mozku,
které pfeZivaji po expozici 1 uM NMDA o 27 procent. Tyto
in vitro v¥sledky podporuji in vivo déinky (R)-PAI mesylatu
prezentované v pfikladech 33 a 35, z CehoZ vyplyva, Ze tato
uCinnd latka m& neuroprotekéni vlastnosti v pripadé

neurotoxické koncentrace NMDA,
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Tabulka 14

NEUROPROTEKCNI VLIV (R)-PAI MESYLATU NA PREVENCI
NMDA-INDUKOVANE BUNECNE SMRTI BUNEK MALEHO MOZKU

Pokusné skupina PreZivajici buiiky Procentickéd ochrana

Cerebrdlni kultury

(Toxicita TDys = 30 pM,’ TDsoe = 85 [.LM,’ TDigo = 320 }I.M)

Kontrolni 100
Rozpoudtédlo ' 97
NMDA 10

Rozpoustedlo + NMDA 10 ‘ 0

Sloudenina + NMDA:

1) 0,01 uM + NMDA 12 2
2) 1,00 pM + NMDA 22 12
3) 10,00 uM + NMDA 37 27

Spermin + NMDA 75 65

Hodnoty, ktexré jsou vyjadieny jako procento

neoSetfenych—kontrolnich--vzorkld, —reprezentuiji—pramér-dveu
duplicitnich béhl experimentl kultury a prumér + SEM Ctyr
zvifat pro ischemii. Hodnota procentické ochrany vyjadfuje

i€inek testované slouleniny po odedteni vlivu rozpoustédla.
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Priklad 35

v1iv (R)-PAI mesylatu po rozdrceni krysiho zrakového nervu

Neuroprotekéni Gcéinky (R)-PAI mesylatu se urcily

bezprostfedné po rozmackani zrakového nervu u dospélé

krysy. Kratkodobé ulinky se méfily metabolicky a.dlouhodobé

u¢inky se stanovily elektrofyziologicky.

Metody

1.

a)

Metabolickd méfeni
Obecné

Pouzil se zpusob, ktery popsal Yoles a kol. v
Ihvestigative Ophthalmology & Visual Science, 33, 3586-
91 (1992). Pri metabolickych meérenich . kratkodobych
uéinkll se monitoroval pomér mitochondridlni NADH/NAD,
ktery =zavisi na aktivité elektronového transportniho
systému a tak indikuje trovnd energetické produkce.
Zzmény schopnosti nervu produkovat energii v disledku

poSkozeni se uréily porovnanim NADH Urovni v odezvé na

umély prechodny anoxicky inzult pred a po podkozeni.

Povrchova fluorometrie - reflektometrie

Monitoro&éni intramitochondri&lniho NADH
redoxniho stavu se zaklddd na skutelnosti, Ze NADH, na
rozdil od zoxidované formy NAD', fluoreskuje, pokud je
osvétleno svétlem o vlnové délce 450 nm. Pro prenos

svétla ke zrakovému nervu a od néj se pouzil pruiZny
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svazek optickych vldken ve tvaru Y (svételny vodic).
Svétlo, které emitovalo od nervu, se mérilo pfi vlnovych
délkach: 366 nm {odraZené svétlo) a 450 nm
(fluorescenéni svétlo}. 2Zmény v intenzité odraZeného
svétla korelovaly se zmé&nami tkafiové absorpce, které
byly zplisobeny hemodynamickymi efekty a s pohyby
zrakového nervu, sekunddrné pak se zménami arterialniho
krevniho tlaku a objemem nervu. Zjlstilo se, Ze
fluorescenéni m&feni jsou adekvatné upravena. pro méfeni
NADH redoxniho stavu odedtem odraZeného sveétla (366 nm)

od fluorescenéniho sv&tla (pomér 1:1), CimZ se =ziska

spravny fluorescenéni signal.

Priprava zvifat

PouZiti zvifat bylo v souladu s ,Rezoluci ARVO o
pouZivani zvifat - pro vyzkumné GCely“. Samci krys
Sprague-Dawley (SPD) o hmotnosti 300 aZ 400 g se
anestetikovaly pentobarbitonen sodnym (50 mg/kg
intraperitonealn&). P¥i drZeni hlavy zvifete na mistg,
pomoci drZadku hlavy, se provedla pod binokuldrnim

operaénim mikroskopem laterilni katotomie a ve spojivce,

bo&né. _od.. rohovky,_..se_. provedl _ Tez. __Po_ _ separaci .

retraktorovych bulbalnich svalll se identifikoval zrakovy
nerv a jeho Usek, dlouhy 3 a%Z 3,5 mm, se v blizkosti
otni bulvy odkryl tupym rozpitvanim. Tvrda plena se
ponechala celistvd a dbalo se na to, aby nedoSlo k
poruSeni nervu. Okolo zrakového nervu. se implantoval
dr7ak svételného vodi&e takovym zplsobem, aby driel
svételny vodi& na povrchu zrakového nervu, v misté 1 mm

vzdaleném od mista poskozeni. Zvifata, stdle JeSteé




01-2762-97 Ce - : e

. chirurgického zékroku a nésledné vystavila anoxickym

‘metabolické aktivity zrakového .nervu se relativni zmény

86

anestetikovana, se nechala 30 minut zotavit Z

podminkdm. Anoxického stavu se dosdhlo tak, Ze se krysy
nechaly dychat dvé minuty v atmosféfe 100% dusiku, nacei

se opét vratily ke kysliku. Za uZelem vyhodnoceni

intenzity odraZeného a fluorescencniho svétla, v odezvé
na anoxii, zmé&fily pfed a po poSkozeni zplsobeném

drcenim.

Experimentdlni protokol pro poranéni zplsobené drcenim a

metabolickd méfeni

Pomoci lékarskych kledti s kalibrovanym prﬁerem
se na nervu mezi okem a drzédkem svételného vodicCe
drcenim, pri tficetisekundovém tlaku odpovidajicim 120q,
zpisobilo poranéni nervu. Bezprostfedné po poranéni se
zvitfatim podala intraperitonedlnimi injekcemi voda s
(R)~PAI mesyldtem (2 mg/kg) a samotna voda. Pro
stanoveni aktivity énergetického produk&niho systému se
mérila NADH odezva na dvouminutovou anoxii u vdech

zvirat pfed podkozenim, 30 minut po po3kozeni a dale v

_hodinovwych—intervalech, . pFfidem? posledni m&Feni _se

provedlo 4 hodiny po po3kozeni (viz obrézek 19).

Elektrofyziologickélméfeni

Tento zplsob popsal Assia a kol. v Brain Res.,
476, 205-212  (1989). ©P#i té&chto méF¥enich byla
preferovédna stejnad pfiprava zvirete a poSkozeni

zrakového nervu jako v pripadé metabolickych studii.
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Bezprostfedné po poSkozeni prijala zvirata jednu injekci
vody s (R)=-PAI mesylatem (0,5 mg/kg) a jednu bez (R)-PAI
mesylétu. Ctrnact dni po podkozeni a oSetfeni se zrakové
nervy vyjmuly a elektrofyziologicky mérFily. Pred
odstranénim zrakovych nervi pro ucely
elektrofyziologickych mereni se krysy hloubkové
anestetikovaly 70 mg/kg pentobarbitonu. 2 lebky se
odstranila kiZe a zrakové nervy se oddé&lily od oc&nich
bulev. Provedla se subtotdlni dekapitace a lebka se
otevfela pomoci &tipacich kledti. Maly mozek se vyjmul
bo¢né, <¢imZz se odkryla intrakranidlni c¢é&st =zrakového
nervu. Provedla se pitva na utrovni nervu, ktery se

ndsledné premistil do lahvicek obsahujicich ¢&erstvy

"solny roztok obsahujici NaCl (126 mM), KCl1 (3 mM),

(2 mM) a D-glukézu (10 mM), ktery byl p&i pokojové

teploté zavzdusnén 95 % 0, a 5 % CO,. Nervy se
uchovavaly v tomto roztoku, ve kterém zUstane elektrickéd
aktivita stabilni alespofi po dobu 3 aZz 4 hodin. Po pul
hodiné regenerace pri pokojové teploté se =ziskaly =z
konce zrakového vlakna, vzdaleného od rozdrcené léze,
elektrofyziologické zdznamy. Konce nervua se nasledné

pfipojily ke dvéma odsdvacim Ag-AgCl elektrodém,

“ponorenym Ve Smacecim roztoku, pri 37°C. Stimulacni pulZ

se aplikoval pres elektrodu na vzdaleném konci a ak&ni
potenciadl se zaznamenaval pomoci vzdalené elektrody. Pro
supramaximalni elektrickou stimulaci (0,5 pps}) se pouZil
stimulator Grass SD9. Naméfeny signdl se prenesl do
predzesilovace Medelec PA36 a nasledné do
elektromyografu (Medeleq MS7, AATT zesilovace). Roztok,
stimulator a zesilovac mély spoieény podklad.

Zaznamenala se a maximdlni amplituda osmi pramérnych
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akénich potencidlld slouleniny (CAP), ktera se rovnéi
vyfotila pomoci polaroidu. Jako referenéni hodnoty
slouZily hodnoty CAP, naméfené u kontralateralnich

nepoSkozenych nervi.

Vysledky

Vysledky ukazuji, Ze (R)-PAI mesylat, aplikovany
bezprostfedné po podkozeni zrakového nervu, blokoval

podkozenim indukovanou redukci  energetické  produkce.

(R)-PAI mesyldt md rovnéZ dlouhodobé u&inky, Jjak zjistilo

elektrofyziologické monitorovani.

CAP (ak&ni potencidly sloucdeniny) amplituda pZimo
korelovala s poltem vodivych vldken v testovaném segﬁentu

nervil.

(R) -PAI mesylat podstatné tlumi poskozenim indukovanou
ztridtu aktivity distdlniho segmentu poskozeného nervu, =z

_ ZehoZ wvyplyva, Ze (R)-PAI mesyldt je neuroprotekCnim

¢inidlem nebo alespofl ¢inidlem zpomalujicim degeneraci.

_ Tabulka 15

ELEKTROFYZIOLOGICKA MERENI

Skupina CAP amplituda (pV)

(Primér + standardni odchylka)

Vehikulum N = 13 441 + 95

(R)-PAI mesylat N = 7 2104 + 313%
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Priklad 36
Srovnani antikonvulzivnich vlastnosti R-PAI a S-PAI soll

Jak (R)-PAI tak (S)-PAI HCl soli maji =znacné
antikonvulzivni uéinky. U my3i (pfi i. p. podéni),
pouzitych v maximdlnim elektroSokovém testu (MES testu), ma
(S)-PAI HC1 wvy3si antikonvﬁlzivni uéinnost (EDsp=57 mg/kqg)
nez {(R)-PAI HCl (EDso=79 mg/kg). BAnalogické vysledky se
ziskaly u krys (p.o. podani). Ctyr¥i krysy ze &tyf byly
chranény pfed zachvaty v MES testu, pokud jim bylo podano
50 mg/kg (S}-PAI HCl, =zatimco po stejné davce (R)-PAI HC1
byly chranény tri ze ctyr my3i. Pokud Jjde o U&innost v
pripadé Parkinsonovy choroby, je zvySovani antikonvulzivni
ué¢innosti Skodlivym vedlejsim ulinkem. Stejny trend se
objevuje v pripadé mesylatovych soli. (S)-PAI mesylat ma v
MES testu vy#3i antikonvulzivni 1&innost neZi (R)-PAI
mesylat. P¥i davkach 100 mg/kg (S)-PAI mesyldt chranil tri
ny8i ze trfi, zatimco (R)-PAI mesylat chranil pfi identické
davce pouze jednu my3 ze tf¥i. MES test je klasickym modelem
pro indikaci Gc&innosti pro pérciélni a generalizované
zdchvaty u 1lidi. Mechanizmus @¢innosti tohoto <cinidla

spo&ivd v jeho schopnosti branit 3ifeni zachvath. Nicméné

nékteré..latky,—..které brani _8ifeni..zdchvatu, .maji_vedlejsi ... .

G&inek, ktery spodiva ve sniZovani kfelového prahu. Tato
¢inidla maji tedy jak prokonvulzivni, tak antikonvulzivni

vedlej3i ucinky.

7ziskané vysledky tedy ukazuji, Ze (S)-PAI mesylat ma
prokonvulzivni 0&innost. P¥i testu mérené intravendzni
infuze Metrazolu redukuje 141 mg/kg (S)-PAI mesylatu dobu
infuze a tedy mnoZstvi Metrazolu, potfebného pro vyvoléni

jak prvniho mistniho =zachvatu tak pro polatek Skubavé
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k¥eCe. Dal3i &inidla, kterd se zpravidla pouZivaji pfi
parcidlnich a generalizovanych zéchvatech, napriklad
fenytoin a karbamazepin, tento efekt nevykazuji.
(H.J. Kupferberg, Epilepsia, 30, s51-s56 (1989)). Stejne
tak (S)~PAI mesyldt vykazuje podstatné vy88i akutni
neurotoxicitu neZ (R)-PAI mesyléat. Pri 300 mg/kg (R)-PAI
mesylat nevykazuje u my3i, p¥i testu zjistujicim poruchu
koordinace na rotujici tyéi, Y4dnou neurotoxicitu. PrFi
pouziti (S)-PAI mesyiétu vykazuji ¢&tyrfi my3i ze Ctyr

neurotoxicitu a krecdovitost.

Metody
TDse (stfedni toxickd davka)

Tento test méri neurologické nedostatky'pomoéi testu
poruchy koordinace na rotujici tyi. My3 se umisti na tyc. s
boulovitym povrchem, kterd se otddi rychlosti 6 ot./min.
Potom se v kaZ?dém ze tri pokust zjidtuje, zdali mad mys
schopnost udrZet rovnovahu a udriet se na ty¢i po dobu

jedné minuty.

Test m&fené intravendzni infuze Metrazolu

Tento test md%fi u kaZdého zvifete minimdlni kfedovy
prah. Metrazol se aplikuje formou infuze, kterd se podava
rychlosti 0,185 mg/ml do ocasni Zily my3i. Potom se
zaznamend Gas (v sekundach), ktery uplyne od poatku infuze
do okamZiku, kdy se objevi prvni za3kub (prvni fokalni
zachvat) a po&atek Skubavé krele (3kubavy zachvat).

Prokonvulzivni ¢&inidla potfebuji pro vyvolédni téchto
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priznakl méné Metrazolu a vykazuji tedy kone¢né body v

krat8i ¢asové periodé.

Priklad 37

Periferni ac¢inky (R)=-PAI a (S)~PAI na  staZitelnost

preparatd intestindlniho hladkého svalu

Periferni 1u&inky hydrochloridovych soli enantiomert
PAI se. urc¢ily v izolovaném tenkém stfevé. kralika nebo
moréete. Tato pozorovani poskytuji uZitené informace o
prislusnych perifernich wvedlej$ich u¢incich u 1lidi. Prvnim
bodem kontaktu subjektu s ordlné podanou u&innou latkou je
gastrointestindlni trakt, ve kterém jsou koncentrace UCinné
latky mnohem vy33i neZ po absorpci a distribuci. V pfipadé
PAT hydrochloridu (MH = 208) by 10mg oradlni dévka,_obéaiené
pribliZzné ve 100ml objemu kapaliny, odpovidala pifibliZné
koncentraci 0,5 mM, Terapeutické. koncentrace (R)=~PAI Y
hydrochloridu v plazmé@ se naopak pohybuje v nanomoléarnim

rozsahu.

Zji%téni G&inkl enantiomertt PAI v izolovaném krélicim

lagniku a ky&elniku morcete mélo zjistit, zda bude spolecny

~prijem—(8)—PAT—a—(R)—PAT—(jak—se—nachizeji—v—racemickém—m——
PAI) produkovat vedlejdi a&inky, které nebyly v pfipadé

podani samotného (R)-PAI zjistény. (R)-PATI je diky své
udinnosti a vysoké selektivité k této formé& enzymu v¢hodnym -
enantiomerem pro inhibici MAO-B v mozku. (8)~PAI je v tomto

ohledu mén& G&inny neZ (R)-PAI a neni rovnéZ selektivni k

MAQO-B. V =zasadé by bylo no¥né jeho pritomnost v PAI

racematu tolerovat nebo prehlédnout za pFedpokladu, Ze by

byl (S)-PAI p¥i doporu&enych davkdch (R)-PAI inertni.
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Vysledky shrnuté v tabulkdch 16 aZz 19 ukazuji, Ze (S)-PAI
neni inertni latkou. V kyfelniku mordete se (S) enantiomer
neprojevil jako U¢innéisi relaxaéni latka neZ (R)-PAI. Diky
jeho perifernim GCinktm ho nelze povaZovat za zanedbatelny.
Tyto tGdaje wukazuji, Ze pF¥i podéani racemického  PAI
obsahujiciho ekvivalentni davka (R)-PAI by se mohlo
vyskytovat vice perifernich vedlejSich 0Cinkl neZz pfi

podani Cistého (R)-PAI.

Tabulka 16

TYRAMINOVA POTENCIACE KAZDYM ZE DVOU ENANTIOMERU PAI HCL
PRI RYCHLOSTI PREPARACE LACNIKU

Napindni kréliZiho lalniku, pfichyceného v organové
komofe, vykazuje rytmické kontrakce, které jsou inhibovany
noradrenalinem, ale nikoliv tyraminem. Nicméné pokud se
la¢nik predodet¥i inhibitorem monoaminoxidazy, napriklad
PAT, potom tyramin zpGsobi uvolnéni sponténnich kontrakci.

Rozsah uvolnéni miZe -korelovat s relativni @&innosti

inhibitoru.

U¢innd 1atka a koncentrace (uM) Procentické uvolnéni —
Samotny tyramin 40 0
Noradrenalin 0,002 100

Samotny (R)PAI 0,2-4,0 0

Samotny (S)PAI 0,2-4,0 0

Tyramin 40.

po (R)PAI 0,2 67



01-2762-97 e . . . :::g:::i
93
pokracovani
Uinnd l&tka a koncentrace (uM) Procentické uvolnéni
2 88
40 ' 85-90
po (S)PAI 0,2 0
2 35
40 33-50
V{sledky

(S)-PAI Jje Jjako inhibitor mozkové MAQ-B mnohem méné

[:\

¢inny neZ (R)-PAI. TakZe (S)-PAI neni pouZitelnym &inidlem
v pripadé prevence mozkové dopaminové degradace, ale mlZe
potenciovat tyraminem-evokoﬁané uvolnéni noradrenalinu v
tenkém strfevé. Jeho Glinnost v tenkém strfevé je neZadoucim
vedlejSim UCinkem, protoZe se dd ocekadvat, Ze bude zvySovat
absorpci a plsobeni neZddouciho tyraminu. TakZe (S)-PAI,
pokud se pouZije spole€né s (R)-PAI ve formé& racemického

PAT, neni inertni latkou.

e - e SUE gy NG

Tabulka 17

ANTAGONISMUS BETHANECHOLEM-INDUKOVANYCH KONTRAKCI KYCELNIKU
MORGETE V PRITOMNOSTI 400 M KAZDEHO ZE DVOU ENANTIOMERD
PAT HC1

Napinani kyCelniku moréete, pfichyceného ve
fyziologickém roztoku v organové komore, zplscobl davkové

zavislé kontrakce, pokud se oSetri bethanecholem, ktery je
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enzymaticky stabilnim analogem pfirozeného gastrointesti-
ndlniho prena3ele neurond, jakym Jje acetylcholin. Tyto
kontrakce se v pfitomnosti PAI zeslabily. Udaje dsou

vyjadfeny v gram-napéti.

Bathenechol (uM) Gram-napéti
Kontrolni (R)PAI Kontrolni (S) PAI
0,8 0,5 0,2 0,6 0
2 1,5 0,3 2,0 0
4 2,2 0,7 3,0 0
8 4,0 1,0 3,8 0,6
20 5,6 2,0 . 3,8 1,2
40 6,2 2,8 3,8 | 1,7
80 6,2 3,1 3,8 2,0
200 6,2 4,3 3,8 2,6
Vysledky

(S})-PAI je vétSinou jako MAO-B inhibitor inaktivni,

pokud Jjde o (R)—PAi, a neni tedy .U¢inny pr¥i prevencil
degradace mozkového dopaminu. Nicméné  pri pfevenci
bethanecholem~indukované kontrakce tenkého streva Je
uc¢innéj3i neZ R(PAI). (S)-PAI, pokud se -pouiije spolu s

R(PAI) ve formé racemického PAI, tedy neni inertni latkou.
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Tabulka 18

ANTAGONISMUS HISTAMINEM-INDUKOVANYCH KONTRAKCI KYCELNIKU
MORCETE KAZDYM ZE DVOU ENANTIOMERU PAI HC1

Pevné stanovend davka histaminu (40 nM) zpUsobuje
vytrvalou kontrakci napnutého ky&elniku mordete, uchyceného
ve fyziologickém roztoku v orgénové komofe. PIirustkové
pridavani kaZdého ze dvou enantiomer PAI HC1l zplsobuje
davkové dependentni uvolnéni svalu. Vysledky jsou vyjadrfeny
jako procentické uvolnéni, pricdemz za 100% uvolnéni je,

povaZovan stav pfed pfidanim histaminu.

Koncentrace PAI Procentické uvolnéni
UM - {R)PAT (S)PAI
2 0 ' 11
4 0 15
10 0 30
20 20
30 _ 31 33
—4.0 C iy E— ; 36 : —
100 | 81 _ ‘ 71 |
200 90
300 92
400 100 | 98
700 100

1000 , 100
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Vysledky

(S)-PAI je jako MAO-B inhibitor v mozkw, v porovnani s
(R)-PAI, 1inaktivni a tedy nepouZitelny pr¥i prevenci
degradace mozkového dopaminu; ale pokud jde o uvolnéni
stfevniho hladkého svalu, potom je aktivnéj3i neZ
(R) isomer. TakZe . (S)-PAI neni inertni 1a&tkou, pokud IJe

podan spolefné s (R) isomerem ve formé racemického PAI,

Tabulka 19

ANTAGONISMUS BETHANECHOLEM-INDUKOVANYCH KONTRAKCE KYCELNIRU e
MORCETE KAZDYM ZE DVOU ENANTIOMERU PAI HC1

Pevné stanovenad divka bethanecholu (0,8 pM) zpisobuje
vytrvalou kontrakci napnutého kyéelniku morCete, uchyceného
ve fyziologickém roztoku v orgénové komofe. PrirGstkoveé
pridavani kaZdého ze dvou enantiomerl PAT HCl =zpasobuje
davkové dependentni uvolnéni svalu. Vysledky jsou vyjadreny
jako procentické uvolnéni, pficemZ za 100% uvolnéni je' o

povaZovan stav pfed pfidédnim histaminu.

—_Koncentrace PAT___ . _Procentické uvolnéni . _ .
Y (R)PAL (S)PAI
20 25 40-50
60 | .25=50 ' 60-70

100 50-70 100

300 100 100
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Vysledky

(§)-PAI je jako MAO-B inhibitor v mozku, v porovnadni s
(R)-PAI, dinaktivni a tedy nepouZitelny prfi prevenci
degradace mozkového dopaminu; ale pokud Jjde o uvolnéni
stfevniho hladkého svalu, potom Jje aktivné&j8i nez
(R) isomer. TakZe (S)-PAI neni inertni 1latkou, pokud Je

podén spoledné& s (R} isomerem ve formé racemického PAI.

Priklad 38

Urdité G&inky [R] (#)PAI mesylatu na okluzi strfedni

cerebralni arterie u krys, jako na model mrtvice
Metody '
1.1 Okluze stfedni cerebralni arterie (MCAQO) u krys

Pouzila se modifikace postupu, ktery popsal
Tamura a kol. (1981). Sameéci krysy Wistar (Olac
England-Jerusalem) o hmotnosti 300 aZ 400 g se
neestetizovali roztokem equitesinu, podaného i.p. pIi

davce 3 ml/kg. Equitesin sestdvd z 13,5 ml roztoku

-.—_ .pentothalu..sodného __(60_mg/ml), 3,5 g _chloralhydratu,

1,75 g MgSQ;, 33 ml propylenglykolu, 8,3 ml bezvodého
alkoholu, které byly doplnény do 83 ml destilovanou

vodou. Chirurgicky zékrok se provedl =za pouZiti

operatniho mikroskopu s vysokym rozliSenim, model

SMZ-2B, typ 102 (Nikon, Japan). Za Ucelem ddkryti levé
st¥edni cerebrédlni arterie 'se ve spankovém svalu
provedl fez. Spicka koronoidniho vyb&Zku mandibuly se

vyrizla a odstranila pomoci malych lékaf¥skych kle3ti.
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Na spoji mezi stf¥edni prickou a stropem
inferotemporalni jamky se provedla kraniektomie s
vrtanim zubl. Tvrda plena se- opatrné otevriela =za

pouziti jehly 27. MCA se trvale ucpala mikrobipolarni

koagulaci pfi nastaveni nizké energie, se zacatkem 2 aZ

3 mm od c¢ichového traktu, mezi jeji kortikdlni vétvi k

nosni klUfe a laterdlnimi arteriemi striata.

Po koagulaci se MCA odd&lila mikrontZkami a

rozdélila tak, aby zajistila kompletni okluzi. Potom se
se$il spénkovy sval a poloZil pres misto kraniektomie.

KhZe se uzavrela pomoci hedvdbné sutury 3 aZ2 0.

Paralelni skupina my3i se podrobila kraniektomické

operaci bez Kkauterizace MCA. Bé&hem celé chirurgické

operace {20 aZ 25 minut) se u obou skupin pomoci
regulédtoru télesné teploty (Kyoristsu, Japan),
sestédvajiciho ze samoregulafniho topného pol§térkuy,

ktery Jje pripojen k rektdlnimu termistoru, udrZovala

tdlesna teplota 37 aZ 38°C. Dvacet &tyfi hodin po

chirurgickém zdkroku se stanovilo neurologické skére,
aby se stanovila zavaZnost poZkozeni u krys oSetFenych
G&innou latkou v porovnani s neo¥etFenymi kontrolnimi
zvifata anestetikovala

subjekty. Po 48 hodinidch se

1

.2,

_equitesinem a zd&vaZnost poSkozeni se vizualizovala _

pomoci MRI postupu. Dale se ur&il objem mozkové tkang,

poSkozené v- disledku ischemie.

Podani uc¢inné latky

[R] (+)PAI mesylat se podaval i.p. injekci v 0,3
a? 0,4 ml destilované vody podle nasledujiciho rozvrhu:

1 mg/kg bezprostfedné po chirurgickém zdkroku;
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0,5 mg4kg 2 hodiny po chirurgickém zakroku;
1 mg/kg 20 aZ 24 hodin po chirurgickém zékroku.

1.3. MRI-SCAN ischemické mozkové léze

VSechny experimenty se provadély za pouZiti
systému 4,7T BIOSPEC (BRUKER) (viz T. Back a kol.,
(Diffusion Nuclear Magnétic Resonance Imaging in
Experimental Stroke: Correlation with Cerebral
Metabolites™, Stroke (Gnor 1994) 25: 494-500). étyficet
osm hodin po MCAQ nebo kraniektomii bez kauterizace se
kaZzdé zvife podrobilo rychlému vicerezému T1 vyvéZenému
zobrazeni (TR/TE), (500/25), &imZ se uréila pfesna
poloha. Potom se ziskaly obrazy T2-vyvdZené mnoZiny
feza (300/80) (5 po ~sobé jdoucich fezll o tloultce

3 mm}.

Ke stanoveni velikosti a =zavaZnostl rozsahu
infarktu se pouZila hyperintenzita, pozorovand v
T2 vyvaZeném MRI 48 hodin po okluzi nebo po kvazi -
zakroku u kontrolnich zvifat. U kaZdé skupiny krys se

uréovaly nasledujici MRI parametry:

—c+TIschemickd-plocha—(v-mm?); - "
d. Plocha ischemické hemisféry (v mm?);

e. Plocha neovlivnéné hemisféry (v mm?).

Pouziti prilehlych rfezll umoZnilo prevést ploZné
jednotky na objémové jednotky jednoduchym vynésobenim

plochy 3irkou fezu.
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1.4. Neurologické skére

Neuroclogické skére sestava ze soultu celé fady
hodnoceni pro posuzovani specifickych motorickych

| aktivit u dane krYsy. Stupnice hodnoceni zadind od 0
(Gplné normdlni krysy) a koné¢i u 13 (zcela neschopné
krysy). U vétSiny parametrli se pri hodnoceni pouzZivaji
pouze hodnoty 0 (normdlni} nebo 1 (neschopnd); u
dalSich parametrl se pouZiva postupné hodnoceni. V

rémci studie se pouZily nésledujici testy:

Obecné pozorovaci testy

hypoaktivita, zklidnéni, piloerekce
Motoricky reflex

Krysy se zavésily za ocas pfibliZné 15 cm nad podlahu.
Norm&lni krysy zaujaly polohu, p¥i které se ob& jejich
pfedni kon&etiny natadhly smérem k podlaze a zadni nohy
visely po strané& trapézovym zplsobem. MCAO zpﬁsobilo

konzistentni flexi protilehlych koncetin.

Motoricka schopnost

Motorickd schopnost se hodnotila na z&kladé schopnosti
krys udrZet se na tyfi o primé&ru 1 cm pomoci protilehlych
konetin po dobu 5 aZ 15.sekund, pokud je krysa zavé3ena na

ty¢i za ramenni jamky.
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Motoricka koordinace

Normalni krysy Jjsou schopny vybéhnout a sebéhnout 5 cm
Ziroky tram, umistény na mirném svahu. Chyba pf#i pfechdzeni
tramu v nékterém sméru znamenda uréitou motorickou

nekoordinaci, nedostatek rovnovahy a slabost konCetin.

_’Chﬁze

Schopnost krysy opét zaujmout normdlni polohu obou
zadnich protilehlych kon&etin, pokud jsou Umyslné vysunuty

ze své prFirozené polohy p¥i stoji na tenkém tramu.

Rovnovaha

Schopnost krysy =zachytit se a udrfet rovnovdhu na

tizkém tramu, Sirokém 2 cm.

Pohybova aktivita

Celkovy pohyb b&hem patniacti minut v automatizované

—aktivni kleci.

Hodnoceni pro kaZdy z vyde uvedenych parametri Je

naznaceno v tabulce 20.
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Tabulka 20

NEUROLOGICKE SKORE NAVRZENE PRO KAYZDY Z DESETI

PARAMETRU POSTOJE A POHYBU

Parametr

a.

Aktivita v domaci kleci

Zklidnéni

Piloerekce

Extenze protilehlych pfednich
konCetin krys smérem k
podlaze, pokud jsou zavéSeny

zZa ocas

_RoztaZeni zadnich protilehlych

konCetin krys, pokud jsou
zavéSeny za ocas (trapezoidni

drZeni téla)

Skore
normalni=0

hypoaktivni=1

Zadné=0

zaznamenané=1

Z4dna=0

zaznamenana=1

dobra=0

ohnuté koncetiny=1

dobré=0____

U

ohnuté koncetiny=1
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Parametr

f. Uchopeni tyée proti-
lehlymi koncdetinami na
dobu 5 aZ 15 sekund,
pokud jsou krysy
zavédeny za ramenni

jamku

g. Chize po trama

Sirokém 5 cm

h. _Zaqjmuti pavodni polohy
protilehlych zadnich
nebo pfednich kongetin
krys, pokud jsou z
této pozice zamérné

vychyleny

i. Uchopeni tramu a udriZe-

103

Skére

dobré=0 slabé=1

dobra=0 Spatnéa=1

" dobré=0
Spatné =1 (jedna koncetina)

=2 (dv& kondetiny)

dobré=0 Spatné=1 .

~ ni rovnovahy na tramu =

Sirokém 2 cm

j. Motorickéd aktivita k;ys
v porovnani s kontrel-
nimi subjekty (15 minut
v automatizované

aktivni klecl)

<25 % kontrolni 3

26-50 % kontrolni 2
51-75.% kontrolni 1

76-100 % kontrolni 0
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Vysledky
2.1, Rozsah infarktu

Vysledky MRI studii jsou shrnuty v tabulce 21 a
zndzornény na. obrazku 20. Rozsah infarktu byl
podstatné men$i u krys oSet¥enych [R] (+)PAI mesyléatem
(n=9), neZ u neoSetf¥enych krys (n=10). V prvnim
pripadé predstavovala velikost infarktu priblizng 60

% velikosti infarktu u neoSetfenych krys. *

Tabulka 21

HODNOCENT ISCHEMICKE MOZKOVE LEZE MRI T2-SCANEM 48 HODIN
PO MCA-OKLUZI A OSETRENI KRYS WISTAR [R] (+) PAT MESYLATEM

MCA-0 MCA-0 + [R] (+)PAI mesylat*®
Zvire ¢&. Rozsah Zvite ¢&. Rozsah

infarktu (mm?) infarktu (mm?)

1 252 1. 94,4

2 272 2 139

3 314 3 240

4 273 4 137

5 201 7 G 137

6 221. 6 174

7 358 7 164

8 265 8 171

9 341 9 215

10 236 |

primér + SEM 273,3 £ 50,9 |primér + SEM 163,5 + 43,9
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t =5,0475
£f =17
p < 0,001

[R] (+) PAT mesylat redukuje velikost infarktu o.40 %.

(R] {(+) PAT mesylat se podaval:
Cas po okluzi MCA:

0 -1,0 mg/kg ip;

2 hodiny -0,5 mg/kg ip;

24 hodin -1,0 mg/kg ip.

Neurologické skoére

Neurologické skére bylo u psti krys oSetfenych
[R] (+)PAI mesylatem a Zesti neoetfenych krys uréenc
nahodné zvolenym pbzorovatelem. Vysledky jsou shrnuty
v tabulce 22, ve které se porovnavaji rozsahy infarktu
u kaZdého zvirfete, zjidténé pomoci MRI‘testu, a rovnéz
jsou zndzornény na obréazku.21. g vysledk vyplyva, Ze
zvifata s minimdlnim neurologickym skére jsou zvifata,
ktera byla oZetfena [R](+)PAI mesylatem. Neurdlogické
skdre se u MCAQ zvifat, ktera byla oZetfena [R](+)P3I

mesylatem v porovnani s neosSetfenymi zvifaty, sniZilo

© 54 % a rozsah infarktu o 36 %.
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Tabulka 22

NEUROLOGICKE SKORE KRYS, KTERE PODSTOUPILY MCA OKLUZI
A OSETRENI [R] (+)PAT MESYLATEM, VE VZTAHU K ROZSAHU
ISCHEMICKEHO INFARKTU, KTERY U NICH BYL ZJISTEN

MCA-0 MCA-0 + [R] (+)PAT mesylat¥*+
Zvire ¢. Neurolo- Rozsah Zvire ¢&. Neurclo- Rozsah
gické * infarktu gické * infarktu
skére ** () skére ** (1)
1 5,0 201 1 1,0 137
2 5,0 221 2 2,0 174
3 6,0 358 3 4,0 164
4 6,0 265 4 - 4,0 171
5 8,25 341 5 2,88 215
6 5,75 236
Primér #+ 6,0%1,19 27065 Pramér + 2,78x1,3 | 172428
SEM ' SEM
Neurologické skére Rozsah infarktu .
[ - S
f=29 f=29
p < 0,01 p < 0,01

[R] (+)PAT mesyldt redukuje neurcologické skére o 53,7 % a

rozsah infarktu o 36,3 %,

* Zjisténo 24 hodin po MCA-okluzi
**  Vyhodnoceno MRI T2-SCANnem 48 hodin po MCA-okluzi
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**%* [R}(+)PAI mesylat byl podan:
Cas poﬁMCA—okluzi:
0 B -1,0 mg/kg ip;
2 hodiny -0,5 mg/kg ip;
24 hodin -1,0 mg/kg ip.
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PATENTOVE NAROKY

1. PouZiti R{+}-N-propargyl-l-aminoindanu nebo jeho
farmaceuticky pfijatelné soli pro vyrobu = farmaceutické

kompozice ur&ené pro léleni mozkové ischemie nebo mrtvice u

subjektu.

2. PouZitli podle néroku 1, Vv z nad¢en é
t i m , Ze se farmaceuticky prfijatelnd sil R(+)-N-
propargyl-l-aminoindanu zvoli ze skupiny tvofené:

mesylatovou soli; ethylsulfondtovou soli; sulfitovou soli;

a hydrochloridovou soli.

3. Pouziti podle ndroku 2, v y z n a & e n é
t i m, Ze farmaceuticky pfijatelnou soli je mesylatova

sl R(+)-N-propargyl-l-aminoindanu.

4. PouZiti podle néroku 1, v y z n a & e n é

tim , Ze GZinnym mnoZstvim R(+)-N-propargyl-l-aminoindanu
nebo jeho farmaceuticky pFijatelné soli, které ma byt
podéno, je pribliZné 0,5 miligramd na kilogram t&lesné
hmotnosti subjektu aZ 2,5 miligram na kilogram t&lesné

hmotnosti subjektu.
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5. PouZitli podle néaroku 1, VvV vy z n a ¢ e n é
t im, Ze se R{+)-N-propargyl-li-aminoindan nebo jeho

farmaceuticky prijatelnd sll podavd intravenézné, oralng,

rektalné, transdermalné nebo parenteralné.

6. Pouziti podle naroku 1, vy z n a ¢ e n é
t im, Zze subjektem je C&lovék a G&innym mnoZstvim je

"pribliZné 0,01 mg aZ 50,0 mg na den.

w

7. Pouziti podle naroku 6, v vy z n a ¢ e n é

t im, Ze Glinnym mnoZstvim je 0,1 aZ 10,0 mg na den.

8. PouZiti podle naroku 6, v vy z n a ¢ e n é
t im, e se R(+)-N-propargyl-l-aminoindan nebo jeho

farmaceuticky pfijatelna sfil podava intravendznéd.

9. Pouziti podle néroku 1, v vy z n a ¢ e n é

t im, Ze pri lécCeni mozkové ischemie nebo mrtvice se

plocha mozkové ischémie redukuje priblizné o 35

procent.

10. PouZiti R({+)-N-propargyl-l-aminoindanu nebo jeho
farmaceuticky pfijatelné soli pro vyrobu farmaceutické

kompozice urCené pro léfeni traumatického poSkozeni hlavy.
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11. PouZiti podle naroku 10, v vyvznad dc¢en é
tim, Ze farmaceuticky prijatelnd sOl R(+)-N-propargyl-
l-aminoindanu se zvoli ze skupiny tvofené: mesylatovou
soli; ethylsulfonatovou soli; sulfatovou soli; a

hydrochloridovou soli.

12. Pouziti podle naroku 11, vy zmna¢c¢en é
t i m, Ze farmaceuticky pfijatelnou soli je mesylétova

sul R(+)-N;propargyl—l—aminoindanu.

13. PouZiti podle néroku 10, vy zmnad c¢en é
t i m , Ze Qc¢innym mnoZzstvim R(+)-N-propargyl-1-
" aminoindanu nebo jeho farmaceuticky prijatelné soli, které
m4 byt podano, Je pribliZné 0,5 miligramfi na kilogram
télesné hmotnosti subjektu -aZ 2,5 miligramd na kilogram

télesné hmotnosti subjektu.

14, Pouziti podle néaroku 10, vy zna¢ c¢ené

t im, Ze se R{+)-N-propargyl-l-aminoindan nebo jeho

rektalné, transdermadlné nebo parenteridlné.

15. PouZiti podle nédroku 10, Vvyzmna c¢ené
t im, Ze subjektem je Clovék a U&innym mnoZstvim jJe

pribli¥né 0,01 mg aZz 50,0 mg na den.
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16, Pouziti podle néroku 15, vy zmna¢ c¢ené

t im, Ze ulinnym mnoZstvim je 0,1 aZ 10,0 mg na den.

17. PouZiti podle naroku 15, Vyzmnad cd¢en é
timnm, e se R({+}-N-propargyl-l-aminocindan nebo ijeho

farmaceuticky prijatelnd stl podava intravendzné.

18. Pouziti R(+)-N-propargyl-l-aminoindanu nebo jeho
farmaceuticky prijatelné soli pro 'vyrobu farmaceutické

kompozice urCené pro léceni traumatického poZkozeni michy.

19. PouZiti podle naroku 18, Vyznad c¢ené
t im, Ze farmaceuticky p#ijatelna sil R(+}-N-propargyl-
l-aminoindanu se zvoli =ze skupiny tvofené: mesylatovou
soli; ethylsulfonatovou soli; sulfédtovou soli; a

hydrochloridovou soli.

20, Pouziti podle naroku 19, vy zna c¢emn é

£ 1 m T, ¥e farmaceuticky prijatelnou soli je mesylatova

sl R(+)—N—propargyl~l-aminoindanﬁ.

21. PouZiti podle néroku 18, Vyzmnad c¢ené
t i m , Ze ufinnym mnoZstvim R(+)-N-propargyl-1-
aminoindanu nebo jeho farmaceuticky pfijatelné soli, které

ma byt podéno, Jje p¥ibliZné& 0,5 miligram na kilogram
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télesné hmotnosti subjektu aZ 2,5 miligramﬁ na kilogram

télesné hmotnosti subjektu.

-

22. Pouziti podle naroku 18, v y znac¢en é
t i m, Zze se R(+)-N-propargyl-l-aminoindan nebo jeho
farmaceuticky prijateln& s0l poddva intravendzn&, oralné,

rektédlné, transdermdlné nebo parenterilnéd.

23. PouZiti podle naroku 18, Vy zna¢c¢en é
t im, Ze subjektem je &lovék a Uinnym mnoZstvim je

pribliZné 0,01 mg aZ 50,0 mg na den.

24, PouZiti podle naroku 23, VYyzmna¢eéené

tim, Ze ucinnym mnoZstvim je 0,1 aZ 10,0 mg na den.

25. PouZziti podle nédroku 23, vy zzmna c¢en é
t im, Ze se R(+)-N-propargyl-l-amincindan nebo jeho

farmaceuticky prfijatelnd sl poddvAd intravendzné.

26. PouZziti R(+)-N-propargyl-l-aminoindanu nebo 3jeho
farmaceuticky prijatelné - soli pro vyrobu farmaceutické

kompozice urcené pro léceni neurotraumatu.

27. PouZiti podle ndroku 26, v vy z n a & e n é

t 1 m, Ze farmaceuticky pfijatelni stil R(+)-N-propargyl-
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l-aminoindanu se zvoli ze skupiny tvofené: mesylatovou
soli; ethylsulfondtovou soli; sulfatovou soli; a

hydrochloridovou soli.

28. PouZiti podle naroku 27, Vyzmna¢ c¢ené
t i m, Ze farmaceuticky prijatelnou ‘soli je mesylatova

sul R{+)-N~propargyl-l-aminoindanu.

29. PouZiiti podle naroku 26, Vvy zna¢c¢en é

t i m , Ze UCinnym mnoZstvim R(+)-N-propargyl-1-

aminoindanu nebo jeho farmaceuticky pfijatelné soli, které'

mé byt podano, je pfibliZn& 0,5 miligramd na kilogram
télesné hmotnosti subjektu ai 2,5 miligram. na kilogram

t&lesné hmotnosti subjektu.

[

30. PouZiti podle néroku 26, vy zmnadc¢en é
t im, Ze se R(+)-N-propargyl-l-aminoindan nebo jeho
farmaceuticky prijatelnd sl poddvad intravendzng, oralng,

rektdlné, transdermdln& nebo parenteralnég.

31. PouZiti podle néaroku 26, Vvy 2zna¢é¢ené
t im, Ze subjektem je &lovdk a G&innym mnoZstvim je

pfibliZné 0,01 mg aZ 50,0 mg na den.

32. PouZiti podle naroku 31, Vyzmna¢c¢en é

t im, Ze G&innym mnoZstvim je 0,1 a¥ 10,0 mg na den.
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33. PouZiti podle naroku 31, v vy z nad e n é
t im, Ze se R(+)-N-propargyl-l-aminoindan nebo jeho

farmaceuticky prijatelna sdl podavé intravendznd.

34. PouZiti R(+)-N-propargyl-l-aminoindanu nebo jeho
farmaceuticky pfijatelné soli pro vyrobu farmaceutické

kompozice u&inné pro léceni neurodegenerativni choroby.

35. PouZitl R(+)-N-propargyl-l-amincindanu nebo jeho
farmaceuticky prijatelné soli pro vyrobu farmaceutické

kompozice uCinné pro 1léceni neurotoxického podkozeni.

36. PouZiti R(+)-N-propargyl-l-aminoindanu nebo jeho
farmaceuticky pfijatelné soli pro vyrobu farmaceutické

kompozice u€inné pro léCeni mozkové ischemie.

37. PouZiti R{+)-N-propargyl-l-aminoindanu nebo jeho

farmaceuticky prijatelné soli pro vyrobu farmaceutické

. —— - -

kompozice U€inné pro lé¢eni traumatického poskozeni hlavy.

38. PouZiti R(+)-N-propargyl-l-aminoindanu nebo jeho
farmaceuticky pfijatelné soli pro vyrobu farmaceutické

kompozice GCinné pro lédeni traumatického podkozeni michy.
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39. PouZiti R(+)-N-propargyl-l-aminoindanu nebo jeho
farmaceuticky prijatelné soli pro vyrobu farmaceutické

kompozice U&inné pro zabrinéni nervovému podkozeni.

40. Pouziti podle néroku 39, vy zna¢c¢en é
t i m , Ze nervovym poSkozenim je poskozeni struktury

zrakového nervu.

s

41. Pouziti podle néroku 39, vyzna¢dé¢en é
t im, Ze podkozenim struktury nervu dje podkozeni

zrakového nervu.

Zastupuie:
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Obr. 17
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