-

CZ 288724 B6

PATENTOVY SPIS

URAD ]
PRUMYSLOVEHO
VLASTNICTVi

19 | (21) Cislo ptihtasky: 1997 - 3699

CESKA

REPUBLIKA (22) Priisteno:  22,05.1996
(30) Pravo prednosti:

22.05.1995 Us 1995/446439

(40) Zvetejnzno:  16.06.1999
(Véstnik ¢&. 6/1999)

(47) Udleno: 21.06.2001

(24) Ozémeno udgleni ve Véstniku:  15,08.2001
(Véstnik ¢&. 8/2001)

(86) pcT 2islo: PCT/US96/07465

(87) PCT &islo zvetejnéni: WO 96/37199

(11) Cislo dokumentu:

288 724

(13) Druh dokumentu: B 6

Ghme.cr.:

A61K 31/136
A61P 9/10

(73) Majitel patentu:

TEVA PHARMACEUTICAL INDUSTRIES,
INC., Jerusalem, IL;

TECHNION RESEARCH AND
DEVELOPMENT FOUNDATION LTD., Haifa,
IL;

(72) Pivodce vynélezu:

Youdim Moussa B. H., Tivon, IL;
Finberg John P. M,, Tivon, IL;
Levy Ruth, Tel Aviv, IL;

Sterling Jeffrey, Jerusalem, IL;
Lerner David, Jerusalem, IL;
Yellin Haim, Ramat-Gan, IL;
Veinberd Alex, Rehovot, IL;

(74) Zastupce:

Cermak Karel Dr., Nérodni 32, Praha 1, 11000;

(54) Nazev vynalezu:

.Lé¢ivo proti mrtvici

(57)Anotace:

Predmétem feSeni je pouZiti R(+)-N-propargyl-1-
aminoindanu, jeho farmaceuticky pfijatelnych soli a rovn&z
farmaceutickych kompozic obsahujicich tento R(+)
enantiomer pro vyrobu lé¢iva uréeného pro Ié€eni mrtvice.



15

20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 288724 B6

Lécivo pro mrtvici

Oblast techni

Vynalez se tykéd oblasti selektivnich nevratnych inhibitorii enzymu, zndmého jako monmo-
aminoxidiza | (dile jen MAO), a konkrétné se tyka enantiomeru R(+)-N-propargyl-1-
aminoindanu (zde rovnéz oznadovaného jako PAI), ktery je nevratnym inhibitorem B—formy
monoaminoxidazového enzymu (déle jen MAO-B). Vynalez se rovnéz tykd farmaceutickych
kompozic obsahujicich R(+)PAI, které jsou pouZitelné zejména pro vyrobu lé¢iva uréeného pro
lé¢eni mrtvice.

Dosavadni stav techniky

Parkinsonova choroba je obecné povaZovéna za nasledek degradace pre-synaptickych
dopaminergickych neuronii v mozku s naslednym sniZzenim uvoliiovaného mnoZstvi neuro-
transmiterového dopaminu. Neodpovidajici uvolnéni dopaminu tedy zplsobuje poruchy kontroly
svalli ovladatelné vili, které jsou pfiznaéné pro Parkinsonovu chorobu.

V soudasnosti jiz existuje celd fada zplisobii 1é&eni Parkinsonovy choroby jejichz pouziti je
rozsitené, napiiklad v&etné podavani L-DOPA spoletné s dekarboxylazovym inhibitorem,
napiiklad L-carbidopou nebo benserazidem. Dekarboxylazovy inhibitor chrani molekulu
L-DOPA pred periferni dekarboxylaci a tak zajistuje, Z¢ L-DOPA je spotfebovén zbyvajicimi
dopaminergickymi neurony ve striatiu mozku. L-DOPA se konvertuje na dopamin, v disledku
¢ehoz dojde ke zvyseni hladin dopaminu v téchto neuronech. V odezvé na fyziologické impulzy
jsou tyto neurony schopny uvolfiovat vét§i mnoZstvi dopaminu pii koncentracich, které
odpovidaji normélné potiebnym hladinam. L-DOPA lé¢eni tedy zmirtiuje ptiznaky nemoci
a piispiva ke zlep3eni stavu pacienta.

Nicméné L-DOPA é&eni ma své nedostatky. Hlavnim nedostatkem je to, ze jeho GCinnost je
optimalni pouze b&éhem prvnich nékolika let lé¢eni. Po tomto obdobi se klinickd odezva snizuje
a je doprovazena nezaddoucimi vedlejimi u¢inky, mezi které patii naptiklad dyskineze, fluktuace
G&innosti v pribéhu dne (,,on—off efekt) a psychiatrické pfiznaky, napfiklad konfizni stavy,
paranoia a halucinace. Toto snizeni G¢inku L-DOPA 1éCeni je pfipisovano celé fad€ faktor
véetné prirozené progrese nemoci, alterace dopaminovych receptorii v disledku dopaminové
produkce nebo zvy3eni hladin dopaminovych metabolitd, a farmakokinetickych problémi
s L-DOPA absorpci (pfehled Youdim a kol., Progress in Medicinal Chemistry, 21, 138-167
(1984)).

Pro ptekonani nedostatki L-DOPA lé&eni byla navrZena celd fada 1é€eni, u kterych se L-DOPA
kombinuje s MAO inhibitory, které pomahaji redukovat metabolicky zlom nové vytvoteného
dopaminu (viz napfiklad Chiese, P., patent US 4 826 875 udéleny 2. kvétna 1989).

MAO existuje ve dvou forméich zndmych jako MAO-A a MAO-B, které jsou selektivni pro
rizné substraty a inhibitory. Naptiklad MAO-B G¢inn&ji metabolizuje substraty, jakym je
naptiklad 2—fenylethylamin, a je selektivné a nevratn& inhibovan (-)-deprenylem, ktery bude
popsan nize.

Nicméné je tieba uvést, Ze lé¢eni kombinujici L-DOPA s inhibitorem jak MAO-A tak MAO-B
je nezadouci, protoZe zplsobuje nezddouci vedlejsi GCinky, tykajici se zvySené hladiny
katecholaminti v prib&hu neuraxie. Kromé toho je rovnéz nezadouci kompletni inhibice MAO,
protoZe zesiluje G¢inek sympatomimetickych amin, napfiklad tyraminu, coZ vede k tak zvanému
ssyrovému efektu® (pfehled Youdim a kol., Handbook of Experimental Pharmacology, vyd.
Trendelenburg a Weiner, Springer-Verlag, 90, kap. 3 (1988)). Jak se ukédzalo, MAO-B
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piedstavuje prevladajici formu MAO v mozku. D4 se tedy piedpokladat, ze selektivni inhibitory
pro tuto formu budou piedstavovat mozné néstroje pro snizovani dopaminového rozkladu na
jedné strané a na druhé stran& prostfedek pro minimalizaci systemickych G€inki celkové MAO
inhibice.

Mnohé inhibitory MAO predstavuji chiralni molekuly. I kdyz jeden enantiomer €asto vykazuje,
pokud jde o relativni potenci vici MAO-A a MAO-B, uréitou stereoselektivitu, neni dani
enantiomerni konfigurace, pokud jde o disktriminaci mezi MAO-A a MAO-B, vidy
selektivnéj3i neZ jeho zrcadlové pfevraceny isomer. '

Tabulka I uvadi ICs, (mmol/l) enantiomernich parti propargylaminii pfi preparaci MAO v mozku
krysy. Tyto vysledky ukazuji na malé rozdily v potenci pti MAO-B inhibici mezi R a S enan-
tiomery. (B. Hazelhoff a kol., Naunyn—Schmeideberg's Arch. Pharmacol., 330, 50 (1985). Oba
enantiomery jsou selektivni pro MAO-B. Ve zpravé, kterou zvefejnil Magyar a kol. (1967), se
uvadi, ¢ R—~(-)-deprenyl je 500krat uginn&j$i nez S—(+) enantiomer, pokud jde o inhibici
oxida&ni deaminace tyraminu homogenatem mozku krysy. (K. Magyar a kol., Act. Physiol. Acad.
Sci., Hung., 32, 377 (1967)).

V homogenatu krysich jater je R-deprenyl pouze patnictkrat (¢inn&j$i nez S enantiomer.
Vysledky dalich testti farmakologické aktivity, napfiklad testu uréujiciho inhibici tyraminové
spotfeby, ukazaly diferen¢ni stereoselektivitu. S forma je v urlitych pfipadech Gginn&jsi
epimerem. (J. Knoll a K. Magyar, Advences in Biochemical Psychopharmacology, 5, 393
(1972)).

N-methyl-N-propargyl-1-aminotetralin (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 pro MAO-A. Rozdil v G¢innosti mezi 2-MPAT
enantiomery je mensi nez pétinasobek. (B. Hazelhoff a kol., tamtéZ). Enantiomery N—propargyl—
1—aminotetralinu (1-PAT) maji rovnéZz podobnou aktivitu. Nedostatkem dat v tabulce I je to, Ze
ukazuji pouze pomér struktura—aktivita mezi izolovanymi (+) nebo (—)-2-MPAT a tato data
neumoZiiuji predpovédét jeho absolutni stereochemii.

Na zikladé extenzivniho potitatového modelingu Polymeropoulos neddvno predpovédél, Ze
(R)-N-methyl-N-propargyl-1-aminoindan (R-1-MPALI) bude jako MAO-B inhibitor i¢inné;si
nez (S) forma. (E. Polymeroupoulos, Inhibitors of Monoamine Oxidase B, I. Szelenyi, vyd.
Birkhauser Verlag, str. 110 (1993)). Nicméné& popsané experimenty ukazaly, ze R-1-MPAI je
nejen o néco Uginn&j3im inhibitorem MAO-B nez S-1-MPAI, ale Ze je dokonce i¢inn&jSim
inhibitorem MAO-A. Jak selektivita mezi MAO-A a -B, tak relativni G¢innost R a S epimerti
jsou nizké. V rozporu s ofekdvanimi, vyplyvajicimi ze znamého stavu techniky, je 1-MPAI
pouzitelny jako farmaceutické ¢inidlo.

Ni%e uvedené idaje ukazuji, Zze vysokou selektivitu pro MAO jednoho enantiomeru oproti
druhému enantiomeru nelze predpovédét. Struktura MAO aktivnich mist neni natolik zndma4, aby
umoznila predpovédat relativni (&innost nebo selektivitu libovolné dané slouceniny nebo paru
jejich enantiomerui.

Mozkova mrtvice zaujima, pokud jde o potet umrti, v zemich s rozvinutou ekonomikou treti
misto. Osoby, které mozkovou mrtvici pfeZiji, ¢asto trpi neurologickou a motorickou
nezpisobilosti. V&tiina CNS mrtvic je povaZovana za lokalizovanou tkafiovou anemii, k niz
dochazi v disledku nepriichodnosti arterialniho krevniho fecisté, ktera je pficinou vzniku deficitu
kysliku a glukézy. Okluze stfedni cerebrélni arterie u krys (MCAO) je béZnym experimentalnim
postupem, kterym se simuluje mrtvice u lidi. Pfedpoklada se, Ze neurologicka léze, zpisobena
proximalni okluzi této arterie u krysy, odpovida fokalnimu cerebalnimu infarktu u lidi (Yamori
akol., 1976). Tato shoda se zaklad4 na podobnostech mezi krinialnim ob&hem téchto dvou druhi.
Dal3i zvifeci modely mrtvice popsal Stefanovich (1983).
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Histologické zmény, popsané Tamurou a kol. (1981), ktery prvni zavedl MCAO postup, byly
zpravidla patrné v kiife frontalni (100 %), senzimotorické (75 %) a sluchové (75 %) oblasti
av men3i mife vkife okcipitalniho laloku (25 %). Kromé& toho bylo po3kozeni pozorovéano
v lateralnim segmentu ocasatého jadra (100 %) a pouze v proménlivé mife v jeho mediélni Césti
(38 %). U MCAO zivogichi byla soutasné zaznamenana nasledujici onemocnéni: neurologické
deficity (Menzies a kol., 1992), poruchy védomi (Yamamoto a kol., 1988), mozkovy edém
(Young a kol., 1993; Matsui a kol., 1993; Saur a kol., 1993), sniZeni cerebralniho proudéni krve
(Teasdale a kol., 1989). Kterékoliv z t&chto onemocnéni by mohlo indikovat zavaznost a rozsah
poskozeni mozku, které nasleduje po MCAO u krys. Na zikladé vy3e uvedeného je mozné
uéinnou latku, s potencidlem omezit nebo zcela zlikvidovat dané onemocnéni, povazovat za
kandidata pro 1é&¢eni mrtvice u lidi.

Tabulka IA

ICs; (mmol/l) DATA PRO INHIBICI PROPARGYLAMINU MAO V MOZKU KRYSY

sloudenina| REF | EPIMER INHIBICE RELATIVNI SCHOPNOST
A B A/B +/—
A B
+ 140 16 3,8
2-MPAI a 3 0,2
- 46 88 0,5
R/S
S 3600 16 120
DEPREN a 80 2,6
YL :
R 450 6 75
S 70 50 1,4
1-MPAI 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. Evropska patentova ptihlaska 436 492 A2, publikovana 10. ¢ervna 1991
c. autofi vynalezu

Selektivni MAO-B inhibitor, (-)deprenyl, byl podrobn&ji studovan a pouzit jako MAO-B
inhibitor pro posileni L-DOPA légeni. LéZeni pomoci (—)—deprenylu je zpravidla pfiznivé
a nezpiisobuje pfi davkach, které zpdsobuji v podstaté Gplnou inhibici MAO-B, tak zvany
Lsyrovy efekt“. (Elsworth a kol., Psychopharmacology, 57, 33 (1978)). Kromé& toho pfidani
(-)-deprenylu do kombinace L-DOPA a dekarboxylazového inhibitoru, podaného pacientiim
trpicim Parkinsonovou chorobou, vede k uréitym zlepSenim, pokud jde o akinezi a celkovou
funkéni kapacitu, a rovnéz se tim eliminuji fluktuace ,on—off typu (pfehled Birkmayer
& Riederer v ,Parkinson’s Disease®, Springer—Verlag, str. 138-149 (1983)). (-)-Deprenyl tedy
(a) zvy$uje a prodiuzuje Geinek L-DOPA a (b) nezvy3uje nezadouci (i€¢inky L-DOPA lé¢eni.

Nicméné ani samotny (-)—deprenyl neni bez vlastnich nezadoucich vedlejSich G¢inkd. Mezi tyto
nezadouci vedlejsi idinky pati napriklad existujici Zalude¢ni viedy a ptipadné hypertenzni
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piihody. Kromé toho je (-)-deprenyl amfetaminovym derivitem a je metabolizovan na
amfetamin a metamfetaminy, coZ jsou latky, které mohou zpisobovat nezadouci vedlejsi aeinky,
naptiklad zvyenou srde¢ni 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. 3143 (1981)).

Byly popsany i dalsi slougeniny, které pfedstavuji selektivni nevratné inhibitory MAO-B ale
které jsou prosté nezadoucich ginki spojovanych s (—)-deprenylem. Jedna takova sloucenina,
konkrétné N—propagyl-1-aminoindan. HCI (racemicky PAL.HCI), je popséna v patentu GB 1003
686 a patentu GB 1 037 014 a v patentu US 3 513 244, udéleném 19. kvétna 1970. Racemicky
PALHCI je G&innym selektivnim nevratnym inhibitorem MAO-B, nemetabolizuje se na
amfetaminy a nezvySuje nezadouci sympatomimetické GCinky.

Pii srovnavacich testech na zvitatech se ukézalo, Ze racemicky PAI ma mnoho vyhod oproti
(-)deprenylu. Racemicky PAI napfiklad nezpiisobuje podstatn&j3i tachykardii, nezvySuje krevni
tlak (i¢inky, k nimz dochézi pfi dévkach (—)—deprenylu 5 mg/kg) a pfi davkéch niZz8ich nebo
rovnych 5 mg/kg nezplisobuje kontrakci mzurky nebo zvy3eni srde¢ni rychlosti (coZ jsou vedlejsi
aginky) (-)—deprenylu, podévaného v dévkach vyssich nez 0,5 mg/kg). Kromé toho racemicky
PALHC! nezesiluje kardiovaskularni ainky tyraminu (Finberg a kol. v ,,Enzymes a Neurotrans-
mitters in Mental Disease®, str. 205-219 (1980), Usdin a kol., ed. Wiley, New York; Finberg
akol. (1981) v ,Monoamine Oxidase Inhibitors — The State of the Art“, tamtéz; F inberg and
Youdim, British Journal Pharmacol., 85, 451 (1985)).

Jednim z cili vynalezu bylo separovat racemické PAI slougeniny a ziskat enantiomer s MAO-B
inhibi¢ni aktivitou, ktera by byla prosta veskerych nezadoucich vedlej§ich Gginkii, spojovanych
s druhym enantiomerem.

Vzhledem k tomu, Ze deprenyl ma podobnou strukturu jako PAI a vzhledem k tomu, Ze je znamo,
e (~)-enantiomer deprenylu, tj. (-)-deprenyl, je farmaceuticky podstatn€é Gcinn€jSi neZ
(+)-enantiomer, dalo by se olekavat, ze (-)-enantiomer PAI bude uinngj3im MAO-B
inhibitorem.

Nicméné v rozporu stimto ofekdvanim se po rezoluci enantiomerd ukazalo, Ze (+)-PAI
enantiomer je ve skute&nosti aktivnim MAO-B inhibitorem, zatimco (-)-enantiomer vykazuje
extrémné nizkou MAO-B inhibi¢ni aktivitu. Krom& toho méa (+)-PAI enantiomer rovnéz
prekvapivé vy3si stupeil selektivity pro MAO-B inhibici nez jeho odpovidajici racemickéa forma
a pii léceni ozna¢enych chorob by tedy mél zpiisobovat méné nezadoucich vedlejsich u¢inkl nez
racemicka smés. K témto zjist&nim se dosp&lo pomoci in vitro a in vivo experimenti, které budou
podrobnéji popsany nize.

Nasledng se ukazalo, 7e (+)-PAI ma R absolutni konfiguraci. Vzhledem k oCekavané strukturni
podobnosti (+)-PAI analogie mezi deprenylem a amfetaminy bylo toto zjisténi rovnéz
piekvapivé.

Za poviimnuti rovnéz stoji vysoky stupeii stereoselektivity farmakologické aktivity mezi R(+)-
PAI a S(-) enantiorem, ktery bude diskutovan nize. R(+)-PAI je pfi MAO-B inhibici témér
o&tyfi fady aktivngjsi nez S(-) enantiomer. Tento pomér je podstatné vy3si neZ pomér
pozorovany mezi dvéma deprenylovymi enantiomery (Knoll a Magyar, Adyv. Biochem. Psycho-
pharmacol., 5, 393 (1972); Magyar a kol., Acta Physiol. Acad. Sci. Hung., 32, 377 (1967)).
Kromé toho pfi urtitych fyziologickych testech se zjistilo, Ze (+)-deprenyl mé stejnou nebo vyssi
aktivitu nez (-) enantiomer (Tekes a kol., Pol. J. Pharmacol. Pharm., 40, 653 (1988)).

MPAI je schopnéjsim inhibitorem MAO aktivity, ale s niZ3i selektivitou pro MAO-B nez MAO-
A (Tipon a kol., Biochem. Pharmacol., 31, 1250 (1982)). To, Ze pfi pozorovani MPAI byl
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ptekvapivé zjistén nizky stupefi diference v relativnich aktivitdch dvou rozlidenych enantiomert,
jedt& dale zvyraznilo chovani R(+)PAI (viz tabulka 1B).

Vynélez rovn&z poskytuje zplisoby pouZiti samotného farmaceuticky u¢inného PAl-enantiomeru
(L-DOPA) pfi légeni Parkinsonovy choroby, poruch paméti, demence, deprese, hyperaktivniho
syndromu, afekce, neurodegenerativnich chorob, neurotoxickych poranéni, mrtvice, mozkové
ischemie, traumatického poranéni hlavy, traumatického poranéni michy, neurotraumatu,
schizofrenie, poruch pozornosti, sklerézy multiplex a abstinen¢nich pfiznakd (viz pfehled
Youdim a kol., Handbook of Experimental Pharmacology, Trendelenburg a Weiner, Springer—
Verlag, vyd. 90/1, kap. 3 (1988)).

Vynalez dale poskytuje zpiisob pouZiti samotného farmaceutiky t¢inného PAl-enantiomeru pro
1é¢eni Parkinsonovy choroby. Vynélez rovnéZ poskytuje farmaceutické kompozice obsahujici
R(+)PAI a synergicka &inidla, napfiklad Levodopu. Pouziti téchto ¢inidel se studovalo s ohledem
na (-)-deprenyl, ktery, jak se ukazalo, byl u¢inny, pokud se podéval samotny pacientiim v raném
stadiu Parkinsonovy choroby a mél synergicky ucinek u pacientl, pokud se podaval spole¢né
s a—tokoferolem, derivatem vitaminu E (Parkinsons’s Study group, New England J. Med.,
321(20), 13641371 (1989)).

Kromé své vyuzitelnosti pii 1éZeni Parkinsonovy choroby se rovnéZ ukazalo, ze (-)—deprenyl je
uzitedny pti lé¢eni pacientd trpicich demenci Alzheimerova typu (DAT) (Tariot a kol,
Psychopharmacology, 91, 489-495 (1987)) a pfi léteni deprese (Mendelewicz a Youdim, Brit. J.
Psychiat. 142, 508-511 (1983)). Ukazalo se, ze R(+)PAI sloucenina podle vynalezu, a zejména
jeji mesylatova sal, obnovuji pamét. R(+)PAI ma tedy potencial pro lé€eni poruch paméti,
demence, zejména Alzheimerova typu, a hyperaktivniho syndromu u déti.

Cilem vynalezu je rovnéZ poskytnuti vysoce stabilnich soli R(+)PAI s vynikajicimi
farmaceutickymi vlastnostmi. Mesylatova sil je zvIast€ stabilni, vykazuje neoekavané vetsi
selektivitu a vykazuje podstatné méné vedlejsich u&inki nez vykazuji odpovidajici racemické
soli.

Podstata vynélezu

Vynilez tedy poskytuje R(+)-N~propargyl-1-aminoindan majici strukturu:

Vynélez rovn& poskytuje farmaceuticky pfijatelnou siil R(+)-N-propargyl-1-aminoindanu.

Vynalez dale poskytuje farmaceutickou kompozici kterd obsahuje terapeuticky @¢inné mnoZstvi
R(+)-N-propargyl-1-aminoindanu nebo jeho farmaceuticky pfijatelné soli a farmaceuticky
pfijatelny nosi<.
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Vynalez dale poskytuje zpiisob 1é¢eni subjektu, trpiciho Parkinsonovou chorobou, ktery zahrnuje
podéni mnozstvi R(+)-N-propargyl-1-aminoindanu nebo jeho farmaceuticky pfijatelné soli,
a&inného pro léteni Parkinsonovy choroby, subjektu trpicimu touto chorobou.

Vynalez dale popisuje zpiisob 1égeni subjektu trpiciho poruchou paméti, ktery spodiva v podani
mnozstvi R(+)-N-propargyl-1-aminoindanu nebo jeho farmaceuticky pfijatelné soli, Gi¢inného
pro 1é¢eni poruchy paméti subjektu, danému subjektu.

Vynélez dale poskytuje zpiisob 1é¢eni subjektu trpiciho demenci, ktery zahrnuje podani mnozstvi
R(+)-N-propargyl-1-aminoindanu nebo jeho farmaceuticky pfijatelné soli, uinného pro léCeni
demence, subjektu trpicimu touto chorobou. U jednoho provedeni se demenci rozumi demence
Alzheimerova typu (DAT).

Vynalez dale poskytuje zpiisob 1é&eni subjektu trpiciho depresi, ktery zahrnuje podani mnozstvi
R(+)-N-propargyl-1-aminoindanu nebo jeho farmaceuticky pfijatelné soli, a¢inného pro léceni
deprese, subjektu trpicimu touto chorobou.

Vynalez dale poskytuje zpisob léeni subjektu trpictho hyperaktivnim syndromem, ktery
zahrnuje podéni mnozstvi R(+)-N—propargyl-1-aminoindanu nebo jeho farmaceuticky piijatelné
soli, a&inného pro 1é¢eni hyperaktivniho syndromu, subjektu trpicimu touto chorobou.

Vynélez dale poskytuje zplisob 1é€eni subjektu trpiciho afektivni nemoci, ktery zahrnuje podani
mnozstvi R(+)-N—propargyl-1-aminoindanu nebo jeho farmaceuticky ptijatelné soli, Geinn¢ho
pro lééeni afektivni nemoci, subjektu trpicimu touto chorobou.

Vynalez dale poskytuje zpiisob léZeni subjektu trpiciho neurodegenerativni nemoci, ktery
zahmuje podani mnozstvi R(+)-N-propargyl-1-aminoindanu nebo jeho farmaceuticky pfijatelné
soli, G&inného pro 1é&eni neurodegenerativni nemoci, subjektu trpicimu touto chorobou.

Vynélez dale poskytuje zplisob 1éZeni subjektu trpiciho neurotoxickym poskozenim, ktery
zahrnuje podani mnoZstvi R(+)-N—propargyl-1-aminoindanu nebo jeho farmaceuticky ptijatelné
soli, i¢inného pro 1éteni neurotoxického poskozeni, subjektu trpicimu touto chorobou.

Vynalez dale poskytuje zpiisob léceni subjektu trpiciho mozkovou ischemii, ktery zahrnuje
podani mnozstvi R(+)-N—-propargyl-1-aminoindanu nebo jeho farmaceuticky pfijatelné soli,
a&inného pro lé¢eni mozkové ischemie, subjektu trpicimu touto chorobou.

Vynalez déle poskytuje zpiisob lé¢eni subjektu trpiciho traumatickym poskozenim hlavy, ktery
zahrnuje podéni mnoZstvi R(+)-N-propargyl-1-aminoindanu nebo jeho farmaceuticky pfijatelné
soli, Gi&inného pro 1éeni traumatického poskozeni hlavy, subjektu trpicimu timto poskozenim.

Vynalez dale poskytuje zpiisob léceni subjektu trpiciho traumatickym poskozenim michy, ktery
zahrnuje podani mnoZstvi R(+)-N-propargyl-1-aminoindanu nebo jeho farmaceuticky pfijatelné
soli, G&inného pro lé¢eni traumatického poskozeni michy, subjektu trpicimu timto poskozenim.

Vynélez dale poskytuje zplisob 1é&eni subjektu trpiciho schizofrenii, ktery zahrnuje podani
mnozstvi R(+)-N—propargyl-1-aminoindanu nebo jeho farmaceuticky pfijatelné soli, acinného
pro lé&eni schizofrenie, subjektu trpicimu touto chorobou.

Vynilez dile poskytuje zpiisob lé¢eni subjektu trpiciho ochabnutim pozornosti, ktery zahrnuje
podani mnozstvi R(+)-N-propargyl-1-aminoindanu nebo jeho farmaceuticky pfijatelné soli,
a&inného pro 1é&eni ochabnuti pozornosti, subjektu trpicimu touto chorobou.
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Vynélez dale poskytuje zplsob lé&eni subjektu trpiciho sklerézou multiplex, ktery zahrnuje
podani mnozstvi R(+)-N-propargyl-1-aminoindanu nebo jeho farmaceuticky pfijatelné soli,
a¢inného pro 1é&eni sklerdzy multiplex, subjektu trpicimu touto chorobou.

Vynalez dile poskytuje zplsob prevence nervovych poruch u subjektu, ktery zahrnuje podani
mnozstvi R(+)-N-propargyl-I1—-aminoindanu nebo jeho farmaceuticky ptijatelné soli, u¢inného
pro prevenci nervového poskozeni, subjektu.

Vynilez dale poskytuje zplsob lé¢eni drogové zavislého subjektu trpiciho abstinencnimi
priznaky, ktery zahrnuje podani mnoZstvi R(+)-N-propargyl-l-aminoindanu nebo jeho
farmaceuticky pfijatelné soli, G¢inného pro 1é&eni abstinenénich pfiznaki, subjektu trpicimu
témito priznaky.

Vynalez dale poskytuje zplsob ptipravy R(+)-N-propargyl-1-aminoindanu, ktery zahrnuje
uvedeni R(-)-aminoindanu v piitomnosti organické nebo anorganické baze do kontaktu
s propargylbromidem nebo propargylchloridem za vzniku R(+)-N-propargyl-1-aminoindanu
a izolaci takto vzniklého R(+)-N-propargyl-1-aminoindanu.

Predmétem vynilezu je dale zplsob pfipravy racemického N—propargyl-1-aminoindanu, ktery
zahrnuje uvedeni racemického 1-aminoindanu v pfitomnosti organické nebo anorganické baze do
kontaktu s propargylbromidem nebo propargylchloridem za vzniku racemického N—propargyl-1-
aminoindanu a izolaci takto vzniklého racemického N~propargyl-1-aminoindanu.

Cilem vynalezu je kone¢né zpuisob pfipravy R(+)-N—propargyl-1-aminoindanové soli, ktery
zahrnuje uvedeni racemického N—propargyl-1-aminoindanu do styku s opticky aktivni kyselinou
za vzniku dvou diastereomernich N—propargyl-1-aminoindanovych soli a izolaci R(+)-N-
propargyl-1-aminoindanové soli ztakto vzniklych diastereomernich N—propargyl-1-amino-
indanovych soli.

Struény popis obrazki

Obr. 1 graficky znézoriiuje vysledky testu provadéného v piikladu 22, ktery se zaméfuje na
stanoveni MAO-A inhibi¢ni aktivity in vitro.

Obr. 2 graficky znazoriiuje vysledky testu provadéného v piikladu 22, ktery se zaméfuje na
stanoveni MAO-B inhibiéni aktivity in vitro.

Obr. 3 graficky znazoriiuje vysledky testu provadéného v pfikladu 22, ktery se zaméfuje na
stanoveni MAO aktivity v lidské kortikélni tkani.

Obr. 4 graficky znazorfiuje vysledky testu provadéného v pfikladu 23, ktery analyzuje akutni
inhibici (i.p.) MAO-A v mozku.

Obr. 5 graficky znazorfiuje vysledky testu provadéného v piikladu 23, ktery analyzuje akutni
inhibici (i.p.) MAO-B v mozku.

Obr. 6 graficky znazortiuje vysledky testu provadéného v piikladu 23, ktery analyzuje akutni
inhibici (i.p.) MAO-A v jatrech.

Obr. 7 graficky znézorfiuje vysledky testu provadéného v piikladu 23, ktery analyzuje akutni
inhibici (i.p.) MAO-B v jatrech.

Obr. 8 graficky znazorfiuje vysledky testu provadéného v ptikladu 23, ktery analyzuje akutni
inhibici (per os) MAO-A v mozku.
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Obr. 9 graficky znazoriiuje vysledky testu provadéného v ptikladu 23, ktery analyzuje akutni
inhibici (per os) MAO-B v mozku.

Obr. 10 graficky znazoriiuje vysledky testu provadéného v piikladu 23, ktery analyzuje akutni
inhibici (per os) MAO-A v jatrech.

Obr. 11 graficky znazoriiuje vysledky testu provadéného v pfikladu 23, ktery analyzuje akutni
inhibici (per os) MAO-B v jatrech.

Obr. 12 graficky zndzoriiuje vysledky testu provadéného v piikladu 24, ktery analyzuje
chronickou inhibici MAO-A v mozku.

Obr. 13 graficky znazoriuje vysledky testu provadéného v piikladu 24, ktery analyzuje
chronickou inhibici MAO-B v mozku.

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

Obr. 15 graficky znazoriuje vysledky testu provadéného v piikladu 24, ktery analyzuje
chronickou inhibici MAO-B v jatrech.

Obr. 16 graficky znazoriuje vysledky testu provadéného v prikladu 25, ktery analyzuje MAO-B
aktivitu v krysim mozku jako &asovou funkci po i.p. podani R(+)PAL

Obr. 17 graficky znazoriiuje vysledky testu provadéného v ptikladu 32, které ukazuji obnovu
normokineze u mysi, kterym byly podany testované G&inné latky i.p. v naznadenych davkach.
0 2 hodiny pozdgji jim byl aplikovan haloperidol. Kinetické vysledky se ode€etly 3 hodiny po
podani heloperidolu. Tyto vysledky odpovidaji schopnosti pohybovat se horizontalng podél tyce,
schopnosti slézt vertikalng ty¢ oblicejem dolti a zkraceni katalepsie. PFi absenci haloperidolu bylo
maximalng dosazeno vysledku 12, zatimco pfi pouZiti samotného haloperidolu se dosahlo
vysledku 6,6+0,03. Statistickd hodnota se vypoletla podle Studentova ,,t* testu: * p < 0,05; **
<0,01; *** p < 0,001, vztazeno k hodnotim ziskanym pfi aplikaci samotného haloperidolu.
Vysledky (R)-PAI se zna¢ng lisi od vysledki dosazenych pfi aplikaci racemického PAI v davce
5 mg/kg (p<0,05), 10 mg/kg (p<0,01) a 15 mg/kg (p<0,05) (n=5,6). Uvedena davka je politana
pro volnou bazi PAI (a nikoliv pro mesylatovou sil).

Obr. 18 graficky znazoriiuje vysledky testu provadéného v ptikladu 32, které ukazuji obnovu
motorické aktivity u my3i o3etfenych o—methyl-p-tyrosinem pfi 100 mg/kg i.p. Krysam se
aplikovala testovana latka i.p. v naznaenych davkach. O dvé hodiny pozdgji jim byl aplikovan
o—Mpt a bezprostredn& po jeho aplikaci se my3i umistily do kleci. Celkova motoricka aktivita se
zaznamendvala v prabéhu deseti hodin. Kontrolni krysy, oSetfené fyziologickym roztokem,
dosahovaly vysledku 15 862+1424. P¥i aplikaci samotného o-Mpt dosahovaly my3i vysledku
8 108+810. Statisticka hodnota se vypoletla podle Studentova ,,t* testu: * p < 0,05; ** < 0,01,
**% p < 0,001, vztazeno k hodnotdm ziskanym pfi aplikaci samotného o—MpT. Vysledky
(R)-PAI se zna¢né li8i od vysledkii dosaZenych pfi aplikaci racemického PAI v davce 2 mg/kg
(p<0,01) (n=6). Uveden4 davka je potitana pro volnou bazi PAI a nikoliv pro mesylatovou sil.

Obr. 19 graficky znazoriiuje NADH odezvu na dvouminutovou anoxii, méfenou 30 minut po
{irazu a nasledné v plilhodinovych intervalech.

Obr. 20 graficky znazoriiuje hodnoceni ischemické mozkové léze pomoci meficiho pfistroje MRI
T2-scan 48 hodin po osetieni krys MCAO-O a [R](+)PAI mesylatem. Stfedni cerebralni arterie
se chirurgicky uzaviela zpiisobem popsanym v piikladu 38. [R](+)PAI mesylat se podaval
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nasledujicim zpGsobem: 1,0 mg/kg ip bezprostfedné po chirurgickém zakroku; 0,5 mg/kg ip dvé
hodiny po chirurgickém zakroku; 1,0 mg/kg ip 24 hodin po chirurgickém zakroku. Rozsah
infarktu (mm®) se ur&il pomoci MRI 48 hodin po zakroku.

Obr. 21 graficky znazoriiuje neurologické hodnoceni krys Wistar, které se podrobily légeni
MCA-PO a [R](+)PAI mesylatem. Stfedni cerebralni arterie se chirurgicky uzaviela a [R](+)PAI
mesylat se podaval zpiisobem popsanym v souvislosti s obrazkem 20. 24 hodin po chirurgickém
zakroku se zptisobem popsanym v pfikladu 38 ziskaly neurologické vysledky.

Vynélez tedy poskytuje R(+)-N-propargyl-1-aminoindan obecného vzorce:

Jak demonstruji nize uvedené experimentalni pfiklady, R(+)PAI je témé&f 7 000krat aCinnéjsi
v roli inhibitoru MAO-B nez S(-)PAI. Z pohledu znamych MAO-B inhibitora, které vykazuji
nizkou selektivitu mezi MAO-A a MAO-B a které nevykazuji pfedpokladané trendy, pokud jde
o G¢innost jako funkci R a S konfigurace, je selektivita R(+)PAI neo¢ekavana. '

R(+)PALI Ize ziskat optickou rezoluci racemickych smési R— a S—enantiomer PAL Tuto rezoluci
Ize realizovat libovolnou bé&znou rezolu&ni metodou, ktera je odbornikim v daném oboru znama,
naptiklad metodou, kterou popsal J. Jacques, A. Collet a S. Wilen v , Enantiomers, Racemates
and Resolutions®, Wiley, New York (1981). Rezoluci lze provadét napiiklad preparativni
chromatografii na chirdlni kolon&. Daldim pfikladem vhodné rezolu¢ni metody je piiprava
diastereomernich soli s chiralni kyselinou, napfiklad kyselinou vinnou, kyselinou maleinovou,
kyselinou mandlovou nebo N-acetylovymi derivaty aminokyselin, napfiklad N-acetylleucinem,
a naslednou rekrystalizaci, jejimz cilem je izolace diastereomerni soli poZadovaného
R enantiomeru.

Racemickou smés R a Senantiomeri PAI lze pkipravit napiiklad zpisobem popsanym
v patentu gB 1 003 676 a patentu gB 1 037 014. Racemickou smés PAI Ize rovnéZ pfipravit
uvedenim 1—chloroindanu do reakce s propargylaminem. Alternativné Ize tento racemat pfipravit
uvedenim propargylaminu do reakce s 1-indanonem za vzniku odpovidajiciho iminu a naslednou
redukci C=N dvojné vazby iminu vhodnym ¢&inidlem, naptiklad borohydridem sodnym.

R enantiomer PAI Ize podle vynélezu rovnéz pripravit pfimo z opticky aktivniho R enantiomeru
l-aminoindanu reakci s propargylbromidem nebo propargylchloridem v pfitomnosti organické
nebo anorganické baze a pFipadné v ptitomnosti vhodného rozpoustédia.

Vhodnou organickou nebo anorganickou bazi pro vySe zmin€nou reakci miiZze byt naptiklad
triethylamin, pyridin, uhligitany alkalickych kovii a hydrogenuhli¢itany. Pokud se rekce provadi
v ptitomnosti rozpoustédla, potom by se toto rozpoustédlo mélo zvolit naptiklad z toluenu,
methylanu, chloridu a acetonitrilu. Jednim zpiisobem pfipravy R(+)PAI je uvedeni R—1-amino-
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indanu do reakce s propargylchloridem za pouziti hydrogenuhli¢itanu draselného jako baze
a acetonitrilu jako rozpoustédla.

Vy3e popsana reakce l-aminoindanu zpravidla poskytuje smés nezreagovaného primarniho
aminu, pozadovaného sekunddmiho aminu a tercidlniho aminu N,N-bis—propargylamino—
produktu. PoZadovany sekundérni amin, t. N-propargyl-1-aminoindan, lze ze ziskané smési
separovat b&znou separa&ni metodou, naptiklad pomoci chromatografie, destilace a selektivni
extrakce.

R-1-aminoindanovy vychozi material lze pfipravit v oboru zndmymi zpisoby, které zahrnuji
napfiklad zpisob popsany Lawsonem a Raoem, Biochemistry, 19, 2133 (1980), zplsoby citované
v dokumentech, které jsou jmenovany v kapitole ,,Dosavadni stav techniky“ a zpisob popsany
v Evropském patentu &. 234,590.

R-l-aminoindan lze rovnéz pipravit rezoluci racemické smési R a S enantiomerd, ktera
zahrnuje napfiklad pripravu diastereomernich soli s chirdlnimi kyselinami nebo n&kterou dalsi
znamou metodou, naptiklad metodou, kterou popsal J. Jacques a kol., tamtéZ. Alternativng lze
R-1-aminoindan pfipravit uvedenim l-indanonu do reakce s opticky aktivnim aminem
a naslednou redukci dvojné vazby mezi uhlikem a dusikem ve vysledném iminu hydrogenaci nad
vhodnym katalyzatorem, naptiklad nad palddiem na uhliku, oxidem platiny nebo Raneyovym
niklem. Vhodné optické aktivni aminy zahrnuji naptiklad jeden ze dvou antipodit fenethylaminu
nebo ester aminokyseliny, naptiklad valinu nebo fenylalaninu. Benzylickou N-C vazbu lze
nasledné rozstépit hydrogenaci za neboutlivych podminek.

Daldim zpisobem pFipravy R-l-aminoindanu je hydrogenace vyse popsanych indan-1-
onoximetherts, ve kterych alkylova &ast etheru obsahuje opticky Cisty chirdlni stfed. Alternativné
Ize nechirdlni derivaty indan—l1-onu obsahujici dvojnou vazbu mezi uhlikem a dusikem,
napiiklad imin nebo oxim, redukovat chirdlnim redukénim &inidlem, napf. komplexem
tetrahydridohlinitanu lithného a efedrinu.

Pfedmétem vynalezu je dale poskytnout farmaceuticky ptijatelnou sil R(+)-N-propargyl-1-
aminoindanu.

Farmaceuticky pfijatelna sl podle vynalezu naptiklad zahrnuje mesylat, maleinat, fumarat,
vinan, hydrochlorid, hydrobromid, esylat, p—toluensulfonat, benzoét, acetat, fosfat a sulfatové
soli.

U jednoho provedeni se sil zvolila ze skupiny tvofené mesylatovou soli R(+)-N-propargyl-1-
aminoindanu, esylatovou soli R(+)-N-propargyl-l1-aminoindanu a sulfétovou sil R(+)-N-
propargyl—1-aminoindanu.

Jak demonstruji nize uvedené experimentalni ptiklady, mesylatova sul je vysoce stabilni viidi
tepelné degradaci a vykazuje oproti racemicke smési neoéekdvané dobrou selektivitu pro
MAO-B.

Pro pripravu farmaceuticky pfijatelnych kyselinovych adi€nich soli slougeniny R(+)PAI lze uvést
volnou bazi konvenénimi metodami do reakce spozadovanymi kyselinami v pfitomnosti
vhodného rozpoustédla. Podobné Ize kyselinovou adiéni siil pfevést zndmymi postupy na volnou
bazickou formu.

Vyhodny zpiisob pripravy mesylatové formy (R)-PAI zahrnuje: (a) adici vodného roztoku
15% hydroxidu sodného do roztoku propargylbenzensulfonatu (nebo tosylatu nebo mesylitu)
v toluenu; (b) michani po dobu 5 hodin; (c) pfidani dal$iho toluenu a vody; (d) separovani
a promyti organické faze 10% hydroxidem sodnym a nésledné nafedéni vodou; (e) nastaveni
pH hodnoty smési na 3,2 pridanim 10% vodného roztoku kyseliny sirové; (f) separovani vodné
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faze a nastaveni pH na 7,3 10% vodnym roztokem hydroxidu sodného; (g) troji extrahovani
toluenem za udrzovéni konstantni pH hodnoty; (h) zahusténi sloucenych organickych vrstev ve
vakuu za vzniku Zlutého oleje; (i) rozpusténi oleje a kyseliny L—vinné v isopropanolu; (j) zahrati
na refluxni teplotu a udrzovani pfi této teploté po dobu jedné hodiny; (k) ochlazeni na pokojovou
teplotu a izolace sraZeniny filtraci; (1) rekrystalizace surového dipropargylaminoindanvinanu ze
smé&si methanolu a isopropanolu (1:1) za vzniku di(R(+)-N-propargyl-1-aminoindan)vinanu;
(m) rozpusténi vinanu a methansulfonové kyseliny v isopropanolu a tficetiminutové ohfivani pfi
refluxni teploté; a (n) ochlazeni na pokojovou teplotu a sebrani vysrazeného R(+)-N-propargyl-
l-aminoindanu.

Vynalez dale poskytuje farmaceutickou kompozici, ktera obsahuje terapeuticky (¢inné mnoZstvi
R(+)-N-propargyl-1-aminoindanu nebo jeho farmaceuticky pfijatelné soli a farmaceuticky
prijatelny nosié. ,, Terapeuticky 0¢inné mnozstvi“ R(+)-N-propargyl-1-aminoindanu nebo jeho
farmaceuticky piijatelné soli lze urdit b&znymi postupy, které jsou odbornikim v daném oboru
znamy.

Pro uvedené kompozice lze naptiklad pouzit nasledujici soli. Hydrochlorid, fosfat, maleinat,
fumarat, vinan, mesylat, esylat a sulfatové soli.

Tyto kompozice lze pripravit jako lé¢iva urlend pro ordlni, parenteralni, rektilni nebo
transdermalni podani.

U jednoho provedeni je farmaceuticky pfijatelnym nosi¢em pevna litka a farmaceuticka
kompozice mé formu tablet. Terapeuticky i¢innym mnozstvim maze byt mnoZstvi pohybujici se
ptiblizné od 0,1 mg do 100 mg. Farmaceuticky G¢innym mnoZstvim miize byt rovnéz priblizné
1 mg az 10 mg ucinné latky.

Vhodnymi formami pro oralni podéni jsou napfiklad tablety, lisované nebo potazené pilulky,
drazé, oplatky, tvrdé a m&kké Zelatinové kapsle, podjazykové tablety, sirupy a suspenze.

U alternativniho provedeni je farmaceuticky pfijatelnym nosiem kapalina a farmaceuticka
kompozice ma formu injektovatelného roztoku. Terapeuticky G¢innym mnozstvim miZe byt
mnoZstvi pohybujici se pfiblizné od 0,1 mg/ml do 100 mg/ml. Terapeuticky G¢innym mnoZstvim
miize byt rovnéz ptiblizné 1 mg/ml az 10 mg/ml mg @inné latky. U jednoho provedeni je
podanou davkou mnoZstvi pohybujici se v rozmezi od 0,5 ml do 1,0 ml.

U dalsiho alternativniho provedeni je nosi¢em gel a farmaceuticka kompozice ma formu Eipku.

Pro parenteralni podani vynilez poskytuje ampule nebo lahvigky, které obsahuji vodny nebo
bezvody roztok nebo emulzi. Farmaceutickd kompozice podle vynélezu, uréend pro rektalni
podani, ma formu &ipki s hydrofilnim nebo hydrofobnim vehikulem. Pro topickou aplikaci je
urdena farmaceuticka formulace podle vynélezu, kterda ma formu masti a transdermélni dopravu
zajistuji vhodné dopravni systémy, které jsou v daném oboru znimy.

U vyhodného provedeni je farmaceuticky ptijatelnou soli mesylatova sul.

Tyto kompozice lze pro 1é&eni vy3e jmenovanych chorob pouzit samotné nebo alternativng, jako
v ptipadé Parkinsonovy choroby, mohou byt pouzity napiiklad jako pfidavny prostfedek pfi
konvenénich L-DOPA terapiich.

Vyhodné davky a&inné slozky, tj. R-PAIL, ve vySe zminénych kompozicich lezi v nasledujicich
rozmezich. V ptipadé oralnich formulaci nebo &ipki Ize denné brat 0,1 do 100 mg GCinné latky
na davkovou jednotku a vyhodnd 1 a? 10mg na davkovou jednotku denné. V piipadé
injektovatelnych formulaci 0,1 az 100 mg/ml na davkovou jednotku denn& a vyhodn& 1 aZ
10 mg/m! na davkovou jednotku denné.
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U jednoho provedeni farmaceutickd kompozice dile zahmuje terapeuticky @Cinné mnozstvi
Levodopy. U dalsiho provedeni farmaceutickd kompozice dale zahruje €inné mnozstvi
dekarboxylazového inhibitoru.

Mnozstvi dekarboxyldzového inhibitoru, podaného v kombinaci s (R)-PAI nebo jeho
farmaceuticky ptijatelnou soli, je mnozstvi i&inné pro zajidténi spotieby L-DOPA subjektem.

Dekarboxylovym inhibitorem maZe byt L-Carbidopa. U jednoho provedeni je. terapeuticky
adinnym mnozstvim R(+)-N-propargyl-1-aminoindanu pfiblizné 0,1 mg az 100 mg,
terapeuticky ¢innym mnozstvim Levodopy pfiblizn& 50 mg az 250 mg a Cinné mnoZstvi
L~Carbidopy je pfiblizné 10 mg az 25 mg.

Dekarboxylazovym inhibitorem miZe byt rovndZ benserazid. U jednoho provedeni, je
terapeuticky Ge¢innym mnozstvim R(+)}-N-propargyl-1-aminoindanu pfiblizn¢ 0,1 mg az
100 mg, terapeuticky G¢innym mnoZstvim Levodopy je pfiblizné 50 mg az 200 mg a G&innym
mnoZstvim benserazidu je pfiblizné 12,5 mg aZ 50 mg.

Pfedmétem vynalezu je déle zpisob lé&eni subjektu trpiciho Parkinsonovou chorobou, ktery
zahrnuje podani mnoZstvi R(+)-N-propargyl-1-aminoindanu nebo jeho farmaceuticky pfijatelné
soli, G&inného pro 1é¢eni Parkinsonovy choroby, subjektu trpicimu touto chorobou.

Zplisoby lé¢eni Parkinsonovy choroby, jejich podstatou je kombinace pouziti (R)-PAI s dalsimi
G&innymi latkami, napfiklad dopaminovymi agonizujicimi ¢inidly, bromokryptinem, pargolidem,
lisuridem, a do rozsahu vynélezu spadaji rovnéz katecholaminoxiddzomethyltransferazové
inhibitory.

U vyhodného provedeni je farmaceuticky pfijatelnou soli mesylatova sul.

Podani mize zahrnovat orélni podani, rektalni podani, transdermélni podani nebo parenteralni
podani.

U jednoho provedeni zpisob podle vynalezu dale zahrnuje podani terapeuticky u&inného
mnozstvi Levodopy subjektu. U dal3iho provedeni zplsob podle vynélezu dile zahmuje podani
uéinného mnoZstvi dekarboxylazového inhibitoru subjektu.

Dekarboxylazovym inhibitorem miZe byt L-Carbidopa. Alternativné miize byt dekarboxy-
lazovym inhibitorem benserazid.

Vynalez dale popisuje zplisob 1éeni subjektu trpiciho poruchou paméti, ktery spotiva v podani
mnoZstvi R(+)-N-propargyl-1-aminoindanu nebo jeho farmaceuticky pfijatelné soli, u¢inného
pro 1é€eni poruchy paméti subjektu, danému subjektu.

Vynalez dale poskytuje zplisob 1éeni subjektu trpictho demenci, ktery zahrnuje podani mnozstvi
R(+)-N-propargyl-1-aminoindanu nebo jeho farmaceuticky pfijatelné soli, i€inného pro 1éeni
demence, subjektu trpicimu touto chorobou. U jednoho provedeni se demenci rozumi demence
Alzheimerova typu (DAT).

Vynalez dale poskytuje zpiisob 1éZeni subjektu trpiciho depresi, ktery zahmuje podani mnoZstvi
R(+)-N-propargyl-1-aminoindanu nebo jeho farmaceuticky pfijatelné soli, a¢inného pro léceni
deprese, subjektu trpicimu touto chorobou.

Vynélez dile poskytuje zplisob léeni subjektu trpiciho hyperaktivnim syndromem, ktery

zahrnuje podani mnoZstvi R(+)-N-propargyl-1—-aminoindanu nebo jeho farmaceuticky pfijatelné
soli, t¢inného pro 1é&eni hyperaktivniho syndromu, subjektu trpicimu touto chorobou.
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Toto podani miize zahrnovat oralni podani, rektalni podani nebo parenteralni podéni.

Vyniélez dale poskytuje zplisob léeni subjektu trpiciho afektivni nemoci, ktery zahrnuje podani
mnozstvi R(+)-N-propargyl-1-aminoindanu nebo jeho farmaceuticky pfijatelné soli, u¢inného
pro 1é&eni afektivni nemoci, subjektu trpicimu touto chorobou.

Vynilez dile poskytuje zplsob léteni subjektu trpiciho neurodegenerativni nemoci, ktery
zahrnuje podani mnoZstvi R(+)-N-propargyl-1-aminoindanu nebo jeho farmaceuticky pfijatelné
soli, Gi&inného pro 1é¢eni neurodegenerativni nemoci, subjektu trpicimu touto chorobou.

Vynalez dale poskytuje zpiisob 1é¢eni subjektu trpiciho neurotoxickym po3kozenim, ktery
zahrnuje podani mnozstvi R(+)-N-propargyl-1-aminoindanu nebo jeho farmaceuticky ptijatelné
soli, u¢inného pro 1é&eni neurotoxického poskozeni, subjektu trpicimu touto chorobou.

Vynalez dile poskytuje zplsob léteni subjektu trpiciho mozkovou ischemii, ktery zahrnuje
podani mnoZstvi R(+}-N-propargyl-l-aminoindanu nebo jeho farmaceuticky pfijatelné soli,
a&inného pro 1é¢eni mozkové ischemie, subjektu trpicimu touto chorobou.

Vynalez poskytuje zpiisob léteni mozkové ischemie nebo mrtvice u subjektu, ktery zahmuje
podéni urditého mnoZstvi R(+)-N-propargyl-1-aminoindanu nebo jeho farmaceuticky pfijatelné
soli, i¢inného pro lé¢eni mozkové ischemie nebo mrtvice, subjektu trpicimu touto chorobou.

U jednoho provedeni zpisobu 1é€eni mozkové ischemie nebo mrtvice se farmaceuticky pfijatelnd
stil zvoli ze skupiny tvofené: mesylatovou soli; ethylsulfonatovou soli; sulfatovou soli; a hydro-
chloridovou soli. Vyhodné je farmaceuticky pfijatelnou soli mesylatova sil R(+)N—propargyl-1-
aminoindanu

Uinné mnozstvi Ize urdit za pouziti technik, které jsou odbornikiim v daném oboru znamy,
napiiklad titrace. U jednoho provedeni vynalezu se 0&inné mnoZzstvi pohybuje pfiblizné
vrozmezi od 0,5 miligrami na kilogram télesné hmotnosti subjektu do 2,5 miligrami na
kilogram t&lesné hmotnosti subjektu. R(+)-N—propargyl-1-aminoindan nebo jeho farmaceuticky
ptijatelna sl se podava za pouziti technik znamych odbornikii v daném oboru. MuZe byt
naptiklad podavan intraven6zné, oralné, rektalné, transdermélné nebo parenteralné.

Subjektem je vyhodn& savec, naptiklad pes, ko¢ka, my$, krysa, kralik, prase, kifi, koza, ovce,
krava nebo opice. U vyhodného provedeni je subjektem ¢lovek.

U jednoho provedeni podle vynilezu se (¢inné mnozstvi pohybuje pfiblizné od 0,01 mg do
50,0 mg na den. U zvl43té vyhodného provedeni se u¢inné mnozstvi pohybuje od 0,1 do 10,0 mg
na den.

U jednoho provedeni vy3e popsaného zpiisobu se rozsah mozkové ischemie redukuje pfiblizne
035 %.

Vynalez dale poskytuje zplisob 1é¢eni subjektu trpiciho traumatickym poSkozenim hlavy, ktery
zahmuje podani mnoZstvi R(+)-N—propargyl-1-aminoindanu nebo jeho farmaceuticky pfijatelné
soli, t¢inného pro 1é&eni traumatického poskozeni hlavy, subjektu trpicimu timto poskozenim.

Vynalez dile poskytuje zplisob 1é€eni subjektu trpiciho traumatickym poSkozenim michy, ktery

zahruje podani mnoZstvi R(+)-N—propargyl-1-aminoindanu nebo jeho farmaceuticky pfijatelné
soli, Géinného pro 1é&eni traumatického poskozeni michy, subjektu trpicimu timto poSkozenim.
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Vynalez dale poskytuje zpiisob 1éCeni subjektu trpiciho nervovym traumatem, ktery zahrnuje
podani mnoiZstvi R(+)-N-propargyl-1-aminoindanu nebo jeho farmaceuticky pfijatelné soli,
ucinného pro lé¢eni nervového traumatu, subjektu trpicimu timto poskozenim.

Pfi 1é¢eni traumatického poSkozeni hlavy, traumatického poSkozeni michy nebo nervového
traumatu se farmaceuticky pfijatelna sil R(+)-N—propargyl-1-aminoindanu zvoli ze skupiny
tvofené: mesylatovou soli; ethylsulfonatovou soli; sulfitovou soli; a hydrochloridovou soli.
Vyhodné je farmaceuticky pfijatelnou soli mesylatova siil R(+)-N—propargyl-1-aminoindanu.

Ukinné mnozstvi lze urdit za pouziti technik, které jsou odbornikim v daném oboru znamy,
napiiklad titrace. U jednoho provedeni vynalezu se a¢inné mnozstvi pohybuje pfiblizné
vrozmezi od 0,5 miligramd na kilogram télesné hmotnosti subjektu do 2,5 miligrami na
kilogram t&lesné hmotnosti subjektu. R(+)-N—propargyl-1-aminoindan nebo jeho farmaceuticky
prijatelna sil se podava za pouziti technik znimych odbornikim v daném oboru. MiZe byt
napfiklad podavan intravendzné, oralnég, rektalné, transdermalné nebo parenteralné.

Subjektem je vyhodné savec, napfiklad pes, kotka, mys, krysa, kralik, prase, kun, koza, ovce,
krava nebo opice. U vyhodného provedeni je subjektem &lovek.

U jednoho provedeni podle vynilezu se u¢inné mnoZstvi pohybuje piiblizné od 0,01 mg do
50,0 mg na den. U zvlasté vyhodného provedeni se G€inné mnozstvi pohybuje od 0,1 do 10,0 mg
na den.

Vynélez déle poskytuje zpisob léCeni subjektu trpiciho schizofrenii, ktery zahrmuje podani
mnozstvi R(+)-N—propargyl-1-aminoindanu nebo jeho farmaceuticky pfijatelné soli, i¢inného
pro léCeni schizofrenie, subjektu trpicimu touto chorobou.

Vynalez dale poskytuje zpiisob 1éeni subjektu trpiciho ochabnutim pozornosti, ktery zahrnuje
podani mnozstvi R(+)-N-—propargyl-1-aminoindanu nebo jeho farmaceuticky pfijatelné soli,
ucinného pro lé¢eni ochabnuti pozornosti, subjektu trpicimu touto chorobou.

Vynélez déle poskytuje zpisob léCeni subjektu trpiciho sklerézou multiplex, ktery zahrnuje
podani mnoZstvi R(+)-N—propargyl-1-aminoindanu nebo jeho farmaceuticky piijatelné soli,
ucinného pro 1é€eni sklerézy multiplex, subjektu trpicimu touto chorobou.

Vynélez déle poskytuje zplisob prevence nervovych poruch u subjektu, ktery zahruje podani
mnoZstvi R(+)-N-propargyl-1-aminoindanu nebo jeho farmaceuticky pfijatelné soli, u€inného
pro prevenci nervového poskozeni, subjektu.

U jednoho provedeni je nervovym poskozenim poskozeni struktury nervii. U dal$iho provedeni je

‘poSkozenim struktury nervl poskozeni o¢nich nervi.

Vynalez dale poskytuje zplisob IéCeni drogové zavislého subjektu na navykové latce trpiciho
abstinen¢nimi pfiznaky, ktery zahrnuje podani mnozstvi R(+)-N—propargyl-1-aminoindanu nebo
jeho farmaceuticky pfijatelné soli, G€inného pro lé¢eni abstinenénich pfiznaki, subjektu trpicich
témito pfiznaky.

Vyraz ,abstinen¢ni pfiznaky“, jak je zde pouZit, oznatuje fyzické a/nebo psychické piiznaky
véetné neodolatelné touhy po droze, deprese, podrazdéni, anergie, amotivace, zmény chuti,
nespavosti, tfesu a nepravidelného spanku.

Vyraz ,navykova latka“, jak je zde pouzit, zahrnuje napiiklad (a) navykové opiaty, napfiklad
opium, heroin a morfin, (b) psychostimulaéni latky, napfiklad kokain, amfetaminy
a metamfetaminy, (c) alkohol, (d) nikotin, (e) barbiturity a (f) narkotika, napiiklad fentanyl,
kodein, difenoxylat a thebain.
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U jednoho provedeni je névykovou latkou kokain. U daldiho provedeni je navykovou litkou
alkohol.

Vynilez dale poskytuje zpiisob pfipravy R(+)}-N-propargyl-I-aminoindanu, ktery zahrnuje
uvedeni R(-)-aminoindanu v p¥itomnosti organické nebo anorganické baze do kontaktu
s propargylbromidem nebo propargylchloridem za vzniku R(+)-N-propargyl-1-aminoindanu
a izolaci takto vzniklého R(+)-N—propargyl-1-aminoindanu.

Ptedmétem vynalezu je déale zpisob pripravy racemického N—propargyl-1-aminoindanu, ktery
zahrnuje uvedeni racemického 1-aminoindanu v pfitomnosti organické nebo anorganické baze do
kontaktu s propargylbromidem nebo propargylchloridem za vzniku ramického N-propargyl-1-
aminoindanu a izolaci takto vzniklého ramického N~propargyl-1-aminoindanu.

Cilem vynélezu je koneéné zpisob piipravy R(+)-N-propargyl-1-aminoindanové soli, ktery
zahrnuje uvedeni racemického N—propargyl-1-aminoindanu do styku s opticky aktivni kyselinou
za vzniku dvou diastereomernich N-propargyl-1-aminoindanovych soli a izolaci R(+)}-N-
propargyl-1-aminoindanové soli ztakto vzniklych diastereomernich N-propargyl-1-amino-
indanovych soli.

U jednoho provedeni izolace zahrnuje izolaci frak¢ni krystalizaci.
Nasledujici ptiklady provedeni vynéalezu maji pouze ilustrativni charakter a nikterak neomezuji

rozsah vynalezu, ktery je jednozna¢n& vymezen pfilozenymi patentovymi naroky.

Priklady provedeni vynalezu

Priklad 1
Racemicky N—propargyl—1-aminoindan hydrochlorid

Do 75 ml acetonitrilu se ptidalo 10,0 g ramického 1-aminoindanu a 10,4 g uhli¢itanu draselného.
Vysledna suspenze se ohtdla na 60°C a do takto ohfaté suspenze se po kapkich pfidalo
4,5 g propargylchloridu.

Smés se michala pfi 60 °C 16 hodin, nateZ se vétiina tékavych podili odstranila destilaci ve
vakuu. Zbytek se rozdélil mezi 10% vodny roztok hydroxidu sodného a methylenchlorid.

Organicka faze se vysuSila a rozpoustédlo se odstranilo destilaci. Zbytek se &istil mZikovou
chromatografii na silikagelu, pfitem2 jako eluéni &inidlo se pouzilo smés 40% ethylacetatu
a 60% hexanu. Frakce, obsahujici titulni slougeninu ve form& volné baze, se sloucily a elu¢ni
ginidlo se nahradilo etherem. Ethericky roztok se oSetfil plynnym chlorovodikem, vznikla
sraZenina se izolovala vakuovou filtraci, rekrystalizovala z isopropanolu a poskytla vyt€zek
7,3 g titulni slou¢eniny, t.t. 1824 °C.

Nasledujici chromatograficka a spektroskopickd data odpovidala datim uvedenym v patentu

US 3 513 244, udéleném 19. kvétna 1970, a autentickému vzorku: NMR § (CDCls): 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) ppm.
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Priklad 2
S~(-)>-N-Propargyl-1-aminoindan hydrochlorid

Titulni slougenina ve formé volné baze se izolovala Stépenim racemické smési volné baze
zptikladu 1 na Chiracel OJ (celuléza tris [p-methylbenzoat]) preparativnim HPLC sloupci
eluovanim pomoci elu¢ni smési 10% isopropanolu a 90% hexanu a odebranim frakce s prvaim
vyraznym pikem. Vysledny olej se prevedl na titulni slougeninu (hydrochlorid) o3etfenim
10% diethyletherového roztoku oleje plynnym chlorovodikem a izolovanim vzniklé srazeniny
vakuovou filtraci. [a]p —29,2° (1% ethanol), t.t. 182—184 °C. Dalgi chromatografické a spektro-
skopickeé vlastnosti byly identické s vlastnostmi hydrochloridové soli z piikladu 1.

Ptiklad 3
R~(+)-N-Propargyl-1-aminoindan hydrochlorid

Titulni sloudenina se pfipravila zpiisobem popsanym ve vyie uvedeném piikladu 2 stou
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 pikladu 1.

Priklad 4
R—(+)-N—Propargyl-1-aminoindan hydrochlorid

Do 95 ml acetonitrilu se pfidalo 12,4 g R—(—)-1—aminoindanu a 12,9 g uhli¢itanu draselného.
Vysledna suspenze se ohfala na 60°C a do takto oh¥até suspenze se po kapkach pridalo
5,6 g propargylchloridu. Smés se 16 hodin michala pfi 60 °C, naez se vétiina té¢kavych podila
odstranila destilaci ve vakuu. Zbytek se rozdélil mezi 10% vodny roztok hydroxidu sodného
a methylenchlorid.

Organicka fize se vysusila a rozpoustédlo se odstranilo ve vakuu. Zbytek se ¢istil mzikovou
chromatografii na silikagelu, pficemz jako eludni &inidlo se pouZila smés 40% etylacetatu
a 60% hexanu. Frakce, obsahujici titulni sloudeninu ve formé volné baze, se sloudily a elu¢ni
Cinidlo se nahradilo etherem. Ethericky roztok se oetfil plynnym chlorovodikem, vznikla
srazenina se izolovala vakuovou filtraci, rekrystalizovala z isopropanolu a poskytla vytézek
6,8 g titulni slou¢eniny, t.t. 183185 °C, [a]p+30,90° (2% ethanol). Spektralni vlastnosti byly
identické se spektralnimi vlastnostmi zvetejnénymi pro slou¢eninu z piikladu 1.

Ptiklad 5

S—(-)-N-Propargyl-1-aminoindan hydrochlorid

Titulni sloudenina se pfipravila zplisobem popsanym ve vySe uvedeném piikladu 4 stou
vyjimkou, Ze jako vychozi material se pouZil S—(+)-l-aminoindan. Produkt vykazoval

[2]p+30,3° (2%, ethanol), t.t. 183-5°C. Spektralni vlastnosti byly identické s vlastnostmi
zvefejnénymi pro sloudeninu z prikladu 1.
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Priklad 6A

Di (R—(+)-N-propargyl-1-aminoindan) L-vinan

Do roztoku kyseliny vinné (4,4 g) ve 48 ml vrouciho methanolu se pfidal roztok R—(+)-N-
propargyl-1-aminoindanové volné baze (5,0 g) v methanolu (48 ml). Roztok se ohfival pod
zpétnym chladi¢em a v priib&hu dvaceti minut se pfidalo 284 ml t-butylmethyletheru. Smés se
ohfivala dal3ich 30 minut, ochladila, vznikla sraZenina se izolovala vakuovou filtraci a poskytla
vytézek 6,7 g, titulni slouceniny: t.t. 175-177 °C; ' ‘

[a]D (1’5’ HZO) = +34;3°;

analyza vypoctena pro CygH3;06N5;

C H N

68,26 6,56 5,69
nalezeno: C H N

68,76 6,57 5,61

Priklad 6B
R—(+)-N-Propargyl-1-aminoindan mesylat

a) Do roztoku propargylbenzensulfonitu (78,4g) a racemického aminoindanu (63,2 g)
v toluenu (240 ml) se pii 20°C po kapkach pfidal vodny roztok 15% hydroxidu sodného
(108 ml). Po péti hodinach nasledného michéani se za stalého michani pfidal toluen (80 ml)
avoda (200 ml). Organicka faze se separovala a promyla 10% vodnym roztokem hydroxidu
sodného a nafedila vodou. Hodnota pH smési se pomoci 10% vodného roztoku kyseliny sirové
nastavila na 3,2. Vodna fize se separovala, jeji pH se nastavila na 7,3 pomoci 10% hydroxidu
sodného a trikrat se extrahovala toluenem za udrZovani konstantniho pH. Sloucené organické
vrstvy se zahustily ve vakuu a poskytly 40,7 g Zlutého oleje.

b) Vyse uvedeny surovy racemicky propargylaminoindan a kyselina L-vinnd (10g) se
rozpustily v isopropanolu (1 1) a ohtivaly pod zpétnym chladi¢em 1 hodinu. ReakEni smés se
nasledng, za stalého michani, ochladila se pokojovou teplotu a sraZenina se izolovala filtraci.
Surovy di(propargylaminoindan)vinan se rekrystalizoval z 11 1:1 methanolu a isopropanolu
a poskytl di(R—(+)-N-propargyl-1-aminoindan)-L—vinan s fyzikalnimi a spektralnimi vlastno-
stmi, které byly identické s odpovidajicimi vlastnostmi slou¢eniny z ptikladu 6A.

¢) Roztok diH(R—(+)-N-propargyl-1-aminoindan)vinanu (15 g) a kyseliny methansulfonové
(6 g) v isopropanolu (150 ml) se ohfivala pod zpétnym chladi¢em 30 minut. Reakce se nésledné
ochladila na pokojovou teplotu a vysledna sraZenina se izolovala vakuovou filtraci a poskytla
titulni slou¢eninu (11,1 g), t.t. 157 °C a [a]p = 22°.

Priklad 7

R—(+)-N-Methyl-N—propargyl-1-aminoindan hydrochlorid

Volna baze tvofena R—(+)-N-propargyl-1-aminoindanem z ptikladu 4 (1,2 g), uhli¢itanem

draselnym (0,79 g), (0,97 g) a methyl jodidem (1 g) se pfidala do 15 ml acetonu a vysledna
suspenze se ohfivala 8 hodin pfi refluxni teploté¢ pod dusikovou atmosférou. Potom se za
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snizeného tlaku odstranily tékavé podily a zbytek se rozdglil mezi 10% vodny roztok hydroxidu
sodného (30 ml) a methylenchlorid (30 ml). Organicka faze se vysusila a rozpoustédlo odstranilo
ve vakuu. Zbytek se istil mzikovou chromatografii na silikagelu, pfi¢emz jako elu¢ni ¢inidlo se
pouzila smés 40% ethylacetitu a 60% hexanu. Frakce, obsahujici titulni slou¢eninu ve formé
volné baze, se sloudily a eluéni &inidlo se nahradilo diethyletherem. Ethericky roztok se o3etfil
plynnym HCI. Tékavé podily se odstranily ve vakuu a zbytek, po rekrystalizaci z isopropanolu,
poskytl 400 mg titulni slouteniny ve formé bilé krystalické pevné latky, tt. 134-136 °C,
[o]o+31,40° (ethanol). NMR & (CDCl;): 2,55 (2H, m), 2,7 (1H, Siroke s), 2,8 (3H, S), 3,0 (1H,
m), 3,4 (1H, m), 3,9 (2H, §iroké s), 5,05 (1H, m), 7,7 (4H, m) ppm.

Priklad 8

S—(-)-N-Methyl-N-propargyl-1-aminoindan hydrochlorid

Jako vychozi material se pouzil S—(-)-N—propargyl-1-aminoindan (volna baze) z ptikladu 5
a titulni slou¢enina z vy3e popsaného ptikladu 7. Viechny fyzikalni a spektralni vlastnosti titulni
slougeniny byly identické s odpovidajicimi vlastnostmi slou¢eniny z ptikladu 7 s vyjimkou
[a]lp —34,9° (ethanol).

Priklad 9

Tabletova kompozice

N-Propargyl-1-(R)-aminoindan hydrochlorid 7,81 mg*
PfedZelatinovany Skrob NF 47,0 mg
Vodny roztok laktézy NF 66,0 mg
Mikrokrystalicka celuloza NF 20,0 mg
Skrobglykolat sodny NF 2,99 mg
Mastek USP 1,5 mg
Stearat hofe¢naty NF 0,7 mg

* Ekvivalentni mnozstvi do 5,0 mg N-propargylaminoindanové baze

Piklad 10

Tabletova kompozice

N-Propagyl-1-(R)-aminoindan hydrochlorid 1,56 mg*
Vodny roztok laktozy 50,0 mg
Predzelatinovany Skrob 36,0 mg
Mikrokrystalicka celuléza 14,0 mg
Skrobglykolat sodny 2,14 mg
Mastek USP 1,0 mg
Stearat hofe¢naty NF 0,5 mg

* Ekvivalent do 1,0 mg N—propargylaminoindanové baze
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Priklad 11

Kapslova kompozice

N-Propargyl-1—(R)-aminoindan hydrochlorid 5,0 mg
Ptedzelatinovany $krob 10,0 mg
Skrob - : _ 44,0 mg
Mikrokrystalicka celuléza 25,0 mg
Ethylceluléza 1,0 mg
Mastek 1,5 mg

Cisténa voda se pridala podle potfeby granulace.

Priklad 12
Injektovatelna kompozice

N-Propargyl-1—(R)-aminoindan hydrochlorid 5,0 mg
Vodny roztok dextrézy 44,0 mg

HCL, pfidavana do dosazeni pH 5

Kompozice se doplnila do 1 ml ¢isténou vodou.

Priklad 13
Injektovatelna kompozice

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

HCL, ptidavana do dosazeni pH 5

Kompozice se doplnila do 1 ml ¢ist€nou vodou.

Priklad 14
Injektovatelna kompozice

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

HCI, ptidavana do dosazeni pH 5

Kompozice se doplnila do 1 ml ¢iSt€nou vodou.
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Priklad 15
Sirupova kompozice

N-Propargyl-1—-R)-aminoindan hydrochlorid
Sachardza

Sacharin sodny

Methylparaben

Propylparaben

Ochucovadlo

Glycerin USP

95% Alkohol USP

Kompozice se doplnila do 5,0 ml ¢iSténou vodou.

Priklad 16
Podjazykové tablety

N-Propargyl-1-(R)-aminoindan hydrochlorid
Mikrokrystalicka celul6za

Vodny roztok laktézy

Predzelatinovany 3krob

Providon

Barvici ¢inidlo

Ochucovadlo

Sladidlo

Mastek

Smés mastovych zdkladii a G¢inné latky a granulatu s ethanolovym roztokem Providonu. Po

vysu3eni a zvazeni se smisila s mastkem a lisovala.

Priklad 17

PAI podjazykové tablety
N-Propargyl-1—(R)-aminoindan hydrochlorid
Mikrokrystalicka celuloza

Predzelatinovany Skrob

Ethylceluloza

Mastek

Cisténa voda se ptida podle potfeby granulace.
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Priklad 18

Tabletova kompozice

N-Propargyl-1-(R)-aminoindan hydrochlorid 5,0 mg
Levodopa 100,0 mg
Carbidopa 25,0 mg
Piedzelatinovany $krob ' 24,0 mg
Skrob 40,0 mg
Mikrokrystalicka celuloza 49,5 mg
Barvivo Col. D & C zlut’' No. 10 0,5 mg
Barvivo Col. D & C Zlut’ No. 6 0,02 mg

Alkohol USP se ptidal podle potieby granulace.

Priklad 19

Tabletova kompozice

N-Propargyl-1-(R)-aminoindan mesylat 7,81 mg*
Piedzelatinovany $krob NF 47,0 mg
Vodny roztok laktézy NF 66,0 mg
Mikrokrystalicka celuléza NF 20,0 mg
Skrobglykolat sodny NF 2,99 mg
Mastek USP 1,5 mg
Stearat hofe¢naty NF 0,7 mg

* Ekvivalent do 5,0 mg N—propargylaminoindanové baze

Priklad 20

Tabletova kompozice

N-Propargyl-1-(R)-aminoindan mesylat 1,56 mg*
Vodny roztok laktézy 50,0 mg
Ptedzelatinovany Skrob 36,0 mg
Mikrokrystalicka celul6za 14,0 mg
Skrobglykolat sodny 2,14 mg
Mastek USP 1,0 mg
Stearat hotecnaty NF 0,5 mg

* Ekvivalent do 1,0 mg N—propargylaminoindanové baze
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Piklad 21

Kapslova kompozice

N-Propargyl-1-(R)-aminoindan mesylat 5,0 mg
Predzelatinovany $krob 10,0 mg
Skrob 44,0 mg
Mikrokrystalicka celuléza 25,0 mg
Ethylcelul6za 1,0 mg
Mastek 1,5 mg

Cidténa voda se pridala podle potfeby granulace.

Nasledujici ptiklady, doprovodné tabulky a obrazky se tykaji biologickych experimenty,
provadénych podle vynalezu.

Priklad 22

Inhibice MAO aktivity in vitro

Experimentalni protokol

Zdroj MAO enzymu byl homogenat krysiho mozku v 0,3M sacharézy, ktery se odstfed'oval pfi
600 mg po dobu 15 minut. Supernatant se nafedil na pf¥iblizné 0,05M fosfatového pufru a pre-
inkuboval postupnymi zfedénimi slougenin: R(+)-PAI, S(-)-PAI a racemické PAI; 20 minut pfi
37 °C. Potom se pridaly “*C-znadené substrity (2—fenylethylamin, dale jen PEA; 5-hydroxy-
tryptamin, dile je 5-HT) a v inkubaci se pokratovalo dalSich 20 minut (PEA) nebo 30 az
45 minut (5-HT). PouZité koncentraty substrati tvofily 50 pM (PEA) a | mM (5-HT). V ptipadé
PEA se koncentrace enzymu zvolila tak, aby se b&hem reakce nespotfebovalo vice neZ
10 % substratu. Reakce se potom zastavila pfidanim tranylcyprominu (do kone¢né koncentrace
| mM) a inkubét se odfiltroval 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 ur¢il kapalinovou
scintilaéni spektrometrii. Vzhledem k tomu, Ze aminové substraty zistaly v plném rozsahu
zachyceny v kolong, radioaktivita v eludtu stanovila produkci neutrdlnich a kyselinovych
metaboliti vzniklych v disledku MAO aktivity. Aktivita MAO ve vzorku se vyjéadfila jako
procento kontrolni aktivity za nepFitomnosti inhibitord, po odedteni pfisluSnych kontrolnich
hodnot. Aktivita, stanova za pouZiti PEA jako substritu, se oznatila jako MAO-B a aktivita,
stanovena za pouZiti 5-HT jako substratu, se oznatila jako MAO-A.

Vysledky

Inhibi¢ni aktivita R(+)-PAI, S(-)-PAI a racemického PAI se stanovila oddélené in vitro
a vysledky typickych experimentalnich b&hii jsou znazornény na obrazku 1 a 2. Cely experiment
se zopakoval tfikrat. Koncentrace inhibitoru, produkujici 50% inhibici metabolizmu substratu

(IC-50), které se vypogetly z inhibi¢nich kiivek, jsou uvedeny v tabulce 1B. Z téchto vysledkii je
patrné, Ze:

a) R(+)-PAI je dvakrat aktivnéjsi nez racemét v pfipad inhibice MAO-B;
b) aktivita R(+)-PAI pro MAO-B predstavuje pouze 1/6 800 aktivity pro MAO-A;

c) aktivita S(-)-PAI predstavuje pouze 1/6 800 aktivity R(+)PAI v pfipadé inhibice MAO-B,
ptitemz S(-)-PAI vykazuje malou nebo Zadnou selektivitu mezi MAO-B a MAO-A.
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IC-50 (mM) HODNOTY PRO INHIBICI MAO-A A MAO-B I’{ACEMICKY'M PAI A JEHO
R(+) A S(-) ENANTIOMERY V HOMOGENATU KRYSIHO MOZKU IN VITRO

IC-50 (NM
MAO-A MAO-B
S(0) PAI R(+) PAI Rac S(-) PAI R(+) PAI Rac
26 000 73 140 17 000 25 5

Vysledky stejnych experimentt, pfi kterych se vSak pouzil R(+) a S(-)MPAI (N-methyl-N-
propargyl-i—-aminoindan) jsou zaznamenény v tabulce 1B. Kazdy z enantiomerii MPAI je méné
selektivni pokud jde 0o MAO-A a MAO-B inhibici nez R(+)PAI. Kromé toho je R(+)-MPA], na
rozdil od R(+)-PAlI, pouze pétkrat aktivnéj$i nez S(-)MPAI pti MAO-~B inhibici. R(+)-MPAI je
v tomto testu pfiblizné 7 000krat aktivnéjsi nez S(-)-PAL

Tabulka 1B

IC-50 (mM) HODNOTY PRO INHIBICI MAO-A A MAO-B RACEM[CKYM PAI A JEHO
R(+) A S(~) ENANTIOMERY V HOMOGENATU KRYSIHO MOZKU IN VITRO

IC-50 (NM
MAO-A ~ MAO-B
Slouenina: | S(OMPAI | R(+)MPAI S(OMPAI R(-MPAI
70 3 50 10

Nékteré experimenty se rovnéZz provadély za pouziti huménnich cerebralnich kortiklnich tkani,
ziskanych 6 hodin po smrti a zpracovanych vySe popsanym zplsobem. Vysledky tohoto
experimentu jsou znazornény na obrazku 3, kde R(+)-PAI, S(-)}-PAI a racemicky PAI jsou
definovany vyse.

Ptiklad 23
Inhibice MAO aktivity in vivo: akutni oetfeni
Experimentalni protokol

Krysy (same&ci odvozeni od Sprague Dawley) o hmotnosti 250+20 g se oSetfily jednim
z enantiomerd nebo racemickou formou PAI intraperitonealni injekci (ip) nebo oralné pomoci
zaludedni sondy (po) a o hodinu, resp. o dvé hodiny, pozdgji se dekapitovaly. Skupiny tii krys se
pouzily pro kaZzdou davkovou hladinu inhibitoru a MAO aktivita se zjiStovala v mozku
av jatrech za pouziti vySe popsané techniky. Mnozstvi proteinu v kazdé inkubaci se urgilo
pomoci Folin—Lawryho metody a enzymaticka aktivita se vypocetla jako nmol metabolizovaného
substratu za hodinu inkubace pro kazdy mg proteinu. Aktivita MAO ve tkanich zvifat oetfenych
inhibitory se vyjadrila jako procento enzymatické aktivity ve skuping kontrolnich zvifat, kterym
bylo podavéno vehikulum (voda v pfipadé oralniho podani a 0,9% fyziologicky roztok v pfipadé
ip injekce) a ktera byla utracena vySe popsanym zptisobem.
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Vysledky

Zadna z davkovych hladin, pouZitych spoleéné s inhibitorem G&innych latek, neprodukovala
znatelnou zménu chovani. Vysledky jsou znazornény na obrazcich 4 az 11. Po i.p. podani
zpusobila slouenina R(+)PAL, podana vdavce 0,5 mg/kg, 90% inhibici mozkové MAO-B
aktivity. Stejnd davka zpisobila pouze 20% inhibici MAO-A aktivity. Pti ordlnim podéni
zplsobila stejna davka R(+)PAI 80% inhibici MAO-B a nebyla detekovana Zidna inhibice
MAO-A. V podstaté shodné vysledky byly zji$tény v pfipad¢ inhibice hepatické MAO, napfiklad
mozkové MAO. Davky, zplisobujici 50% inhibici MAO-A a MAO-B (IC-50), se vypogetly
z inhibi¢nich kfivek a jsou uvedeny v tabulce 2. Tato data ukazuji: (a) ze MAO inhibi¢ni aktivita
R(+)PAI in vivo zlstava zachovana; (b) Ze selektivita pro inhibici MAO-B, na rozdil od
MAO-A, je udrzovana R(+)PAI in vivo; (c) Ze je zachovdna mnohem vétsi aktivita
(+)-enantiomeru, na rozdil od (-)-enantiomeru, in vivo; (d) Ze slouceniny jsou po oralnim podani
(kinné& absorbovany; a (e) Ze sloudeniny (&inné prochazeji hematoencefalickou bariérou a GCinné
inhibuji mozkovou MAO. Skute&nost, Ze R(+)-PAI byl pfiblizn¢ dvakrat (i¢inné&jsi nez racemicka
sloudenina v ptipadé inhibice MAO-B, je odrazem extrémné nizké aktivity S(—)}-PAI v pfipadé
inhibice MAO-B.

Tabulka 2

IC-50 HODNOTY (mg/kg) PRO INHIBICI MAO-A a MAO-B R(+)-PAl, S(-)-PAI NEBO
RACEMICKYM-PAI V TELE KRYSY PO INTRAPERITONEALNI INJEKCI (1.P.) NEBO

ORALNIM PODANI (P.0.)
IC-50 (mg/kg)

MAO-A MAO-B
Slouéenina | S(-)PAI R(+)PAI Rac S(-)PAI R(+)PAI Rac
I.P. mozek >10 1,2 2,5 >10 0,07 0,22
LP. jatra >10 5 5 >10 0,06 0,11
P0. >10 >5 >5 >10 0,17 0,29

mozek

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

(Rac =racemicky PAI)

Priklad 24

Inhibice MAO aktivity in vivo: dlouhodobé 1é¢eni

Experimentalni protokol

Krysy (specifikované v pfikladu 23, 4 zvifata pro kazdou davkovou hladinu) se oSetfily R(+)PAI
nebo racemickou smési, které jim byly podavany oralné jednou 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 vmozku a v jitrech se ur€ily zplisobem popsanym
v prikladu 23.
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Vysledky

Denni davka 0,1 mg/kg sloudeniny R(+)PAI produkovala priznivy stupeii selektivni inhibice,
pfitemz inhibice mozkové MAO-B je vy33i nez 80 % a inhibice mozkové MAO-A je 20%
a niz3i. PFi vy33i davcee, tj. pii davce 0,5 mg/kg denné, byla MAO-A stale inhibovana mén€ nez
250 % (obr. 12 a 13). Hepatickdi MAO vykazuje podobny stupeii selektivni inhibice (obr. 14
a 15). Slougenina R(+)PAI byla opét 0¢inn&jsi nez racemickd smés, a to pfiblizné dvakrat.
V piipadé mozkové MAO mé&l R(+)PAI vyssi stupeii selektivity pro inhibici MAO-B nez
racemicka smés.

Tyto vysledky ukazuji, Ze selektivita MAO-B inhibice miiZe zistat zachovana i v ptipadé déle
trvajiciho Ié&eni témito sloudeninami. Pokud jde o dal3i nevratné inhibitory, stupeii inhibice
enzymu je v pripadé dlouhodobého lé¢eni vyssi, nez v piipad€ podani jediné davky 0¢inné latky.
Slougenina R(+)PAI vykazuje lep3i stuperi selektivity pro inhibici MAO-B nez racemicka smés.

Priklad 25
Nevratna povaha MAO inhibice
Experimentalni protokol

Skupinam, které vidy tvofily &tyfi krysy, byla podana i.p. injekei jedind davka sloucenina
R(+)PAI (1 mg/kg) a zvifata se 0 2, 6, 18, 24, 48 a 72 hodin pozdéji usmrtila. Aktivita MAO-B
se urdila vy$e popsanym zptisobem v celych mozkovych tkéanich.

Vysledky

Vysledky jsou znizornény na obr. 16. Maximélni inhibice MAO-B se dosihlo 6 hodin po
injekei. 72 hodin po injekci se MAO aktivita vratila pouze na 30 % kontrolni aktivity. Tento
experiment ukazuje na nevratnou povahu MAO inhibice zplisobené R(+)PAL

Priklad 26
Zesileni a¢inku tyraminového presoru u krys, které jsou pti védomi
Experimentalni protokol

Krysy se anestetikovaly smési pentaborbitalu (30 mg/kg) a chloralhydratu (120 mg/kg)
intraperitonealni injekci. Leva kréni tepna a jugolarni Zila se kanylovaly tenkou polytenovou
trubici (arterie) nebo tenkou silikonokaucukovou trubici, spojenou s polyethylenovou trubici
(Zila), jejiz vzdaleny konec se zavedl pod kizi v upinacim misté za krkem. Trubice se naplnila
heparinizovanym fyziologickym roztokem a ucpala tenkou ocelovou ty¢kou. Zvifata se o3etfila
20 mg chloramfenikolu intramuskularni injekei a pfes noc nechala zotavit po operaci. Nasledujici
den se krysy umistily do vysokosténnych beden, které jim umoznily volny pohyb. Arterialni
katetr se pfipojil pomoci 100 cm dlouhé, fyziologickym roztokem naplnéné, polyethylenové
haditky s malym prisvitem k tlakovému pievodniku a vendzni katétr se spojil s 1 ml injekEni
jehlou pomoci podobn& diouhé hadicky, ktera stejné jako injekéni jehla obsahovala roztok
tyraminhydrochloridu ve fyziologickém 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 alespoii patnactiminutovy interval, po
kterém se krevni tlak vratil na kontrolni hodnoty. Stanovily se odezvy kontrolniho presoru, nafez
se intraperitonealné injektovala jedna z G¢innych latek a nasledujici 4 hodiny se zaznamenaval
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priibéh tyraminovych odezev. Urgila se plocha pod ziskanou kfivkou a pomér této plochy po
oSetfeni ku plose pred oSetfenim a ku ploge ziskané 1 az 3 hodiny po injekci se vypocetl za
pouziti priméru 3 aZ 4 hodnot, ziskanych b&¢hem kontrolni periody.

Vysledky

Vysledky jsou zndzornény v tabulce 3. Slougenina R(+)PAI pfi davce 1 mg/kg (ktera zpisobuje
aplnou inhibici MAO-B v mozku a jatrech a 40 aZ 50% inhibici MAO-A v téchto tkanich)
nezpiisobila zddné vyznamng;jsi zesileni tyraminové odezvy. Pfi vy33i davce, tj. 5 mg/kg R(+)PAI
(ktera zpisobila extenzivngj$i inhibici MAO-A v mozku a periferii), do3lo k vyznamnému
zesileni tyraminové presorové odezvy, kterd méla podobny rozsah jako v pfipad€ pouZiti stejné
davky deprenylu a mensi rozsah ne% v pfipadé pouziti chlorgylinu (pfi davce, kterd inhibuje
hepatickou MAO-A aktivitu vice nez z 85 %).

Tabulka 3

POSILEN] TYRAMINOVEHO PRESOROVEHO UCINKU U KRYS PRI VEDOM,
DOSAZENE POMOCi MAO INHIBITORU

. < Pomér plochy pod kiivkou
Inhibitor (E‘ZL(a) Poc(eltl)kry S presorové odezvy po SEM*
2 oSetfeni/pied o3etfenim
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 0,7
R(-)PAI 5 3 3,49 0,98

*SEM = standardni odchylka

Ztohoto experimentu lze usuzovat, Ze sloucenina R(+)PAI nezplsobuje Zadné zesileni
tyraminového presorového i¢inku pfi davce, ktera G€inné€ inhibuje MAO-B.

Ptiklad 27
Potlageni MPTP—indukované dopaminergické toxicity pomoci R(+)PAI

1-methylfenyl—1,2,3,6~tetrahydropyridin (MPTP) je neurotoxin, ktery u nékolika sav&ich druhi
véetné mysi poskozenu nigrostriatalni dopaminergické neurony a u lidi a primtd zpsobuje
Parkinsoniv syndrom. Dilezitym krokem mechanizmu jeho neurotoxicity je konverze MPTP
nebo toxicky metabolit, 1-methyl-4—fenylpyridiniovy iont (MPP+). Tato reakce se katalyzuje
enzymem MAO-B a pravdépodobné probiha vn¢ dopaminovych neuroni, zejména v galii. Je
znamo, 7e¢ MPTP predstavuje jak substrat, tak nevratny inhibitor MAO-B. Pfedo3etieni
pokusnych zvitat MAO-B inhibitory, naptiklad deprenylem nebo pargylinem je chrani pfed
MPTP indukovanym poskozenim nigrostriatdlnich neuroni, protoZe dochazi ke blokaci oxidagni
konverze MPTP na MPP+. Progresivni nigrostriatalni degenerace u Parkinsonovy choroby mize
byt zpisobena vystavenim pisobeni exogennich MPTP podobnych neorotoxini, odvozenym
z okolniho prosttedi. V téchto pipadech je dal3i silnou indikaci iniciace dlouhodobgjsiho léceni
MAO-B inhibitory jiz ve velmi rannych stadiich Parkinsonovy choroby v pfesvédEeni, Ze toto
lé&eni bude neutralizovat $kodlivé a&inky t&chto jesté domnélych MPTP toxinii a tak zastavi
nebo zpomali vyvoj choroby. Za sp&$ny MAO-B inhibitor G¢inné latky je v soutasné dobé
povazovan inhibitor, ktery ma schopnost blokovat MPTP-indukované poskozeni nigro-
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striatdlnich dopaminergickych neurond in vivo (=) a (+) enantiomery PAI se tedy testovaly
z hlediska jejich schopnosti branit nebo tlumit MPTP-indukované striatal-dopaminové deplece
u mys$i.

Expresni protokol

Samedci ¢erné my3i C57 (o hmotnosti 20 az 25 g) a (a) injektovali MPTP.HCI (30 mg/kg
rozpustény v destilované vod¢, s.c.) nebo samotnym vehikulem, nebo se jednu hodinu po
predo3etieni injektovali (=) nebo (+)isomerem PAI (2,5 mg/kg, i.p.) nebo deprenylem (5 mg/kg
i.p.) a (b) dekapituluji o pét dni pozdéji. Mozky se odstranily a corpora striata se rozfezala na
ledem chlazené sklenéné desce a zmrazila na suchém ledu. Striatalni tkané se homogenizovaly
v 0,1 M kyseliné perchlorové a deproteinizované alikvotni podily, obsahujici dihydroxy-
benzylamin jako vnitini standard, se pouzily pro analyzu dopaminu a jeho hlavniho metabolitu,
kyseliny 3,4—dihydroxyfenyloctové (DOPAC), za pouziti HPLC s elektrochemickou detekci.

Vysledky

Tabulka 4 ukazuje vysledky tohoto experimentu. Pfi oSetfeni samotnym MPTP doslo k produkci
znalnych striatdldopaminovych (DA) a DOPAC depleci. Osetfeni () a (+) enantiomery PAI
nebo (~) deprenylem neovlivnilo DA koncentrace ve striatiu. Pfedo3etfeni (-) isomerem PAI
neovlivnilo MPTP-indukovanou DA a DOPAC hladinu produkovanou toxinem. Pii davce
2,5 mg/kg odpovidala ucinnost (+)PAI G¢innosti () deprenylu (5 mg/kg), pokud jde o jeho
ochranny a¢inek.

Tabulka 4

VLIV PREDOSETRENI (-) A (+) ENANTIOMERY MAO-B INHIBITORU PAI NA
STRIATALNI DA A DOPEC DEPLECE, INDUKOVANE MPTP U MYS{ IN VIVO

DA { DOPAC
(nm/mg proteinu)

Kontrolni 162,8+ 7,2 84+0,5
MPTP 53,1£6,2 32+03
(-) PAI 174,0 £+ 4,8 75+0,2
(-) PAI + MPTP 534+£69 7,0+ 0,6
(+) PAI + MPTP 177+ 14,4 6,0+£0,3
(-) Deprenyl 170,6 + 7,1 5,6+0,3
(-) Deprenyl + MPTP 197+ 8,0 6,4+0,5

Vyse uvedené hodnoty pro DA a DOPAC jsou vyjadfeny jako priimér + standardni odchylka a
pocet krys n =7 az 11 v kazdé skuping.

Tyto vysledky naznacuji, ze R(+)PAI je vynikajicim MAO-B inhibitorem in vivo a ma zvlasté
velky potencial pro 1éceni Parkinsonovy choroby.

Je tfeba poznamenat, ze i kdyz byl vynalez popsan sodkazem na vySe zminéné piiklady,
doprovodné tabulky a obrazky, neomezuje se pouze na tyto ptiklady. RovnéZ jsou mozné riizné
modifikace a aplikace vynalezu. (R)-PAI lze pti lé¢eni Parkinsonovy choroby napiiklad
zkombinovat synergickym zptisobem s a—tokoferolem (derivat vitaminu E).
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Ptiklad 28
Vliv PAI enantiomerti na amfetaminem indukované stereotypni chovani u starnoucich krys

Je znamo, Ze amfetamin indukuje stereotypni chovani (Sulser F. a Sanders—Bush E., Ann. Rev.
Pharmacol., 11 209-230 (1971)) mobilizaci endogenniho dopaminu. Amfetamin neni
metabolizovan MAO-B. Inhibice MAO-B &innym inhibitorem a podani amfetaminu zpiisobi
uvolnéni dopaminu, ktery nepodlehne degradaci inhibovanou MAO-B. TakZze po podani
amfetaminu a u¢inného MAO-B inhibitoru se ofekava Ze dojde ke zvyseni synaptického
dopaminu, které povede ke zvySeni stereotypniho chovani a tedy k posileni amfetaminového
¢inku. Rozsah tohoto chovani se hodnoti na zakladé poltu lateralnich pohybd hlavy b&€hem
jednominutové Easové periody.

Experimentalni protokol

Testovana slougenina se podavala v davce 0,5 mg/kg/den v pitné vodé 24 hodin pred tim, nez
doslo k hypoxii (92% dusiku + 8 % kysliku po dobu 6 hodin). Potom se injektoval s.c.
amfetamin v davee 0,5 mg/kg. O 45 minut pozdé&ji se pocitaly lateralni pohyby hlavy.

Vysledky

Vysledky tohoto experimentu jsou shruty v tabulce 5.

Tabulka 5

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

Skupina Hodnoceni 1é¢eni stereotypniho chovéni
Kontrolni (6) - 87+ 10
Kontrolni (5) (+) PAI 126 £ 16*
Kontrolni (4) (-) PAI 94+ 18
Hypoxii poskozena (5) - 93+ 12
Hypoxii poskozena (6) (+) PAI 143 + 6*

Cislo v zavorkich oznatuje podet testovanych zvifat
* p<0,001, vztaZeno k neo3etfené, hypoxiii postizené, skupiné nebo neosetiené kontrolni skupiné

Vysledky vtabulce S naznaduji, Ze (+)PAI zpisobil podstatné zvy3eni amfetaminem
indukovaného stereotypniho chovani jak u krys pokozenych hypoxii, tak u kontrolnich krys.
(-)PAI byl vtomto ohledu zcela inaktivni. Tyto in vivo vysledky potvrzuji piedchozi
biochemicka zjisténi, e (+)PAI je aktivnim inhibitorem MAO-B v mozku, zatimco (-)PAI je
v tomto ohledu inaktivni.
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Priklad 29
Vliv R(+)-PAI na zlep3eni nebo obnovu paméti

Cerstvé narozena mladata krys se podrobila kritké epizodé anoxie a potom se opét nechala
normalné rist, ¢imz se u nich vyvinulo dlouhotrvajici poskozeni paméti (Speiser a kol., Behav.
Brain Res., 30 89-94 (1988)). Toto poskozeni paméti je vyjadieno jako hor$i vykon v testu

rrrrr

Utinek R(+)PAI a S(—)PAI na zlepseni nebo obnovu pameti se stanovil v testu vyckavani pred
vstupem do cerné komory. Pokud je ucinna latka opravdu G&inna, potom prodlouzi latenci
odezvy na vstup do tmavé komory, ve které utrpély testované krysy pied provadénim
experimentu elektro$ok. Latence maximalni odezvy je 300 sekund.

Experimentalni protokol

Miladé krysy se podrobily, zpiisobem popsanym v ptikladu 27, postnatalni anoxii. R(+)PAI nebo
S(-)PAI se podaval podle jednoho z nasledujicich protokoli.

Protokol A

Kojicim matkdm se podavala davka jednoho z izomeru 1 az 1,5 mg/kg/den v pitné vodé, dokud
neprestaly kojit, tj. 21 dni. Potom se odstaveni potomci piimo o3etfovali, po dobu nasledujicich
20 dni, stejnou davkou G¢inné latky. OSetfeni se ukonéilo po &tyficeti dnech a test se provadél
Sedesaty den, tj. 20 dni po podani posledni davky G€inné latky.

Protokol B

Davka, kterd se zredukovala na 0,5 mg/kg/den, se podavala kojicim matkam dokud nepfestaly
kojit, tj. 21 dni a nasledné ptimo mladym krysam, a to az do Sedesétého dne, kdy se provedl test.

rrrrr

Pro tento test se pouzilo zafizeni tvofené osvétlenou komorou, ktera je spojena stmavou
komorou a posuvnymi dvermi, oddélujicimi tyto dvé komory. Pfi vycviku se krysa umistila na
30 sekund do osvétlené komory a potom se oteviely dvefe oddélujici obé komory. Krysa se
pohybovala do tmavé komory s latenci, ktera se zaznamenala. Po vstupu krysy do &erné komory
se dvefe zavfely a krysa prodélala tfisekundovy elektro$ok 0,3 mA, vedeny do nohou.

Retence (pamét) se stanovila opakovanim testu po 48 hodinich a zaznamenanim latence, ktera
piedchazela pohybu ze svétla do tmy, pFi¢emz za maximalni latenci se povazovalo 300 sekund.

Vysledky

Vysledky téchto experimenti jsou shrnuty v tabulce 6.
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Tabulka 6

UCINEK PAI ISOMERU NA DOBU VYCKAVANI PRED VSTUPEM DO CERNE KOMORY
U mlADYCH KRYS (60DENN{ KRYSY)

Protokol A
Skupina Osetieni Pied elektroSokem Po elektroSoku
Kontrolni - 49+ 13 201 £ 111
Kontrolni (+) PAI 49+ 19 220 + 100 (+9%)*
Kontrolni (-)PAI 48 + 13 192+ 116
Poskozeni anoxii - 45+ 11 183 + 109
Pogkozena anoxii (+) PAI 49+ 10 239 +99 (19%)*
PoZkozena anoxii (-) PAI 55£27 179 £ 123

Protokol B
Skupina Osetieni Pied elektroSokem Po elektrosoku
Kontrolni - 53+£20 104 + 101
Kontrolni (+) PAI 48+ 11 128 + 119 (+23%)*
Poskozena anoxii - 45+ 8 119 £ 105
Poskozeni anoxii (+) PAI 52+ 12 137 £ 136 (+15%)*
Poskozena anoxii (-) PAI 48+ 19 112+112

Obrazky reprezentuji latenci pro vstup do tmavé komory (v sekundéach), ve které krysy poprvé
utrpély elektroSok

* Naznatena procentickd zvy3eni jsou vzta’ena k hodnotim odpovidajicim anoxické nebo
kontrolni skupiny

Vysledky experimentii naznaduji, ze (+)PAI je na rozdil od (-)PAI (€inny pokud, jde o zlep3eni
paméti anoxii poskozenych krys a kontrolnich krys. Latky, G¢inné v tomto testu, jsou povazovany
za latky, které mohou byt G&inn& pouzity pfi lé¢eni riiznych poskozeni paméti, demence
a zejména pfi lé&eni senilni demence Alzheimerova typu.

Priklad 30

Utinek R(+) PAI na anoxii indukovany hyperaktivni syndrom u juvenilnich krys

Krysy, které se podrobily postnatalni anoxii a nasledné nechaly rist za normalnich podminek,
vykazovaly ve véku 10 az 42 dni zvySenou motorickou aktivitu na otevieném poli (Hertskowitz
a kol., Dev. Brain Res., 7, 145-155 (1983)).

Ukolem tohoto testu bylo stanovit vliv R(+)PAI a S(-)PAI na tento hyperaktivni syndrom.
Experimentalni protokol

Anoxie se provedla na mladatech krys prvni postnatalni den. Tyto krysy se umistily do sklenéné
komory a na 25 minut se vystavily 100% dusiku. Potom se resuscitovaly preruSovanou masazi,

lehce aplikovanou na hrudnik, a nasledng vratily ke svym matkém. Kontrolnim krysém bylo
poskytovano stejné oSetfeni s tou vyjimkou, Ze se namisto dusiku pouZil kyslik.
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R(+)-PAI nebo S(-)-PAI (0,5 mg/kg/den) se podavaly kojicim matkdm v pitné vodg, také se
ptenesly na potomky prostfednictvim mléka.

Pohyb se m&fil v Sesti klecich, zcela sledovanych po€itadem (28 x 28 cm), zaznamenanim po¢tu
pribhii v prib&hu dané Zasové periody. Prebéhy miizky infratervenych paprski ve 4cm

intervalech iniciovaly elektrické impulzy, které pfejimal pogita. Zaznamy pohybové aktivity se
provedly ve véku 15 a 20 dni, a to pii patnactiminutové sledované period¢.

Vysledky

Vysledky experimentt jsou shrnuty v tabulce 7.

Tabulka 7
VLIV JEDNOTLIVYCH ENANTIOMERU NA ANOXII-INDUKOVANY HYPARAKTIVNI
SYNDROM

Skupina Osetfeni 15denni krysy 20denni krysy
Kontrolni ~ 414+ 192 (11) 808 £ 212 (12)
Kontrolni (+)PAI 254+ 149 (11)c 719+ 110 (13)
Poskozeni anoxii - 482+ 119(7) 858 + 96 (9)
Poskozena anoxii (+) PAI 276 £ 186 (15)a 737+ 150 (16) c
Poskozena anoxii (-) PAI 334+ 196 (5) 778 + 232 (6)

Cisla v zavorkach znamenaji po&et testovanych zvifat

Hodnoty znamenaji poéty pfeb&hi mtizky infratervenych paprski v kleci béhem 15 minut

=\

p<0,001 vztaZeno k anoxii podrobené skupiné

o

p<0,05 vztaZeno k anoxii podrobené skuping

¢ p<0,05 vztaZeno ke kontrolni skupiné

Tyto vysledky naznaluji, Zze dlouhodobgjsi oralni lé¢eni R(+)}-PAI pii divce 0,5 mg/kg,
podavané kojicim matkam a pfi kojeni prostfednictvim mléka potomkiim, podstatné zlepSuje
hyperaktivni syndrom. Z téchto zjidténi vyplyva, ze R(+)-PAI miZe byt G¢inn€ pouZit jako
0¢inna latka pri 1é¢eni déti trpicich hyperaktivnim syndromem.

Priklad 31

Stabilita je dilezitym faktorem pfi volbé optimalni soli jako terapeutické i¢inné latky. Riizné soli
mohou ovlivitovat fyzikalné—chemické a biologické charakteristiky G¢inné latky a mohou mit
zna&ny vliv na jeji celkové vlastnosti (Berge S.M. a kol., J. Pharm. Sci. 66, 1 (1977); gould P.L.,
Int. J. Pharmaceutics, 33, 201 (1986)).

Experiment

Syntézy PAI soli

Roztok prislusné kyseliny (1 mol-ekv.) ve 2-propanolu se ptidal za stdlého michani do roztoku
PAI (1 mol—kv.) ve 2—propanolu (Ar, BHT). Vznikla sil se pfefiltrovala, promyla 2—propa-
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nolem a etherem a vysusila za sniZzeného tlaku. VytéZky se pohybovaly v rozmezi 70 az 90 %.
Vyjimka byla udin&na pfi pfipravé PAI acetétu, kdy se jako rozpoustédlo pouZil ether.

Analytické metody

Chromatografické separace se provadély za pouziti B 5 p 125x4 mm kolony Lichrosphere 60 RP
(Merck), HPLC (Jasco BIP-1) vybavené L-4200 UV-Vis detektorem (Merck—Hitachi)
nastavenym na 210nm a D-2500 chromatointegratorem (Merck-Hitachi). Elu¢ni &inidlo
a fedidlo byly tvoteny z 80% destilovanou vodou a z 20% acetonitrilem (HPLC kvality) a 0,07 M
kyselinou perchlorovou, nastavenou na pH 2,5 vodnym roztokem amoniaku. Rychlost pritoku
kolonou dosahovala 1 ml/min, roztok pfislusné PAI soli mé&l koncentraci 250 ul/ml a do
chromatografického systému se injektovalo 20 pl roztoku.

Rozmezi tavné teploty se méfilo pomoci automatického zafizeni (Mettler FP 80) a termo—
gravimetrickd analyza se provadéla na pfistroji Mettler TA 3000 pifi rychlosti 10 °C/min
v aplikovaném rozmezi. Rozpustnost se urdila pfislusnym nafedénim supernatantu z vodného
roztoku nasycené PAI soli a méfila na UV-Vis spektrofotometru UVIKON 941 (Kontron). Ktera
solna forma (mono-— nebo di-sil) vznikla se zjistilo elementarni analyzou za pouZiti standardniho
vybaveni pro stanoveni C, H, N a S. Hodnota pH se méfila v 1% vodném roztoku PAI soli.

Vysledky

Vlastnosti riznych soli jsou shmuty v tabulce 8.

Tabulka 8
FYZIKALNE-CHEMICKE VLASTNOSTI PAI SOLI

PAI-sil pH Rozpustnost Tavné % hmotn. Solna
mol. hmotn. mg/ml rozmezi (°C) zirdta forma
vinan 492 5,5 33 176,2—-177,3 LTO,1 di
mesylat 267 43 635 156,8-157,6 0,1 mono
maleinat 287 4,0 NLT 1000 87,2-87,8 0,1 mono
sulfat 440 3,9 485 159,4-161,1 3,2 di
chlorid 207 42 238 177,0-180,0 LTO0,5 mono
tosylat 343 4,4 60-70 129,3-129,9 LTO,1! mono
fumarat 287 3,5 95 125,4—-126,2 0,2 mono
fosfat n.a. 7,0 NTL 720 109,5-110,4 n.a. n.a.
esylat 279 2,4 NTL 300 n.a. n.a. mono
octan 231 6,1 NTL 720 69,2-69,7 0,4 mono

n.a. = neni dostupna

Studie, porovnavajici stabilitu soli, se provadély za urychlujicich podminek: I) ohfivanim na
80 °C po dobu 72, 96 nebo 144 hodin; a II) ohfivanim na refluxni teplotu v isopropanolu po dobu
30 hodin. Vyvinuté degrada¢ni produkty se méfily HPLC a potvrdily pomoci TLC. Vysledky
jsou uvedeny v tabulce 9, pfitemz relativni retendni doba (vztaZena k PAI piki; RRT) je
vyjadiena jako procento plochy, vztazené k celkové integrované pikové plose.
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Tabulka 9
DEGRADACNI PRODUKTY VYVINUTE V PAI SOLICH ZA ZRYCHLENYCH
PODMINEK
Siil 80°C/72 h 80 °C/144 h Reflux v iPrOH/30 h
RRT® %> RRT % RRT %
sulfat ND¢ ND ND ND 0,47 0,22
0.60 0,72
fosfat 0,60 0,22 0,60 0,57 0,60 2,67
0,74 0,21
1,84 0,20
1,98 0,73
chlorid ND ND ND ND 2,23 0,71
mesylat 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
0,73 0,13 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

omezeni kvantifikace = 0,08%

n.a. = neni dostupné

*Relativni retenéni &as (vztaZzeno k PAI piku)

®Plosné procento vztazené k celkové integrované pikové plose

‘MnozZstvi detekovanych negistot

9Ethylsulfitova sil

Soli se piedlozily vizualni kontrole barvy a formy. Zji$téni jsou shrnuta v tabulce 10.
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Tabulka 10

VZHLED PAI SOL{ ZA DESTRUKCNICH PODMINEK

Sil 80°C/72 h 80°C/96 h {80 °C/144 h Reflux v iPrOH/30
sulfat Ne zcela bily prések | n.a. Ne zcela bily prasek Hnédy prasek

fosfat Hnédavy prasek n.a. Hnédy prasek Hnédy prasek

chlorid | Bily prasek n.a. Bily prasek Ne zcela bily prasek
mesylat | Bily praSek n.a. Bily prasek Bily prasek

maleinit | Hnéda tavenina Hnéda n.a. Hnéda tavenina

esylat Hnédava tavenina | n.a. Tmavé hnéda tavenina | Tmavé hnéda tavenina

n.a. = nedostupny

Tyto studie ukazuji, Ze siran, esylat a mesylat vykazuji oproti ostatnim solim, diky své dobré
rozpustnosti a chemické stabilité, zna&né vyhody. Z té&chto tii soli je diky své vynikajici stabilité,
ato i za destrukénich podminek, nejvyhodné;si soli mesylat.

Ptiklad 32
Zvrat haloperidolem—indukované katalepsie u mysi

Sameéci ICR mys$i, o hmotnosti 25 az 30 g, se pfedoSetiili nékterou z nasledujicich (€innych
latek: fyziologickym roztokem, (R)-PAI mesylatem nebo racemickym PAI mesylatem. VSechny
ainné latky se podavaly i.p., v objemu 0,2ml. O dv& hodiny pozdéji se vdavce 6 mg/kg
v objemu 0,1 az 0,2 ml injektoval s.c. haloperidol. Testy pohybové koordinace se provadely
3 hodiny po podani haloperidolu, tj. 5 hodin po podani predpokladanych ochrannych G&innych
latek.

Testy pohybové koordinace a rigidity se kvantifikovaly podle tfi rliznych parametrii: (a) podle
schopnosti prejit po délce horizontalni ty¢ 80 cm dlouhou; (b) podle schopnosti seSplhat
obhéejem smérem doli vertikilni ty¢ 80 cm dlouhou; (c) podle setrvani bez pohybu
v neptirozeném sedu, pfi kterém je bicho mysi tlageno proti ,,zdi®. Uplny vykon, jako v ptipad&
haloperidolem neoSetfenych mys3i, je dan &tyfmi body v kazdém testu, nebo dvanicti body ve
viech testech. Za slaby vykon jsou povaZovéany jeden aZ tii body. Kli¢ k hodnoceni je uveden
v tabulce 9A. Vlivy riiznych &inidel pti antagonizaci haloperidolem—indukované katalepsie jsou
uvedeny v tabulce 11. TFi hodiny po podani haloperidolu dosihla (R)-PAI mesylitem udélena
ochrana proti haloperidolu, podanému v davce 5 az 15 mg/kg, vrcholu pfi 7,5 az 10 mg/kg
(hodnoceni aktivity = 94 % kontrolniho fyziologického roztoku). Racemicky PAI mesylat
udéloval pfislusnou ochranu, pokud se podal v davce 7,5 az 15 mg/kg a nebyl aktivni pfi davce
5 mg/kg. Z obrazku 17 je patrné, Ze profil davka-i¢inek (R)-PAI mesylatu nebo racemického
PAI je takovy, Ze pti zvydeni nad hodnotu 10 mg/kg dojde ke sniZeni Ginku, a Ze racemicka
smés ma obecné nizdi udinnost. To znamen4, Ze racemicky PAI mesylat v davce dvakrat vy3si
nez (R)-PAI mesylat bude vzdy méné ikinny nez uvedeny (R) enantiomer.

Zvrat a-MpT-indukované hypokinese u krys

Predpoklada se, Ze u¢inna latka a-MpT inhibuje tvorbu L-DOPA ztyrosinu a tedy tvorbu
samotného dopaminu. Nedostatek CNS dopaminu je vyjadien jako hypoaktivita. Sestimésiéni
sameéci krys Wistar (Harlan Orkack, UK) se pfedosetfily solnym roztokem, (R)-PAI mesylatem
nebo Rac PAI mesylatem, které se podéavaly v naznaenych davkach. O dvé hodiny pozdgji jim
byl podén i.p. a—MpT v davce 100 mg/kg v 0,3 az 0,5 ml. Kontrolnim krysim byl podén
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fyziologicky roztok. Potom se po dobu deseti hodin zaznamendvala motorickd aktivita
v pocitaem sledované kleci. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 12 a znazornény na obrazku 18.
Pii dédvce 2 mg/kg (R)PAI mesylat obnovuje ptiblizné z 90 % hladinu aktivity, vztaZeno
k aktivité krys oSetfenych fyziologickym roztokem. Rac PAI mesylat nebyl v tomto ohledu
aktivni. V druhém ptipadé mél profil kiivky, vyjadiujici zavislost a¢inku na davce, zvoncovity
tvar, z &ehoz vyplyva snizeni U¢inku pfi zvySeni davky nad 2 az 5 mg/kg. P¥i 5 mg/kg Rac PAI
mesylat nemohl dosahnout hladiny a€innosti srovnatelné s i&innosti (R)-PAI mesylatu podaného
v davce 2 mg/kg.

Z t&chto méfeni vyplyva, ze (R)-PAI mesylat a Rac PAI mesylat nesdili podobny vzor aktivity
pfi obnové normokineze u mysi osetfenych haloperidolem a u krys o3etfenych a—Mpt. V piipadé
viech analyzovanych davek byl (R)}-PAI mesylat vzdy G¢innéj$i nez Rac PAI mesylat, podany
v odpovidajici davce. Rovnéz maximélni u¢innost Rac PAI mesylitu byla vzdy nizsi neZ
maximalni G¢innost (R)}-PAI mesylatu. Takze Rac PAI mesylat je pfi dané dvce vzdy méné
u¢inn€j8i nez (R)-PAI mesylat pfi polovi¢ni davce. Zdvojenim davky Rac PAI mesylatu
vzhledem k (R)-PAI mesylatu se nedosahne G¢inku, ktery odpovida a&inku (R)-PAI mesylatu.

Farmakologicky nelze Rac PAI mesylat povazovat za smés tvoienou z 50 % uéinnou slozkou,
kterou je (R)-PAI mesylat, a z 50 % inertnim materialem, jakym je fedidlo. P¥itomnost (S)-PAI
v Rac PAI mesylatu ma nezadouci vliv na G¢innost (R)-PAI, coz vede k vice jak dvojnasobnému
sniZzeni a¢innosti. SniZzeni muze byt ptimo disledkem nezidouciho vlivu (S)-PAI na behavioralni
parametry.

Tabulka 11

ZVRAT HALOPERIDOLEM-INDUKOVANE KATALEPSIE U MYSi, DOSAZENY PRI
APLIKACI (R)}-PAI MESYLATU A RACEMICKEHO MESYLATU

Mysim se podaly jednotlivé testované u¢inné latky i.p. v naznagenych davkach. O dvé hodiny
pozd&ji byl mySim, zpisobem popsanym v textu, podan haloperidol. Uvedené davky jsou
zamysleny pro volnou bazi.

(R)-PAI mesylat Rac PAI mesylat
Davka Hodnoceni n % kontroly | Hodnoceni n %
mg/kg +SEM +SEM kontroly
1,8 7,2+1 6 60 7,0£0,6 6 59
3,0 6,4+0,5 6 60 5,9+0,7 6 49
5,0 8,7+0,9* 6 73 6,4+0,4 6 53
7,5 11,04£0,4*** 5 92 9,4+0,8++ 6 78
10 11,310,3*** 6 94 9,2+0,6*** 6 77
15 10,8+0,5%** 5 90 8,8+0,8*** 6 73
Kontrolni 1240 12 100
fyziologicky
roztok
Samotny 6,610,3 16 59
haloperidol

Statisticka 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 zna¢né lisi od hodnoceni pro racemicky PAI pfi davce 5 mg/kg
p<0,05; pfi ddvce 10 mg/kg p<0,01; a pfi davce 15 mg/kg p<0,05.
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Tabulka 11A

KL{C PRO HODNOCENI HALOPERIDOLEM-INDUKOVANE KATALEPSIE U MYS|
A JEJIHO ZVRATU DOSZENEHO RUZNYMI CINIDLY

Vertikalni ty<:

Neni schopna uchopit ty¢ nohama

Je schopna uchopit ty¢, ale sklouzne z tyce

Je schopna uchopit ty¢, astecné klouze, ¢astecné sléza dolt
Je schopna uchopit ty¢, sléza dolii za pouziti viech ¢tyf nohou

BN -

Horizontalni ty¢:

Neni schopna uchopit ty¢, pada dolt

Je schopna uchopit ty¢, ale neni schopna udélat na ty¢i vice nez dva kroky
Je schopna uchopit ty¢ a piejit pllku tyce

Je schopna uchopit ty¢ a piejit celou ty¢

W N -

Vydrz v klidu, v sed€ proti sténé:

Nehybnost delsi nez 5 minut
Nehybnost 3 az 5 minut
Nehybnost 1 az 3 minuty
Nehybnost 0,1 minuty

W N -

V ptipadé, Ze se chovani pohybovalo nékde na rozhrani dvou kategorii, napfiklad na rozhrani
kategorie 2 a 3, se kryse udélilo hodnoceni 2,5.

Tabulka 12

OBNOVA POHYBOVE KATIVITY U KRYS, OSETRENYCH o-METHYL-p-TYROSINEM
(a~MpT) PRI DAVCE 100 mg/kg i.p.

Krysam se podaly testované a¢inné latky i.p. v naznaenych dévkach. Po dvou hodinach jim byl
podan o-MpT a bezprostfedn& potom se umistily do kleci, ve kterych se urlovala jejich celkova
pohybova aktivita, ktera se automaticky zaznamenavala po dobu deseti hodin, zpiisobem
popsanym Vv textu.

(R)-PAI mesylat Rac PAI mesylat
ﬁ)’:/"l:; Hidggizm n | % kontroly Hidgg;:m n | % kontroly
2 14 132** + 1457 7 89 9,035 + 829 6 57
5 12 893 + 1869 7 81 10 926* + 820 8 69
7,5 6679 +414 4 42 9698 + 557 4 61
Kontrolni
fyziologic| 15862 £1424 5 100
ky roztok
Samotny | g 1ogrexs 810 | 6 51
o—Mpt
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Statisticka hodnota podle Studentova ,,t“ testu: *p<0,01; ***p<0,001 pro testované Gi¢inné latky
+ a-Mpt vs. o-MpT samotny a—MpT samotny vs. kontrolni fyziologicky roztok

Hodnoceni pro (R)-PAI se zna&né li§i od hodnoceni pro racemicky PAI pii davce 2 mg/kg
p<0,01.

Ptiklad 33

Utinky (R)-PAI mesylatu na krysy pfi vnitfnim drazu hlavy
Metoda

1. Indukce trazu

Uraz hlavy se u same¢ki krys indukoval za etherové anestézie dobie kalibrovanym zivaZovym
zafizenim, které dopadlo na exponovanou &ast lebky, ktera pokryva levou mozkovou hemisféru
lezici 1 aZ 2 mm bocné od stfedové linie ve stfedni kolonalni roving.

2. Hodnoceni motorické funkce

Jednu hodinu po zpiisobeni trazu se krysy testovaly podle celé fady kritérii, ktera hodnotila jejich
neurologické vysledky (kritéria popsal Shohami a kol., v J. Neurotrauma, 10, 113 (1993)). Tato
kritéria, oznatovana jako Neurological Severity Scoe (Skére neurologické zivaznosti (NSS)),
sestavaji z fady reflexii a motorickych funkci. Body jsou ud&lovany na zakladé nedostatkd, pokud
Jde o tato kritéria, a hodnoceni se op&t provedla po dvaceti &tyfech hodinéch.

3. Hodnoceni mozkového edému

Po druhém hodnoceni motorické funkce (24 hod) se mozky odstranily. Vzorek tkang (~20 mg) se
zvazil za i¢elem ziskani mozkové hmotnosti tkané (wet weigh (WW)). Po 24hodinovém sudeni
v eksikacni peci pfi 95 °C se vzorek opét zvéZil a ziskala se tak sucha hmotnost (dry weigh
(DW)). K vypoctu procenta vody ve tkani se pouzil vzorec (WW-DW) x 100/WW.

4. Osetfeni ucinnou latkou

(R)-PAI mesylat se rozpustil ve vod&. Krysém se intraperitonealné 0, 4, 8 a 12 hodin po indukci
urazu hlavy aplikovala ¢inna litka v davce 0,1 mg/kg télesné hmotnosti. Kontrolni krysy se
oetfily ve stejnych asovych okamzicich vodou.

Vysledky

NSS, které bylo mirou ,klinického* stavu krys, bylo vétSinou u o3etfenych a neosetfenych skupin
Jednu hodinu po poskozeni hlavy identické, ale pfi druhém hodnoceni, tj. o dvacet &tyfi hodin
pozdgji, bylo u krys oetfenych (R)-PAI mesylatem podstatné niZ$i (tabulka 13). Tyto vysledky
naznaCuji, Ze PAI mesylét je G¢inny pi zlepSovani obnovy motorickych funkci u krys, u kterych
do3lo k vnitinimu poranéni hlavy.

Dvacet &tyfi hodin po trazu byl nalezen v hemisféte hlavni edém (85,4 % vody v mozku
kontrolnich krys vs. 78,5 % v neposkozené mozkové tkéni). PAI mesylat byl Gi&inny pii redukci
edému, jak vyplyva z jeho vlivu na procento vody ve tkani.

Na zakladé shrnuti ziskanych vysledkii lze tvrdit, Ze (R)-PAI mesylat ma v piipadé modelu

simulujiciho huménni nervové poskozeni a pfi indukci vnitfntho Grazu hlavy neuroprotekéni
vlastnosti.
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Tabulka 13
ANSS ;
NSS (1h=24h) % H,0 v mozku
1h 24 h
Kontrolni (n = 6) 15,6 12,3 4305 854 10,4
(R)-PAI "
Mesylét (n = 6) 16,7 102 | 65£0,7* 82,1 £ 0,6

** P < 0,05 (Mann Whitney U—test)

** P < 0,005 (t-test)

Piiklad 34

l'Jéinky PAI mesylatu na prevenci NMDA indukovanou bunéénou smrt bunéénych kultur malého
mozku

Vysledky in vitro testl

Postupy
Kultury mechanicky disociovaného malého mozku neonatélni krysy

Maly mozek 3estidenni nebo sedmidennich krysich mladat se asepticky rozpitval a umistil do
15ml sterilni plastické konické zkumavky obsahujici 3 ml obohaceného média (média tvoreného
Dulbecem modifikovanym Eagleovym médiem (DMEM) s vysokou koncentraci glukézy (1 g/1),
2 mM (obj./obj.) L—glutaminu, antibiotickou antimitotickou smési a obohacenym 15 % (obj./obj.)
tepelné inaktivovanym fetilnim telecim sérem). Po dvaceti az dvaceti péti priichodech sterilni,
10 cm dlouhou, nerezovou ocelovou jehlou 13, nasazenou na Sml injekéni stéikacku, ve které
bylo vloZzeno nylonové sito s velikosti porii 45 um se maly mozek disocioval. Disociované buiiky
se 5minut odstfedily pfi 200g a po odstranéni supernatantu se builky resuspendovaly
v obohaceném médiu. Prezivani bun€k se ur€ilo vyluCovacim testem trypanové modfi. Buiiky se
nasledné naotkovaly pfi hustoté 200/mm’ na povrchy potaené poly—L-lysinem (poly-L~
lysinem potaZena sklenéna podlazni sklitka se pfipravila alespoii jednu hodinu pied o&kovénim,
ponofenim skli¢ek do sterilniho roztoku destilované vody obsahujiciho 15 pg/ml poly-L~lysinu
a bezprostiedné pred pouzitim se oplachla sterilni vodou a vysusila), piekryly obohacenym
médiem a inkubovaly se pfi 37 °C v atmosféfe obsahujici 5% CO, ve vzduchu a pfi 100%
vihkosti. Po &tyfech dnech v kultufe se médium nahradilo médiem obsahujicim poZadované
testované slouceniny. Experimenty se provadély duplicitné a opakovaly dvakrét nebo tfikrat. Po
zjiSt&ni zavislosti odezvy na toxické déavce testované slouceniny se porovnavaly &tyfi skupiny: (I)
kontrolni (samotné obohacené médium); (II) testovana sloucenina (jedna obohacené médiu); (II)
testovand sloufenina (jedna podskupina pro kazdou koncentraci (testované byly dvé
koncentrace)); (III) N-methyl-D-aspartit (NMDA, expozice koncentraci 1 mM po dobu
3 hodin), jako cytotoxické vyzva; (IV) testovana slougenina plus NMDA (jedna podskupina pro
kazdou ze dvou koncentraci testovanych slou¢enin); (V) kontrolni skupina pro testovani vlivu
rozpoustédla (ve kterém je testovana sloucenina rozpusténa); a (VI) dalsi ,,pozitivni kontrolni*
skupina sperminu (0,01 uM rozpusténych v kulturnim médiu) plus NMDA. PfeZiti nervovych
bunék se hodnotilo fazovou kontrastni mikroskopii a barvenim tripanovou modii po 24 hodinach.
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Vysledky

Zjistilo se, ze kyselina glutamova (Glu) vykazuje neurotoxické vlastnosti, které se exprimuji ve
vaznych neurologickych onemocnénich zahmujicich epilepsii a mrtvici, a nejpravdépodobné;ji
rovnéz v mozkovych neurodegenerativnich nemocech, napfiklad v Parkinsonové chorobé,
Alzheimerové chorobé a traumatickém poSkozeni mozku. Neurotoxické ucinky glu jsou
mediovdny membranu véazicimi glu receptory, napfiklad N-methyl-D-asparatovymi (NMDA)
receptory.

Ziskané vysledky shrnuté v tabulce 14 ukazuji, ze 10 pM (R)-PAI mesylat zvySuje pocet bunék
malého mozku, které piezivaji po expozici | yM NMDA o 27 procent. Tyto in vitro vysledky
podporuji in vivo G¢inky (R}-PAI mesylatu prezentované v piikladech 33 a 35, z ¢ehoz vyplyva,
Ze tato ucinna latka ma neuroprotekéni vlastnosti v pripadé neurotoxické koncentrace NMDA.

Tabulka 14

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

Pokusné skupina | Piezivajici buiiky ] Procenticka ochrana
Cerebralni kultury

(Toxicita TDzs =30 p.M, TDSO =85 }J.M, TDIOO =320 P.M

Kontrolni 100

Rozpoustédlo 97

NMDA 10

Rozpoustédlo + NMDA 10 ; 0
Slouéenina + NMDA:

1) 0,01 uM + NMDA 12 2
2) 1,00 uM + NMDA 22 12
3) 10,00 uM + NMDA 37 27
Spermin + NMDA 75 65

Hodnoty, které jsou vyjadieny jako procento neoSetfenych kontrolnich vzorki, reprezentuji
priumér dvou duplicitnich b&hii experimentti kultury a pramér + SEM &ty zvitat pro ischemii.
Hodnota procentické ochrany vyjadfuje ucinek testované slouceniny po odeéteni vlivu
rozpoustédla.

Priklad 35
Vliv (R)-PAI mesylatu po rozdrceni krysiho zrakového nervu
Neuroprotekéni G¢inky (R)-PAI mesylatu se urily bezprostfedné po rozmagkéni zrakového

nervu u dospélé krysy. Kratkodobé ucinky se méfily metabolicky a dlouhodobé uéinky se
stanovily elektrofyziologicky.
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Metody

1.

a)

b)

d

Metabolicka méfeni
Obecné

Pouzil se zpiisob, ktery popsal Yoles a kol. v Investigative Opthalmology & Visual Science,
33, 3586-91 (1992). P¥i metabolickych méfenich kratkodobych icinkd se monitoroval
pomér mitochondrialni NADH/NAD, ktery zavisi na aktivit& elektronového transportniho
systému a tak indikuje Groveii energetické produkce. Zmény schopnosti nervu produkovat
energii v disledku poskozeni se urtily porovnanim NADH drovni v odezvé na umély
prechodny anoxicky inzult pfed a po poskozeni.

Povrchova fluorometrie — reflektometrie

Monitorovani intrametochondrialniho NADH redoxniho stavu se zaklada na skute¢nosti, ze
NADH, na rozdil od zoxidované formy NAD", flureskuje, pokud je osvétleno svétlem
o vinové délce 450 nm. Pro pienos svétla ke zrakovému nervu a od néj se pouzil pruzny
svazek optickych vlaken ve tvaru Y (svételny vodic). Svétlo, které emitovalo od nervu, se
méfilo pfi vinovych délkach: 366 nm (odrazené svétlo) a 450 nm (fluorescen¢ni svétlo).
Zmény v intenzité odraZeného svétla korelovaly se zm&nami tkafiové absorpce, které byly
zplisobeny hemodynamickymi efekty a s pohyby zrakového nervu, sekundamé pak se
zménily arterialniho krevniho tlaku a objemem nervu. Zjistilo se, ze fluoresceneni me&feni
jsou adekvatné upraveny pro méfeni NADH redoxniho stavu odettu odraZeného svétla
(366 nm) od fluorescenéniho svétla (pomér 1:1), &imZ se ziské spravny flurescencni signal.

Piiprava zvifat

Pouziti zvitat bylo v souladu s ,,Rezoluci ARVO o pouzivéani zvitat pro vyzkumné ucely*.
Samci krys Sprague-Dawley (SPD) o hmotnosti 300 az 400g se anestitikovaly
pentobarbitonem sodnym (50 mg/kg intraperitonedln€). Pfi drzeni hlavy zvifete na miste,
pomoci drziku hlavy, se provedla pod binokuldrnim operatnim mikroskopem lateralni
katotomie a ve spojivce, botn& od rohovky, se provedl fez. Po separaci rektaktorovych
bulbalnich svali se identifikoval zrakovy nerv a jeho usek, dlouhy 3 az 3,5 mm, se
v blizkosti o&ni bulvy odkryl tupym rozpitvanim. Tvrdé plena se ponechala celistva a dbalo
se na to, aby nedoslo k poruSeni nervu. Okolo zrakového nervu se implantoval drzak
svételného vodide takovym zpiisobem, aby drZel svételny vodi¢ na povrchu zrakového
nervu, v misté 1 mm vzdéleném od mista poskozeni. Zvifata, stile je$té anestetikovana, se
nechala 30 minut zotavit zchirurgického zikroku a nasledné vystavila anoxickym
podminkdm. Anoxického stavu se dosahlo tak, ze se krysy nechaly dychat dvé minuty
v atmosféie 100% dusiku, naCet se opét vratily ke kysliku. Za uCelem vyhodnoceni
metabolické aktivity zrakového nervu se relativni zmény intenzity odrazeného
a fluorescenéniho svétla, v odezv€ na anoxii, zméfily pfed a po poskozeni zplsobeném
drcenim.

Experimentalni protokol pro poran&ni zplisobené drcenim a metabolickd méfeni.

Pomoci lékaiskych kledti s kalibrovanym prifezem se na nervu mezi okem a drzikem
svételného vodie, drcenim, pfi tficetisekundovém tlaku odpovidajicim 120g, zplsobilo
poranéni nervu. Bezprostfedn& po poran&ni se zvifatiim podala intraperitonedlnimi injekcemi
voda s (R)}-PAI mesylatem (2 mg/kg) a samotné voda. Pro stanoveni aktivity anergetického
produkéniho systému se méfila NADH odezva na dvouminutovou anoxii u vSech zvifat pred
poskozenim, 30 minut po poskozeni a dile v hodinovych intervalech, pfiemZ posledni
méfeni se provedlo 4 hodiny po poskozeni (viz obrazek 19).
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2. Elektrofyziologicka méfeni

Tento zplisob popsal Assia a kol. v Brain Res., 476, 205-212 (1989). Pfi téchto méfenich
byla preferovana stejnd piipravy zvifete a poskozeni zrakového nervu jako v ptipadé
metabolickych studii.

Bezprostiedné po poskozeni pijala zvifata jednu injekci vody s (R)-PAI mesylatem
(0,5 mg/kg) a jednu bez (R)}-PAI mesylatu. Ctrnact dni po poskozeni a oetieni se zrakové
nervy vyjmuly a elektrofyziologicky méfily. Pfed odstranénim zrakovych nervii pro ucely
elektrofyziologickych méteni se krysy hloubkové anestetikovaly 70 mg/kg pantobarbitonu.
Z lebky se odstranila kiize a zrakové nervy se oddélily od bocnich bulev. Provedla se
subtotalni dekapitace a lebka se oteviela pomoci 3tipacich klesti. Maly mozek se vyjmul
boéng, &mz se odkryla intrakranilni ¢4st zrakového nervu. Provedla se pitva na drovni
nervu, ktery se nasledné premistil do lahvitek obsahujicich Cerstvy solny roztok obsahujici
NaCl (126 mM), KC! (3 mM) NaH,PO; (1,25 mM), NaHCO; (26 mM), MgSO, (2mM),
CaCl, (2 mM) a D-glukézu (10 mM), ktery byl pFi pokojové teploté zavzdusnén 95 % O, a
5% CO,. Nervy se uchovavaly vtomto roztoku, ve kterém ziistane elektricka aktivita
stabilni alespoti po dobu 3 a% 4 hodin. Po piil hodin& regenerace pti pokojové teploté se
ziskaly zkonce zrakového vlékna, vzdaleného od rozdrcené léze, elektrofyziologické
zaznamy. Konce nervu se nasledné pripojily ke dvéma odsavacim Ag-AgCl elektrodam,
ponofenym ve smadecim roztoku, pii 37 °C. Stimulaéni pulz se aplikoval pfes elektrodu na
vzdaleném konci a ak&ni potencidl se zaznamendval pomoci vzdalené elektrody. Pro
supramaximalni elektrickou stimulaci (0,5 pps) se pouZil stimulator grass SD9. Naméteny
signal se pienesl do predzesilovate Medeles PA36 a nasledné do elektromyografu (Medelec
MS7, AATT zesilovale). Roztok, stimulator a zesilovaé mély spole¢ny podklad.
Zaznamenala se a maximalni amplituda osmi primémych akénich potenciald slougeniny
(CAP), ktera se rovn&z vyfotila pomoci polaroidu. Jako referenéni hodnoty slouZily hodnoty
CAP, naméfené u kontralateralnich neposkozenych nervi.

Vysledky
Vysledky ukazuji, e (R)-PAI mesylat, aplikovany bezprostfedn& po poskozeni zrakového nervu,

blokoval poskozenim indukovanou redukei energetické produkce. (R)-PAI mesylat ma rovnéz
dlouhodobé tginky, jak zjistilo elektrofyziologické monitorovani.

CAP (akéni potencidly slouteniny) amplituda pfimo korelovala s poltem vodivych vlaken
v testovaném segmentu nervu.

(R)-PAI mesylat podstatn& tlumi poskozenim indukovanou ztratu aktivity distalniho segmentu
poskozenému nervu, z &ehoZz vyplyva, ze (R)-PAI mesylat je neuroprotekénim &inidlem nebo
alespoii &inidlem zpomalujicim degeneraci.

Tabulka 15

ELEKTROFYZIOLOGICKA MERENI

. CAP amplituda (uV)
Skupina (Priimér + standardni odchylka)
Vehikulum N =13 441 £95
(Ry-PAI mesylat N =7 2104 +313*
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Priklad 36
Srovnani antikonvulzivnich vlastnosti R—PAI a S—PAI soli

Jak (R)-PAI tak (S)}-PAI HCI soli maji zna&né antikonvulzivni d¢inky. U mysi (pfi i.p. podani),
pouzitych v maximalnim elektroSokovém testu (MES testu), ma (S)-PAI HCl vy33i anti-
konvulzivni G¢innost (EDs=57 mg/kg) nez (R)-PAI HCI (ED5=79 mg/kg). Analogické vysledky
se ziskaly u krys (p.o. podani). Ctyti krysy ze &tyf byly chranény pfed zichvaty v MES testu,

. pokud jim bylo podano 50 mg/kg (S)-PAI HCI, zatimco po stejné dévce (R)-PAIHCI byly

chranény tfi ze &ty mysi. Pokud jde o u&innost v ptipad® Parkinsonovy choroby, je zvySovani
antikonvulzivni G&innost 3kodlivym vedlej$im G&inkem. Stejny trend se objevuje v ptipadé
mesylatovych soli. (S)-PAI mesylat ma v MES testu vy33i antikonvulzivni i¢innost nez (R)-PAI
mesylat. P¥i divkich 100 mg/kg (S)-PAI mesylat chranil tfi mySi ze tfi, zatimco (R)-PAI
mesylat chranil pfi identické davce pouze jednu mys ze ti. MES test je klasickym modelem pro
indikaci G&innost pro paracialni a generalizované zachvaty u lidi. Mechanizmus G€innosti tohoto
ginidla spo&ivé v jeho schopnosti branit $ifeni zachvatii. Nicméné nékteré latky, které brani Sifeni
zéchvatu, maji vedlej$i Geinek, ktery spo&iva ve snizovani kfe¢ového prahu. Tato €inidla maji
tedy jak prokonvulzivni, tak antikonvulzivni vedle;jsi a€inky.

Ziskané vysledky tedy ukazuji, Ze (S)-PAI mesylat ma prokonvulzivni i¢innost. Pfi testu m&fené
intravendézni infuze metrazolu redukuje 141 mg/kg (S)-PAI mesylatu dobu infuze a tedy
mno¥stvi Metrazolu, potfebného pro vyvolani jak prvniho mistniho zichvatu, tak pro potatek
tkubavé kiele. Dalsi Cinidla, ktera se zpravidla pouzivaji p¥i parcialnich a generalizovanych
zéichvatech, napiiklad fenytoin a karbamazapin, tento efekt nevykazuji. (H. J. Kupferberg,
Epilepsia, 30, s51-s56 (1989)). Stejn& tak (S)}-PAI mesylat vykazuje podstatné vy3si akutni
neurotoxicitu nez (R)-PAI mesylat. Pfi 300 mg/kg (R)-PAI mesylat nevykazuje u mysi, pfi testu
zjisfujicim poruchu koordinace na rotujici ty¢i, zddnou neurotoxicitu. PFi pouZiti (S)-PAI
mesylatu vykazuji étyFi my3i ze &tyf neurotoxicitu a kieCovitost.

Metody
TDs; (stiedni toxicka davka)

Tento test méfi neurologické nedostatky pomoci testu poruchy koordinace na rotujici ty€i. Mys se
umisti na ty¢ s boulovitym povrchem, ktera se otaci rychlosti 6 ot./min. Potom se v kazdém ze tfi
pokusii zjistuje, zdali ma my3 schopnost udrZel rovnovahu a udrzel se na ty¢i po dobu jedné
minuty.

Test mé&fené intravendzni infuze Metrazolu

Tento test méfi u kazdého zvitete minimalni kieCovy prah. Metrazol se aplikuje formou infuze,
kterd se podava rychlosti 0,185 mg/ml do ocasni Zzily my3i. Potom se zaznamena Cas
(v sekundach), ktery uplyne od politku infuze od okamziku, kdy se objevi prvni zaSkub
(prvni fokalni zichvat) a pocatek Skubavé kiede (Skubavy zichvat). Prokonvulzivni Cinidla
potiebuji pro vyvolani t&chto pfiznaki mén& Metrazolu a vykazuji tedy kone¢né body v kratsi
¢asové periodé.

Priklad 37
Periferni Gi¢inky (R)-PAI a (S)-PAI na stazitelnost preparati intestinalniho hladkého svalu.
Periferni G¢inky hydrochloridovych soli enantiomerti PAI se urily v izolovaném tenkém stievé

kralika nebo moréete. Tato pozorovani poskytuji uZite¢né informace o ptisludnych perifernich
vedlejsich Gincich u lidi. Prvnim bodem kontaktu subjektu s oralné podanou u&innou latkou
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je gastrointestinlni trakt, ve kterém jsou koncentrace G&inné latky mnohem vy3si nez po absorpci
a distribuci. V piipadé PAI hydrochloridu (MH = 208) byl 10mg oralni divka, obsazend pfiblizné
ve 100ml objemu kapaliny, odpovidala p¥iblizng koncentraci 0,5 mM. Terapeuticka koncentrace
(R)-PAI hydrochloridu v plazmé se naopak pohybuje v nanomolarnim rozsahu.

Zjisténi G&inkd enantiomerd PAI v izolovaném krali¢im la¢niku a ky€elniku morcete mélo zjistit,
zda bude spole¢ny prijem (S)-PAI a (R)-PAI (jak se nachazeji v racemickém PAI) produkovat
vedlejii utinky, které nebyly v ptipadé podani samotného (R)-PAI zjistény. (R)-PAI je diky sve
adinnosti a vysoké selektivné k této formé enzymu vyhodnym enantiomerem pro inhibici
MAO-B v mozku. (S)}-PAI je v tomto ohledu méné G&inny neZ (R)-PAI a neni rovnéz selektivni
k MAO-B. V zésad& by bylo mozné jeho pritomnost v PAI racematu tolerovat nebo piehlédnou
za piedpokladu, Ze by byl (S)-PAI pfi doporuéenych davkach (R)-PAl inertni.

Vysledky shrnuté v tabulkach 16 az 19 ukazuji, Ze (S)-PAI neni inertni latkou. V ky€elniku
morcete se (S) enantiomer neprojevil jako G&inn&j3i relaxalni latka nez (R)-PAIL Diky jeho
perifernim G¢inkim ho nelze povazovat za zanedbatelny. Tyto udaje ukazuji, Ze pfi podani
racemického PAI obsahujiciho ekvivalentni davku (R)-PAI by se mohlo vyskytovat vice
perifernich vedlej$ich G¢inkii nez pfi podéni Cistého (R)-PAL

Tabulka 16

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

Napinani krali¢iho laéniku, pfichyceného v orginové komote, vykazuje rytmické kontrakce,
které jsou inhibovany noradrenalinem, ale nikoliv tyraminem. Nicmén€ pokud se lacnik
piedosetti inhibitorem monoaminoxidazy, naptiklad PAI, potom tyramin zpiisobi uvolnéni
spontannich kontrakci. Rozsah uvolnéni mize korelovat s relativni i¢innosti inhibitoru.

Ucinna létka a koncentrace (uUM) 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
2 88
40 85-90
po (S)PAI 0,2 0
2 35
40 33-50
Vysledky

(S)-PAI je jako inhibitor mozkové MAO-B mnohem mén¢ ¢inny neZ (R)-PAL Takze (S)-PAl
neni pouzitelnym &inidlem v ptipadé prevence mozkové dopaminové degradace, ale miiZe
potenciovat tyraminem—evokované uvolnéni noradrenalinu s tenkém stfevé. Jeho u¢innost
v tenkém stfevé je nezadoucim vedlej$im acinkem, protoZe se da olekavat, Ze bude zvySovat
absorpci a pisobeni nezadouciho tyraminu. TakZe (S)}-PAl, pokud se pouzije spole¢n€ s (R)}-PAI
ve formé racemického PAI neni inertni latkou.
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Tabulka 17

ANTATONISTMUS BETHANECHOLEM-INDUKOVANYCH KONTRAKCI KYCELNIKU
MORCETE V PRITOMNOSTI 400 uM KAZDEHO ZE DVOU ENANTIOMERU PAI HCI

Napinani ky¢elniku mor&ete, pfichyceného ve fyziologickém roztoku v organové komofe,
zplsobi davkové zavislé kontrakce, pokud se oSetfi bethanecholem, ktery je enzymaticky
stabilnim analogem ptirozeného gastrointestinalniho pfenasee neuroni, jakym je acetylcholin.

Tyto kontrakce se v pritomnosti PAI zeslabily. Udaje jsou 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 2,6 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 2,6
200 6,2 4,3 3,8 2,6

Vysledky

(S)-PAI je vé&tSinou jako MAO-B inhibitor inaktivni, pokud jde o (R)-PAI, a neni tedy (¢inny
pti prevenci degradace mozkového dopaminu. Nicméné pfi prevenci bethanecholem—indukované
kontrakce tenkého stfeva je Gginn&jsi nez R(PAI). (S)-PAI, pokud se pouzije spolu s R(PAI) ve
formé racemického PAI, tedy neni inertni latkou.

Tabulka 18

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

Pevné stanovena davka histaminu (40 mM) zpisobuje vytrvalou kontrakci napnutého ky¢elniku
moréete, uchyceného ve fyziologickém roztoku v organové komofe. Pfiriistkové pfidavani
kazdého ze dvou enantiomerd PAI HCI zplsobuje davkové dependentni uvolnéni svalu.
Vysledky jsou vyjadfeny jako procentické uvolnéni, pfi¢emZ za 100% uvolnéni je povaZzovan

stav pied pfidanim histaminu.

Koncentrace PAI Procentické uvolnéni

uM (R) PAI (S) PAI
2 0 11
4 0 15
10 0 30
20 20
30 31 33
40 37 36
100 81 71

200 90

300 92

400 100 98
700 100

1000 100

-44-




10

20

25

30

35

40

45

CZ 288724 B6

Vysledky

(S)-PAI' je jako MAO-B inhibitor v mozku, vporovnéni s (R)-PAl inaktivni a tedy
nepouzitelny pii prevenci degradace mozkového dopaminu; ale pokud jde o uvoln€ni sttevniho
hladkého svalu, potom je aktivn&jsi nez (R) isomer. TakZe (S)}-PAI neni inertni latkou, pokud je
podan spole¢né s (R) isomerem ve formé racemického PAL

Tabulka 19

ANTAGONISMUS BETHANECHOLEM—INDUKpVANYCH KONTRAKCI KYCELNIKU
MORCETE KAZDYM ZE DVOU ENANTIOMERU PAI HCI

Pevné stanovena davka bethanecholu (0,8 uM) zpisobuje wvytrvalou kontrakci napnutého
ky&elniku morgete, uchyceného ve fyziologickém roztoku v organové komofe. Pfirastkové
ptidavani kazdého ze dvou enantiomerd PAI HCI zplsobuje davkové dependentni uvolnéni
svalu. Vysledky jsou vyjadfeny jako procentické uvolngni, pfi¢emz za 100% uvolnéni je
povazovan stav pfed pfidanim histaminu.

Koncentrace PAI Procentické uvolnéni
uM (R) PAI (S) PAI
20 25 40-50
60 25-50 60-70
100 50-70 100
300 100 100
Vysledky

(S)-PAI jako MAO-B inhibitor v mozku, v porovnani s (R)}-PAL inaktivni a tedy nepouzitelny
pfi prevenci degradace mozkového dopaminu; ale pokud jde o uvolnéni stfevniho hladkého
svalu, potom je aktivn&jii nez (R) isomer. TakZe (S)-PAI neni inertni latkou, pokud je podan
spole&né s (R) isomerem ve formé& racemického PAL

Priklad 38

Urtité uginky [R](+)PAI mesylatu na okluzi stfedni cerebralni arterie u krys, jako na model
mrtvice

Metody
1.1 Okluze stredni cerebralni arterie (MCAO) u krys

Pouzila se modifikace postupu, ktery popsal Tamura a kol. (1981). Samedci krysy Wistar
(Olac England—Jerusalem) o hmotnosti 300 aZ 400 g se neestetizovali roztokem equitesinu,
podaného i.p. pii davce 3 ml/kg. Ewuitesin sestiva z 13,5 ml roztoku pentothalu sodného
(60 mg/ml), 3,5 g chloralhydratu, 1,75 g MgSO, 33 ml propylenglykolu, 8,3 ml bezvodého
alkoholu, které byly doplnény do 83 ml destilovanou vodou. Chirurgicky zakrok se provedl
za pouziti operaéniho mikroskopu s vysokym rozlidenim, model SMZ-2B, typ 102 (Nikon,
Japan). Za ielem odkryti levé stfedni cerebrélni arterie se ve spankovém svalu proved| fez.
Spitka koronoidniho vyb&zku mandibuly se vyfizla a odstranila pomoci malych lékaiskych
klesti.
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Na spoji mezi stfedni pfi¢kou a stropem inferotemporalni jamky se provedla kraniektomie
s vrtanim zubii. Tvrda plena se opatrné oteviela za pouziti jehly 27. MCA se trvale ucpala
mikrobipolarni koagulaci pti nastaveni nizké energie, se zatatkem 2 az 3 mm od &ichového
traktu, mezi jeji kortikalni v&t3i k nosni kife a laterdlnimi arteriemi striata.

Po koagulaci se MCA oddélila mikrontiizkami a rozdglila tak, aby zajistila kompletni okluzi.
Potom se sesil spankovy sval a polozil pfes misto kraniektomie. Kiize se uzaviela pomoci
hedvabné sutury 3 az 0. Paralelni skupina my3i se podrobila kraniektomické operaci bez
kauterizace MCA. Behem celé chirurgické operace (20 aZ 25 minut) se u obou skupin
pomoci reguldtoru t&lesné teploty (Kyoristsu, Japan), sestavajiciho ze samoregulatniho
topného polstarku, ktery je pripojen k rektalnimu termistoru, udrzovala télesna teplota 37 az
38 °C. Dvacet ¢tyti hodin po chirurgickém zdkroku se stanovilo neurologické skore, aby se
stanovila zavaznost poskozeni u krys oetfenych i¢innou latkou v porovnani s neo3etfenymi
kontrolnimi subjekty. Po 48 hodinich se zvifata enastetikovala equitesinem a zdvaZnost
poskozeni se vizualizovala pomoci MRI postupu. Dale se urdil objem mozkové tkang,
poskozené v disledku ischemie.

Podani uc¢inné latky

[RI(H)PAI mesylat se podaval ip. injekci v 0,3 az 0,4 ml destilované vody podle
nasledujiciho rozvrhu: 1 mg/kg bezprosttedné po chirurgickém zakroku;

0,5 mg/kg 2 hodiny po chirurgickém zakroku;
1 mg/kg 20 aZ 24 hodin po chirurgickém zakroku.
MRI-SCAN ischemické mozkové léze

Vsechny experimenty se provadély za pouziti systému 4,7T BIOSPEC (BRUKER) (viz T.
Back akol.,, ,Diffusion Nuclear Magnetic Resonance Imaging in Experimental Stroke:
Correlation with Cerebral Metabolites®, Stroke (inor 1994) 25: 494-500). Ctyficet osm
hodin po MCAO nebo kraniektomii bez kauterizace se kazdé zvite podrobilo rychlému
vicetezému T1 vyvazenému zobrazeni (TR/TE), (500/25), &imZ se ur€ila pfesna poloha.
Potom se ziskaly obrazy T2-vyvaZzené mnoziny fezi (300/80) (5 po sob& jdoucich fezi
o tloudtce 3 mm).

Ke stanoveni velikosti a zavazmosti rozsahu infarktu se pouzily hyperintenzita, pozorovana
v T2 vyvazeném MRI 48 hodin po okluzi nebo po kvazi zékroku u kontrolnich zvifat.
U kazdé skupiny krys se urtovaly néasledujici MRI parametry:

¢. Ischemicka plocha (v mm?);
d. Plocha ischemické hemisféry (v mm?);
e. Plocha neovlivnéné hemisféry (v mm?).

Pouziti pfilehlych fezli umoZnilo prevést plodné jednotky na objemové jednotky
jednoduchym vynasobenim plochy 3itkou fezu.

Neurologické skore

Neurologické skore sestiva ze soutu celé fady hodnoceni pro posuzovani specifickych
motorickych aktivit u dané krysy. Stupnice hodnoceni za¢ina od 0 (Gpln€ normalni krysy)
a kon&i u 13 (zcela neschopné krysy). U vétsiny parametri se pfi hodnoceni pouZivaji pouze
hodnoty 0 (normalni) nebo 1 (neschopnd); u dalsich parametrii se pouZivd postupné
hodnoceni. V ramci studie se pouzily nasledujici testy:
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Obecné pozorovaci testy

hypoaktivita, zklidnéni, piloerekce

Motoricky reflex

Krysy se zavésily za ocas pfiblizné 15 cm nad podlahu. Normélni krysy zaujaly polohu, pfi které
se ob¢ jejich predni koncetiny natdhly smérem k podlaze a zadni nohy visely po strané
trapézovym zpisobem. MCAO zpiisobilo konzistentni flexi protilehlych koncetin.

Motoricka schopnost

Motorické schopnosti se hodnotila na zéklad® schopnosti krys udrzet se na ty&i o priméru 1 cm
pomoci protilehlych kongetin po dobu 5 aZ 15 sekund, pokud je krysa zavéSena na ty¢i za
ramenni jamky.

Motoricka koordinace

Normalni krysy jsou schopny vyb&hnout a sebéhnout 5 cm Siroky trdm, umistény na mirném
svahu. Chyba pii prechdzeni trimu v nékterém sméru znamena uréitou motorickou nekoordinaci,
nedostatek rovnovahy a slabost konCetin.

Chiize

Schopnost krysy opét zaujmout normélni polohu obou zadnich protilehlych kon€etin, pokud jsou
amyslné vysunuty ze své pfirozené polohy pfi stoji na tenkém tramu.

Rovnovéaha

Schopnost krysy zachytit se a udrZet rovnovahu na Gzkém tramu, Sirokém 2 cm.
Pohybova aktivita

Celkovy pohyb béhem patnacti minut v automatizované aktivni kleci.

Hodnoceni pro kazdy z vy3e uvedenych parametrii je naznaCeno v tabulce 20.
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Tabulka 20
NEUROLOGICKE SKORE NAVRZENE PRO KAZDY Z DESETI PARAMETRU POSTUPJE
A POHYBU
Parametr Skore
a. Aktivitav doméc_:i kleci normalni =0
hypoaktivni = 1
b. Zklidnéni zadné=0
zaznamenané = 1
c. Piloerekce Zadna=0

zaznamenana = ]
d. Extenze protilehlych pfednich kondetin krys smérem k podlaze, | dobra =0

pokud jsou zavéSeny za ocas ohnuté kondetiny = 1
e. RoztaZeni zadnich protilehlych koncetin krys, pokud jsou|dobré=0
zavéSeny za ocas (trapezoidni drzeni téla ohnuté koncetiny = 1

f. Uchopeni tyce protilehlymi kon¢etinami na dobu 5 aZz 15 sekund, | dobré = 0 slabé = 1
pokud jsou krysy zavéSeny za ramenni jamku

g. Chiize po tramu $irokém 5 cm dobra =0 Spatnd =1
h. Zaujmuti piivodni polohy protilehlych zadnich nebo ptednich | dobré =0
kon&etin krys, pokud jsou z této pozice zimé&rn& vychyleny Spatné = 1 (jedna
koncetina
= 2 (dvé koncetiny)
i. Uchopeni trdmu a udrZeni rovnovahy na tramu $irokém 2 cm dobré = 0 §patné = 1
J- Motorickd aktivita krys v porovnani s kontrolnimi subjekty | <25 % kontrolni 3
(15 minut v automatizované aktivni kleci) 26-50 % kontrolni 2
51-75 % kontrolni 1
76-100 % kontrolni 0
Vysledky

2.1 Rozsah infarktu

Vysledky MRI studii jsou shrnuty v tabulce 21 a znazorn&ny na obrazku 20. Rozsah infarktu
byl podstatné men3i u krys o3etfenych [R)(+)PAI mesylatem (n=9), neZ u neoSetrenych krys
(n=10). V prvnim pfipad¢ pfedstavovala velikost infarktu pfiblizné 60 % velikosti infarktu
u neoSetfenych krys.
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Tabulka 21

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

MCA-O MCA-O + [R] (+) PAI mesylat*
Zvite C. Rozsah infarktu (mm”) Zvife . Rozsah infarktu (mm’)
1 252 1 94,4
2 272 2 139
3 314 3 240
4 273 4 137
5 201 5 137
6 221 6 174
7 358 7 164
8 265 8 171
9 341 9 215
10 236
prumér + SEM 273,3 +£50,9 pramér + SEM 163,5 £ 43,9
t=5,0475
f=17
p < 0,001

[RI(+)PAI mesylat redukuje velikost infarktu o 40 %.
* [R](+)PAI 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.

2.2 Neurologické skore

Neurologické skére bylo u péti krys odetfenych [R](+)PAI mesylitem a Sesti neosetfenych
krys uréeno nahodné zvolenym pozorovatelem. Vysledky jsou shrnuty v tabulce 22, ve které
se porovnavaji rozsahy infarktu u kazdého zvifete, zji$téné pomoci MRI testu, a rovnéz jsou
znézornény na obrazku 21. Z vysledkd vyplyva, Ze zvifata s minimilnim neurologickym
skore jsou zvifata, ktera byla oSetfena [R](+)PAI mesyldtem v porovnani s neosetfenymi
zvitaty, sniZilo o 54 % a rozsah infarktu o 36 %.

-49-




10

20

25

30

35

40

CZ 288724 B6

Tabulka 22

NEOROLOGICKE SI,(C')RE KRYS, KTERE PODSTOUPILY MCA OKLUZI A OSETRENT
[RI(+)PAI MESYLATEM, VE VZTAHU K ROZSAHU I§CHEMICKEHO INFARKTU,
KTERY U NICH BYL ZJISTEN

MCA-O MCA-O + [R] (+) PAI mesylat***
Zvite & Neurologické * | Rozsah infz;rktu Zvite & Neurologické * | Rozsah infaslrktu
’ skore ** (mm’) ’ skore ** (mm’)
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 + Primér £
SEM 6,01£1,19 270+67 SEM 2,78+1,3 172428
Neurologické skére Rozsah infarktu
t=4,25 t=334
f=9 f=9
p<0,01 p<0,01

[R](+)PAI mesylat redukuje neurologické skére o 53,7 % a rozsah infarktu 0 36,3 %.

*  Zjisténo 24 hodin po MCA—okluzi
**  Vyhodnoceno MRI T2-SCANnem 48 hodin po MCA—okluzi
*** [R](+) PAI mesylat byl podan:

Cas po MCA—okluzi:

0 —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 uréené pro lé¢eni mrtvice u subjektu.

2. Pouziti farmaceuticky pfijatelné soli R(+)-N—propargyl-1-aminoindanu podle naroku 1, pri
kterém se farmaceuticky pfijatelna sil R(+)-N-propargyl-1-aminoindanu zvoli ze skupiny
zahrnujici: mesylatovou siil; ethylsulfonatovou siil; sulfatovou sil; a hydrochloridovou stl.

3. Pouziti farmaceuticky pfijatelné soli R(+)-N—propargyl-1-aminoindanu podle naroku 2, p¥i
kterém je farmaceuticky pfijatelnou soli mesylatova sil R(+)-N-propargyl-1-aminoindanu.

4. Pouziti R(+)-N-propargyl-1-aminoindanu nebo jeho farmaceuticky pfijatelné soli podle
naroku 1 pro vyrobu farmaceuticky pfijatelné kompozice obsahujici 0,5 mg az 2,5 mg R(+)-N-
propargyl—1-aminoindanu nebo jeho farmaceuticky pfijatelné soli na kilogram t&lesné hmotnosti
subjektu.

5. Pouziti R(+)-N-propargyl-1-aminoindanu nebo jeho farmaceuticky pfijatelné soli podle
naroku 1 pro vyrobu farmaceutické kompozice ve formé uréené pro intravenozni, oralni, rektalni,
transdermalni nebo parenteralni zpasob podani.

6. Poutiti R(+)-N-propargyl-1-aminoindanu nebo jeho farmaceuticky pfijatelné soli podle

néroku 1 pro vyrobu farmaceutické kompozice obsahujici 0,0 mg az 50,0 mg R(+)-N-propargyl-
1-aminoindanu nebo jeho farmaceuticky pfijatelné soli v denni davce lidskému subjektu.
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7. Pouziti R(+)-N—propargyl-1-aminoindanu nebo jeho farmaceuticky ptijatelné soli podle
néroku 6 pro vyrobu farmaceutické kompozice obsahujici 0,1 mg az 10,0 mg R(+)-N-propargyl-
l-aminoindanu nebo jeho farmaceuticky pfijatelné soli v denni dévce lidskému subjektu.

8. Pouziti R(+)-N-propargyl-l-aminoindanu nebo jeho farmaceuticky pfijatelné soli pro
vyrobu farmaceutické kompozice ve formé urlené pro intravendzni podani.

22 vykrest
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Obr. 17
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Obr. 18
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