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Pouziti sloucenin aminoadamantanu jako imunoreguiatort

Oblast techniky

Vynalez se tyka pouziti sloudenin aminoadamantanu jako
imunoregulatord, =zejména pro regulaci a modulaci jiZz aktivavanych

neutrofilnich leukocytu.
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Neutrofilni leukocyty, podtrida leukocyti, ‘jsou obsaZeny Vv imunitnich
obrannych a jinych reakcich v systému krevnich c¢év v hraniénich
tkanich (Roitt, I.M.: Pfiruéka imunologie, Steinkopf-Verlag Darmstadt,

druhé vydani, 1984).

Neutrofily mohou byt aktivovany latkami zevniho pivodu (exogennimi
latkami), jako jsou napf. slozky bunédné stény (obchodné ziskatelny
produkt Jje "Zymosan"). Ve spojeni s timto jsou reaktivni kyslikaté

druhy tvoreny v tzv. dychacich (respiracénich) prasklinach.

Obr. 1 popisuje zjednoduSené schéma stimulace neutrofilniho leukocytu:
po navazani pfislu3dného ligandu (napf. Zymosanu A) na specificke
¢idlo na neutrofilni wmembrané je aktivovan guanosintrifosfat (GTP),
ktery dale aktivuje fosfatidyl-inositol—-4,5-bifosfat (PIP2) -
specifickou fosfolipazu ¢ (PLC). PLC katalyzuje hydrolyzu PIP2 na
inositol-1,4,5-trifosf4t (IP3) a diacylglycerol (DG). IP3 stimuliuje
uvolnovani iontd Ca?* z nitrobuné&nych (intracelularnich) zasob. lonty
Ca2* spolu s DG aktivuji enzymaticky protein kindzu C (PCY, jenz
fosforyluje <¢cetné bilkoviny a timto zplsobem aktiveje mj. komplex

oxidazy NADPH. Oxidaza NADPH katalyzuje dale reakci:

2 0Oz + NADPH ——> 2 02~ + NADP* + H*

z niz vyplyva reaktivni druh kyslikatého kationtu 02-.

Ackoliv aktivované neutrofiini leukocyty (neutrofily) jsou dulezité
pro fungovani imunitni obrany, mohou mnit 2a nasledek subjektivni
priznaky chorob jako jsou napf. akutni nebo chronické zanéty nebo jiné
alergicke reakce vyvolané nadm&rnymi reakcemi zpUsobenymi zejména

reaktivnimi kyslikatymi casticemi. Na druhé strané mdZe byt
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neutrofilni aktivita prilid nizka ¢1 nedostateénd pro tspé&nou
imunitpi obranu s obecnou imunitni nedostatednosti jako nap¥. u AIDS.
Existuje tudiZ potfeba, zejména =z lékarského hlediska, moZnosti
ovliviovani regulacni a/nebo zklidnujici ¢innosti neutrofilnich
leukocyti in vivo (v Zivém organizmu) a in vitro (ve zkumavce). V této
souvislosti by méla byt neutrofilni aktivita bud zvét3ovana nebo
zmensovana v zavislosti na dané indikaci, +7. méla by byt
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Proto je «c¢ilem tohoto vynalezu zpfistupnit prostfedek nebo &inidlo k

regulaci a/nebo zklidiovani &innosti neutrofilu.

Podstata vynalezu

Bylo nyni neocekavané zijisténo, Ze 1jisté sloudeniny aminoadamantanu
maji regulaéni a/nebo zklidhiujici udinek na éinnost neutrofilnich
leukocyti. Tento vynalez se tyka tohoto zjisténi. Pro toto e
rozhodujici, Ze neutrofilni leukocyty Ji% byly aktivovany jinymi
stimulujicimi prostfedky. Aminocadamantany samy o sobé neprokazuji

Zadny aktivujici adinek na neutrofily.

Vyse uvedeny cil je podle toho resen pouZzitim sloucenin

aminoadamantanu o vzorci (1)

(I)

kde R+, Rz, Rs a R4 jsou zvoleny na sobé navzajem nezavisle z
nasledujicich prvkia ¢&i skupin: -NRsRe, -NRsReR7*, vodik, aryly nebo
heteroaryly az se sedmiélennymi kruhy, Ci-Czo-alkyly, Ci1-Czo-alkenyly
a C1-Czo0-alkinyly, kde alkylové, alkenylové a alkinylové zbytky
(funkéni skupiny) mohou byt rozvétveny, nerozvétveny nebo cyklizovany

a volitelné substituovéany halogeny, aryly nebo heterocaryly az se
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sedmiclennymi c¢ykly ped podminkou, Ze alespoii Jjeden ze zbytkd ¢&i

funk¢énich skupin Ri, Rz, R3 a Re¢ bude zastoupen -NRsRe nebo —-NRsResR7:

a

Rs, BRe a R7 jsou nezavisle na sobé zvoleny ze zbytkd ¢i funkénich
skupin: vodik, aryl nebo hetercaryl s aZ sedmiclennymi cykly, Ci-C2q-
alkyl, Ci-Czo-alkenyl, Cy-Czo-alkinyl, kde alkyl-, alkenyl- ¢&i
alkinylskupiny nmohou hyt rozvétvené, nerozvétvensé, cyklické a
voliteiné substituované halogeny, aryly nebo heteroaryly s az 7
¢leny cyklu, nebo Rs nebo Re, jeZ spolu s atomem dusiku tvori

heterocyklickou skupinu aZ se sedmi cleny cyklu,

pro regulaci Cinnosti jiz aktivovanych neutrofila.

SlouCeniny aminoadamantanu tohoto typu jsou ZNAamy. Tak
l-aminoadamantany jsou popsany v patentech DE 22 19 256, DE 28 56 393,
DE 22 32 735, US 3 450 761 nebo U5 4 122 193. Vyroba sloulenin o
vzorci (I) se déje obecnéd znamymi zpisoby, Jjake je napr. alkylace
halogenovanych adamantand. Nasledna dalsi halogenace a alkylace
vytvareji jednotlivé di- a /nebo +trisubstituované adamantany. Na EP
392 059, Jjeho? podstata je sem vyslovné zahrnuta pfislusSnym odkazen,

se podivejte ohledné vyroby aminoadamantant.

Slouceniny amincadamantanu byly jiz pouZivany pro farmaceutické
acely. Tak patent EP 392 059 odkryva pouziti slouéenin
l-aminoadamantanu pro 1lé¢eni Alzheimerovy choroby nebo posSkozeni
mozkovych bunék jako disledek mozkové ischémie (mistni nedokrevnosti
mozkové tkané). Patent US 3 450 761 popisuje aminoadamantany s

protivirovou aktivitou.

Zda je aktivita neurofild (neurofilnich leukocytl) =zvétSena nebo
casteéne nebo zcela potlacena, zavisi na koncentraci pouZite
sloudeniny aminoadamantanu. Tak koncentrace od 10°% do 10°5 M ma
i¢inek zvétsdujici pfisludnou aktivitu. Koncentrace zhruba 5.10°% M se
ukdzala 2zv1ast 0¢innd pro zvétSovani neurofilni aktivity - coZ Je
koncentrace, jed miZe byt snadno dosaZena in vive v krevni plazmé.
Naopak potlaceni aktivity je disledkem zvétseni koncentrace

aminoadamantanu. Koncentrace vhodna pro tento Ucel je 10°4 az 10°3 M.

Vynalez zahrnuje sloucCeniny adamantanu substituované Jjednou nebo

nékolika aminoskupinami, pricemz jsou upfednostiiovany




monoaminoadamantany. TudiZ vhodné sloucdeniny o vzorci (I) jsou ty, kde
R1 predstavuje aminoskupinu, jako je napf. l-amino-3-etyl-5,7-dimetyl-
adamantan; a rovnéZ slouceniny, v nichZz R1 predstavuje aminoskupinu a
R3 a R4 predstavuiji vodikovy atom, Jjako napf. 1l-amino-3-cyklohexyl-

adamantan nebo l-amino-3-etyladamantan.

Priklady provedeni vynalezu

Uprednostnovaneé siouceniny adamantanu jsou
l1-amino-3,5-dimetyladamantan, 1~amino-3,5-dietyladamantan a
N-substituované slouleniny 1-N-metylamino-3,5-dimetyladamantan a
sloutenina 1-N-etylamino-3,5-dimetyladamantan. Zv1ast vyhodny je

l-amino-3,5-dimetyladamantan, k némnuZ je odkazovano jako k memantinu
(INN, Akatinol MemantineR). Gortelmeyer, R. et al. popisuji lécbu
Demensova syndromu v knize Spektrum neuwrorehabilitace, W: Zuckschwerdt

Publishers, Mpnichov, 1993, str. 50 a dale.

Jak bylo vysvétleno vyse, sloudeniny adamantanu podle tohoto vynalezu
maji pouze reguladéni G¢inek na neutrofily, jeZ jsou predem aktivovany

nebo byly stimulovany zvlastnimi aktivatory.

Prirodni latky, jako jsou Zymosan, N-formyl-Met-Leu-Phe (N-FLMP) nebo
A 23187 (Ca protilatka), jsou znamy jako aktivatory. Tyto latky mohou
byt poufivany, jestliZe se zamy$l{i specificky a intenzivnéji aktivovat
neutrofily in vitro, ale rovpé&% in vivo. Takto je moZné zjistit
neutrofily ve vzorku, napf. ve vzorku télesné tekutiny, zejména ve
vzorku krve, i kdy? je pritomno jen malo neutrofild nebo kdyz Je
jejich &innost velmi slabd. V teto souvislosti wlze byt aktivator
pfitomen ve spojeni se slouceninou aminoadamantanu: stupen aktivace
neutrofild stimulovanych danym aktivatorem je =zesilen soucasnym

pridanim slouCeniny amincadamantanu.

Dal3i oblasti pouZiti je zlepSovani imunitni obrany u osob s rlznymi
formami imunitnich nedostateénosti, zejména u pacientl s AIDS. V tonmto
pripadé miZe byt podavan farmaceuticky 1ék, JjenZ obsahuje slouceninu
adamantanu podle tohoto vynalezu, alternativneé ve spojeni S
aktivatorem neutrofilu. Kromé toho je moZné pouziti u CGD

(agranulomatozy), Wegenerovy granulomatdzy a/nebo glykogenoz.



Jako samozrejma véc mohou byt neutrofily aktivovany rovnéz jako
disledek pFPirozené imunitni reakce organizmu, jako reakce na ruzné
imunogeny a aktivadéni alergické reakce, zanéty a revmatické priznaky
zpisobené nadmérnou reakci. Zde miZe byt neutrofiini aktivita oslabena
vhodné zvysSenymi koncentracemi aminoadamantanu a pacientovi se miZe
dostat Ulevy. Proti podminkam vnitfnich a vnéjsich zanétll napf. v
Xoleni, kyéli nebo &elisti a rovné? proti autoimunitnim chorobam l1lze
zv145t uéinné Dbojovat lékem obsahujicim aminoadamantan. balsi oblast
aplikace spociva v 1éChé cizopasnych (parazitickych) chorob jako je

leishmanidéza.

V této souvislosti =zalezi na dvaze lékare, Jjak zajistit vhodnou
koncentraci sloucenin aminoadamantanu pro regulaci a ztlumeni
neutrofilni aktivity volbou vhodného davkovani a formy podavani. Podle
dané oblasti aplikace jsou zde moZné parenteralni (mimostfevni) formy,
napf. nitroZilni nebo dstni formy aplikace; vhodné jsou rovnéZ formy
se stalym pusobenim. Vynalez obsahuje téZ kombinace sloudenin
aminoadamantanu podle tohoto vynalezu a také farmaceuticky prijatelné
soli, zejména Kkyselé adiéni scli; zde lze uvést napf. hydrochloridy,
hydrobromidy, sirany, octany, jantarany, vinany nebo adic¢ni slouceniny
s kyselinou fumarovou, maleinovou, citronovou nebo fosforedénou.
Farmaceutické smési mohou rovné? navic obsahovat neutrofilni aktivator
v zavislosti na rozsahu indikaci. Pro vyrobu 1éc¢ivého pripravku jsou
pouZivany obvyklé farmaceuticky prijatelné nosice a pomocné latky

{adjuvanty).

Néasledujici priklad doklada zavislost aktivitu zvétsSujiciho nebo
tlumiciho Gcinku derivatd amincadamantanu pomoci specialni slouceniny

- memantinu.
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Princip méreni:

Stanoveni aktivity stimulovanych neurofilt pfi ruznych koncentracich
memantinu bylo provedeno merenim chemiluminiscence. Aktivovamé
neurofily tvofi reaktivni kyslikaté ¢astice v respiraéni praskliné,
jez jsou zjistitelné jako velmi slabd chemiluminiscence - tav.

nizkodroviova nebo ultraslaba chemiluminiscence. Ke zvétSeni vytézku
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Neutrofily:
PBS-pufr pH (7,4):
Luminol:

Memantin:

Stimulaéni prostredek:

Zymosan
nebo PMA
nebo A 23187
nebo N-FLMP

cyklicky

castic oxidovan
peroxidu vodiku je
hydroxyhydroperoxid, ktery

na aminoftalat.

106 1.4,
as 250 ml
80 mM

rizné koncentrace

2,5 mg/ml
I mM
20 mM
10 mM

PBS = fyziologicky roztok tlumeny fosfaten

Analogické reakéni smési

adamantanu.

Méreni bylo provadéno s

fotonasobic¢i, je:z

elektrony a pak Je vicendsobné

impulau.

Reakce je =zZahdjena stimulac¢nim prostredkem a

doby po dobu 40 minut (= 80 cykla).

Vysledky:

mohou byt

konvertuji fotony na

hydrazid,

senzibilizator (na indikdtoru zavisia

jenz mhZe byt
na diazochinon.
tento diazochinon

se rozpadd za

vytvareny s dalsimi slouceninami

citlivymi, nizky

Sum registrujicimi

fotokatodé na primarni

zesilujl na signal elektrického

je mérena bez inkubaédni

U neutrofild, jei byly aktivovany prirozenymi stimulacénimi prostredky

(Zymosan A; A23187; N-formyl-Met-Leu-Phe), miZe byt

RLU (= relativni svételné jednotky)

zakladni rychlost

poroci 10°f% M memantinu dodatedné




.: ‘e . .0 - e
. - . . abe L] ' ®e
. - . ® - *» e (X ] .
‘7 . . » - . L] .
.vae LX X} LR [ X R ] e L

zvétsSena (Zymosan A zhruba o 90%; A 23187 asi o 60%; N-FMLP o cca 78%
ze zakladni stimulace) J{obr. 2-4]. To svédcéi o zvét3ené respiraéni
pukliné a zvétSené fagocytdrni aktivite. Tato reakece neprobihd pri
stimulaci s toxickym forboli-mystrat-acetatem (asi - 20% zakladni
stimulace) [obr. 5]. Naopak memantin témér zcela utlumi zakladni

stimulaci v8ech stimulac¢nich prostfedkda pfi koncentraci 10793,

V kontrolnim experimentu miuZe byt ukazanc, Ze memantin sam o sobé

nevykazuje Zadnou chemiluminiscenci ani ji nezhasdi (neni ukazano).

Specifiénost regulace aktivace

Regulacni 1Gdc¢inek sloulenin aminoadamantanu podle tohoto vynalezu je
vysoce S8Specificky pro neutrofily. Tak slouCeniny aminoadamantanu
nevykazuji Zadny vliv na deregulacéni G¢inek aktivovanych leukocytd. 2
obr. 6 vyplyva, #e ACC (l-aminccyklopropan-l-karboxylova kyselina)
ani v relativné vysokych koncentracich sama s memantinem nereaguje.
ACC je specifickym indikatorem pro myeloperoxidazu, jeZ se wuvolihuje
degranulaci leukocytd a tvori &kodlivy <chlornan v wmimobunécnych
prostorech. Myeloperoxidaza reaquje specificky s ACC =za wvzniku
etylénu, ktery miZe byt zjistén plynovym chromatografem. Proto vzniklé
mnozstvi etylénu predstavuje neprimou mérnou velidinu pro aktivitu

leukocytu.

Naproti tomu indikdtor pro respiraéni pukiinu a =z toho wvznikajici
kyslikaté radikaly (superoxid, OH-radikaly a peroxid vodiku) jsou
memantinem aktivovany. To je vidét jii pri koncentraci pouhych 10-7 M,
je% miZe snadno ziskana in vivo. Aktivacni Ud¢inek mlZe byt zviditelnén
pridanim iontd Fedt jeZz posouvajl reakéni rovnovahu Haber-Weifovy
reakce od superoxidu a peroxidu vodiku smérem k OH-radikalam. Citlivym
indikatorem pro kyslikaté ¢Eastice ¢i slozky tohoto typu Jje KMB
(a-keto-T-tiobutyrat), jen? se rozpadd mj. na etylén =za oxidacnich

podminek a jenZz mbuZe byt snadno zjistén (obr. 7).

Jako kontrola ukazuje obr. 8, 3Ze KMB-reakce, ale ne ACC-reakce, je
stimulovana nejprve pridanim ionta Fe3* pri koncentraci > 5 x 1074 M.

Samotné ionty Fe3* nemaji Zadny vliv.



Patentovée naroky

1. PouZiti slouceniny aminoadamantanu vzorce (I}, kde Ri1, Rz, Rz a Rs

jsou zvoleny nezavisle na sobé navazajem =z -NRs5Re, -NRsReR7*, vodiku,

arylu nebo heteroaryilu S ag 7 ¢lanky kruhu, Ci-Czo-alkylu,
Ci-Ceo0alkenylu a Ci1-Cron-alkinylu, kde alkyl=-, alkenyl- a
alkinylskupiny mohou byt rozvétvené, nerozvétvené nebo cyklické a
volitelné substituované halogenem, arylem nebo heterocarvlem s a? 7

¢lanky kruhu s podminkou, Ze alespoifi jeden ze zbytkl Ri1, Rz, R:3 a Rs
je reprezentovan -NRsRs nebo -NRsReR7*; a

Re, Ré a R7 jsou zvoleny nezavisle na sob& navzajem =z vodiku, arylu
nebo heterocarylu a? s 7 c¢lanky kruhu, Ci1-Czo-alkylu, Ci1-Cro-alkenylu,
C1~C20-alkinylu, kde alkylové, alkenylové a alkinyleové zbytky mchou
byt rozvétvené, nerozvétvené nebo cyklické a volitelné substituované
halogenem, arylem nebo heteroarylem s aZ 7 &lanky kruhu, nebo Rs a Rs,
spoiu s atomem dusiku, tvori heterocyklickou skupinu s aZ 7 ¢lanky
kruhu;

pro pripravu 1éku uZitelného pro regulaci &innosti jiZ aktivovanych

neutrofilsa.

2. PouZiti podle naroku 1, kde sloucenina aminoadamantanu o vzorci (1I)
je zvolena =z

l-amino—-3~-etyl~-5,7-dimetyl-adamantanu,
l-amino-3-cyklohexyl-adamantanu,

1-amino-3-etyl~adamantanu,

l-amino-3,5~dimetyl-adamantanu,

1-amino-3,5-dietyladamantanu,

1-N-metylamino-3,5-dimetyl-adamantanu,

1-N-etylamino~3,5-dimetyl-adamantanu.

3. Pouziti podle naroku 1 nebo 2, kde 1ék zvé&t3uje aktivitu neutrofill
zvysenim koncentrace slouceniny aminoadamantanu o vzorci (I) z 10°% na

10-% M.

4. Pouziti podle naroku 3, kde 1ék Jje wuZitedny pro 1é&bu CGD
(agranulomatdzy), Wegenerovy granulomatdzy a/nebo chorob imunitni

nedostatecnosti, zZejména AIDS.

5. PouZiti podle naroku 1 nebo 2, kde 1€k zmensSuie aktivitu neutrofilt

zvysenim koncentrace slouleniny aminoadamantanu o vzorci (I) z 10°4% na



10°% M.

6. PouzZiti podle naroku 5, kde lék je uZitedny pro iédébuy chronickych
nebo akutnich zanéta, alergickych reakci, autoimunitnich chorob a

parazitickych chorob, zejména leishmaniozy.

7. PouZiti slouCeniny aminoadamantanu, jak je definovana v naroku 1
nebo 2, spolu s aktivatorem pro pripravu léku wufitedného pro

zesilenou, specifickou aktivaci neutrofiii,

8. Pouiiti podle néaroku 7, kde aktivator Jje vybirédn ze Zymosanu,
N-formyl-Met-Leu-Phe a A 23187.

9. PouZiti slouéeniny aminoadamantanu, jak Jje definovana v naroku 1
nebo 2, pro regulaci jiz aktivovanych neutrofild ve zkumavce (in

vitro).

10. PouZiti podle naroku 9, kde aktivita neutrofilu je zvySena
nartstem koncentrace slouceniny aminoadamantanu o vzorci (T)Y 2z 10°8 na
10-5 M,

11. Pouziti podle naroku 9, kde aktivita neutrofilll Jje sniZena
zvySenim koncentrace slouCeniny aminoadamantanu o vzorci (1) 2z 1074 na

10-2 M.

12. Pouziti slouceniny aminoadamantanu, jak je definovana v naroku 1
nebo 2, spolu s aktivatoren pro zesilenou, specifickou aktivaci

neutrofild ve zkumavce (in vitro).

13. PouZiti podle naroku 12 v detekénin postupu pro zjidtovani

neutrofild ve vzorku.

14. PouZiti podle naroku 12 nebo 13, kde aktivator de vybirin ze

Zymosanu, N-formyl-Met-I.eu-Phe a A 23187,
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Obr. 2: 216
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Reakcni podminky: 108 neutrofilu i.A.; PBS (pH 7,4); 80 uM Luminolu;
2,5 mg/ml Zymosanu; n = 2x6
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Reakani podminky: viz obhr. 2. Misto Zymosanu je AZ23187.
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Obr. 4: 3/6
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Reak&ni podminky: viz vyse. Misto Zymosanu je N-FMLP.

Obr. 5: )
Neutrofily stimulovane PHA
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Reakéni podminky: viz vyde. Misto Zymosanu je PMA.
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