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Siame idradime pateikiamas R(+)-N-propargil-1-aminoindanas ir jo farmaciskai tinkamos druskos, bei
farmacinés kompozicijos, | kurias jeina $ie junginiai, skirti subjekto, sergantio Parkinsono liga, atminties
sutrilkimais, demencija, depresija, turindio padidéjusio aktyvumo sindroma, sergancio afektine psichoze,
neurodegeneracine liga, neurotoksiniais pazeidimais, insultu, smegeny iSemija, galvos trauminiais
pazeidimais, nugaros smegeny trauminiais pazeidimais, neurotrauma, Sizofrenija, démesio stoka, iSsétine
skleroze ir ken&iandio nuo abstinencijos, gydymui ir profilaktikai.
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Sis iSradimas yra i monoamino oksidazes (toliau vadinamos MAO)
fermento selektyviy negrjztamy inhibitoriy srities, ir jame pateikiamas N-
propargil-1-aminoindano (toliau vadinamo PAIl) R(+) enantiomeras, Kuris yra
selektyvus negrjztamas monoamino oksidazés fermento B-formos (toliau
vadinamos MAO-B) inhibitorius. Siame i$radime taip pat pateikiamos
farmacinés kompozicijos, turin¢ios R(+)PAI, kurios ypal tinka Parkinsono
ligos, atminties sutrikimu, demencijos, depresijos, padidejusio aktyvumo
sindromo, afektinés psichozés, neurodegeneracinés ligos, neurotoksiniy
pazeidimy, insulto, smegeny iSemijos, galvos trauminiy paZeidimu, nugaros
smegeny trauminiy pazeidimuy, neurotraumos, Sizofrenijos, démesio stokos,

iSsétinés sklerozés ir abstinencijos simptomy gydymui.

Yra placiai paplitusi nuomoné, kad Parkinsono liga atsiranda dél
smegeny presinaptiniy dopaminerginiy neurony degradacijos, dél kurios
atsiranda neurony signalg perduodancio iSsiskirian¢io dopamino kiekio
sumazéjimas. Toks neadekvatus dopamino iSsiskyrimas sukelia savaiminés
- raumeny kontrolés sutrikimus, kurie yra badingi Parkinsono ligai.

Buvo sukurti ir dabar yra plaCiai paplite jvairds Parkinsono ligos
gydymo bldai, jskaitant, pavyzdziui, L-DOPA vartojmg kartu su
dekarboksilazés inhibitoriumi, tokiu Kkaip ‘L-karbidopa' arba benzerazidu.
Dekarboksilazés inhibitorius apsaugo L-DOPA molekulg nuo periferinio
dekarboksilinimo ir tokiu bldu uztikrina, kad L-DOPA |sisavina smegeny
dryZuotojo kino likusieji neuronai. Cia L-DOPA yra paverciamas | dopamina,
ir gaunamas padidéjes dopamino kiekis Siuose neuronuose. Todél,

atsakydami | fiziologinius impulsus, Sie neuronai gali iSskirti didesnius
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dopamino kiekius, kurie yra artimi normaliems reikiamiems kiekiams. Tokiu
bidu gydymas L-DOPA palengvina ligos simptomus ir pagerina paciento
savijauta.

Tadiau gydymas L-DOPA turi trikumy, ir pagrindinis trukumas yra tas,
kad jo efektyvumas yra optimalus tik keliais pirmaisiais gydymo metais.
Praéjus Siam laikotarpiui, Klinikinis atsakas sumazéja, ir jj lydi kenksmingi
pasaliniai efektai, tokie kaip diskinezija, poveikio svyravimai dienos bégyje
(“daugiau-maziau efektas”) ir psichiniai simptomai, tokie kaip konfuzines
blsenos, paranoja ir haliucinacijos. Sis L-DOPA gydomojo poveikio
sumazéjimas yra priskiriamas keletui faktoriy, jskaitant natdraly ligos
progresavima, poky¢ius dopamino receptoriuose, atsirandancius del
dopamino gaminimo padidéjimo arba padidinty dopamino metabolity Kiekiy,
ir L-DOPA absorbcijos farmakokinetines problemas (jy apzvalga padare
Youdim, et al., Progress in Medicinal Chemistry, 21, 138-167 (1 984)).

Norint idvengti gydymo L-DOPA trikumy, buvo sugalvoti jvairls
gydymo bidai, kuriuose L-DOPA derinamas su MAO inhibitoriais, turint tikslg
sumazinti tik ka susidariusio dopamino metabolinj skilimg (Zr. pavyzdziui,
Chiese, P., US patentas Nr. 4826875, publikuotas 1989 m. geguzeés 2 d.).

MAO egzistuoja dviejose formose, Zinomose kaip MAO-A ir MAO-B,
kurios yra selektyvios skirtingiems substratams ir inhibitoriams. PavyzdZiui,
MAO-B veiksmingiau metabolizuoja substratus, tokius kaip 2-feniletilaminas,
ir ja selektyviai ir negrjztamai inhibuoja (-)-deprenilas, kaip aprasyta toliau.
| Tadiau reikia pazymeti, kad gydymas, derinant L-DOPA su MAO-A ir
‘MAO-B. inhibitoriumi, yra nepageidautinas, nes jis duoda kenksmingus
pasalinius efektus, susijusius su padidintu katecholaminy Kiekiu visoje
smegeny aSyje. Be to, visiskas MAO inhibavin;as taip pat yra
nepageidautinas, nés jis skatina simpatinio veikimo aminq.' tokiy kaip
tiraminas, poveikj, kuris duoda taip vadinama “sirio efektg” (apzvalga padare
Youdim et al., Handbook of Experimental Pharmacology., ed. by
Trendelenburg and Weiner, Springer-Verlag, 90, ch. 3 (1988)). Kadangi buvo
parodyta, kad MAO-B yra vyraujanti MAO forma smegenyse, manoma, kad

selektyviis 8ios formos inhibitoriai gali biti priemone dopamino skilimui
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sumazinti, ir kita vertus, kartu minimizuoti bendros MAQO inhibavimo
sisteminius efektus.

Dauguma MAOQ inhibitoriy yra chiralinés molekulés. Nors daznai vienas
enantiomeras turi tam tikrg stereoselektyvumg santykinio poveikio MAO-A ir -
B atzvilgiu, duota enantiomeriné konfiglracija nevisada yra labiau selektyvi uz
jos veidrodinio atspindZio izomera, pasirenkant tarp MAO-A ir MAO-B.

| lenteléje duotos propargilaminy enantiomeriniy pory ICso (mmol/l)
reiksmeés MAO preparatui i$ Ziurkés smegeny. Sie rezultatai rodo nedidelius
MAOQO-B inhibicijos skirtumus tarp R ir S enantiomery. (B. Hazelhoff, et al.,
Naunyn-Schmeideberg’s Arch. Pharmacol., 330, 50 (1985)). Abu enantiomerai
yra selektyvis MAO-B. 1967 m. Magyar ir kt. paskelbé, kad R-(-)-deprenilas
500 karty labiau inhibuoja tiramino oksidacinj deamininimg Ziurkiy smegeny
homogenatu, negu S-(+)-enantiomeras. (K. Magyar, et al., Act. Physiol.
Acad. Sci. Hung., 32, 377 (1967)).

Ziurkiu kepenuy homogenato atveju R-deprenilas veikia tik 15 Kkarty
stipriau uz S-enantiomerg. Kituose farmakologinio aktyvumo bandymuose,
tokiuose kaip tiramino padidinimo inhibicija, deprenilas rodo skirtingus
stereoselektyvumus. Tam tikrais atvejais S forma yra veiksmingesnis
epimeras. (J. Knoll and K. Magyar, Advances in Biochemical
Psychopharmacology, 5, 393 (1972)).

Artimas deprenilo struktUrinis analogas yra N-metil-N-propargil-1-
aminotetralinas (2-MPAT). Absoliuti 2-MPAT stereochemija nebuvo nustatyta,
taCiau (+) izomeras yra selektyvus MAO-B, o (-) izomeras yra selektyvus
MAO-A. 2-MPAT enantiomery veiksmingumas skiriasi maziau nei 5 kartus. (B.
Hazelhoff, et al., id.). N-propargil-1-aminotetralino (1-PAT) enantiomery
aktyvumas taip pat yra panasus. | lenteleje duoty duomeny, kurie rodyty
aisky struktlros-aktyvumo ry$j tarp atskirty (+) arba (-)-2-MPAT, stoka
neleidZia daryti prielaidy apie jo absoliucig stereochemija.

Atlikes placios apimties kompiuterinj modeliavima, Polymeropoulos
neseniai padare prielaidg, kad kaip MAO-B inhibitorius (R)-N-metil-N-
propargil-1-aminoindanas (R-1-MPAI) turety bdti veiksmingesnis nei jo (S)

enantiomeras. (E. Polymeropoulos, Inhibitors of Monoamine Oxidase B, |.
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Szelenyi, ed., Birkhauser Verlag, p. 110 (1993)). Taliau aprasyti
eksperimentai rodo, kad R-1-MPAI yra tik Siek tiek  veiksmingesnis MAO-B
inhibitorius nei S-1-MPAI, bet jis yra daug labiau veiksmingas MAO-A
inhibitorius. Ir selektyvumas tarp MAO-A ir -B, ir santykinis R ir S epimery
veiksmingumas yra mazas. Taigi, maziau negu tikétasi Sioje srityje, kaip
farmacinis agentas, 1-MPAI néra tinkamas.

Zemiau pateikti duomenys rodo, kad vieno enantiomero didelio
selektyvumo MAO atzvilgiu, lyginant su kitu enantiomeru, negalima numatyti.
MAQO aktyviosios vietos struktlra néra pakankamai iSaiskinta, kad bty
galima numatyti konkretaus junginio arba jo enantiomery poros santykinj

veiksminguma arba selektyvuma.

1.

Insultas yra trecioji Wraujanti mirties priezastis iSsivysCiusiose 3alyse.
I8like gyvi Zmonés daznai kenc¢ia nuo neurologiniy ir motoriniy negaliy.
Laikoma, kad dauguma CNS paralyziy yra susije su lokalizuota audiniy
anemija, atsiradusia dél arterinés kraujotakos obstrukcijos, kuri sukelia
deguonies ir gliukozés trikuma. Vidurinés smegeny arterijos okliuzija
(MCAO) Ziurkése yra jprasta eksperimentiné metodika, kuri, kaip manoma,
atitinka insulta Zmonése. Buvo pasillyta, kad Sios artetijos proksimalios
okliuzijos sukelti neurologiniai paZeidimai Ziurkése atitinka pladigjam
centriniam smegeny infarktui Zmonése (Yamori et al., 1976). Sis teiginys
paremtas cirkuliacijos panasumais $iy abieju rasiy kaukolese. Kitus insulto
gyvuny modelius apra$é Stefanovich (1983):

“Tamura ir kt. (1981), kurie pirmieji jvedé MCAO metodikg, aprasyti -
histologiniai pokyciai paprastai matomi kaktos (100 %), sensimotoringje (75
%‘) ir klausos (75 %) smegeny Zieves srityse ir mazesniu laipsniu pakausineje
smegeny skiltyje (25 %). Be to, paZeidimas stebimas $oniniame uodeguoty
nerviniy centry segmente (100 %), ir kintamu laipsniu jo vidurineje dalyje (38
%). Tuo padiu metu, MCAO gyvuliukuose apraSyti ir tokie sutrikimai:
neurologiniai nepakankamumai (Menzies et al., 1992), suvokimo sutrikimai

Yamamoto et al., 1988), smegeny edema (Young et al., 1993; Matsui et al.,
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1993; Saur et al., 1993), sumazinta smegeny kraujotaka (Teasdale et al.,
1983), katecholamino kiekio svyravimai (Cechetto et al., 1989). Bet Kkuris iS5 Siy
sutrikimy gali bati smegeny pakenkimo, kuris lydi Ziurkiy MCAQO, astrumo ir
laipsnio rodikliu. AtvirkS¢iai, vaistas, kuris apriboja arba panaikina nurodytg

sutrikima, gali bdti laikomas vaisto Zmoniy insultui gydyti kandidatu.

| lentelé
Ziurkiu smeagenu MAQ inhibicijos propargilaminais ICso_(mmol/l) duomenys

Lit. Inhibicija Santykinis
Junginys | Saltinis | Epimeras veiksmingumas
A B A/B +/-
A B
2-MPAI a + 140 16 8.8 3 0.2
- 46 88 0,5
R/S
Deprenilas a S 3600 16 120 80 2,6
R 450 6 75
1-MPAl b S 70 50 1.4 23 5
R 3 10 0.3
1-PAT c S 3800 50 76 4 0,5
R 900 90 10

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

b. European Patent Application 436,492 A2, published July 10, 1991.

c. Sis iSradimas.

Vienas selektyvus MAO-B inhibitorius - (-)-deprenilas - buvo pladiai
tyrinétas ir panaudotas kaip MAO-B inhibitorius L-DOPA gydomajam
poveikiui padidinti. Sis gydymas su (-)-deprenilu bendru atveju yra tinkamas
ir nesukelia "sdrio efekto”, vartojant dozes, sukeliandias beveik visiska MAO-
B inhibicijg (Elsworth, et al., Psychopharmacology, 57, 33 (1978)). Be to,
pridejus (-)-deprenilo | L-DOPA ir dekarboksilazés inhibitoriaus kombinacijg,’
skiriamg Parkinsono liga sergantiems pacientams, gaunamas akinezijos ir
bendrojo funkcinio pajéegumo pageréjimas bei “"daugiau-maziau” tipo
fliuktuacijy iSnykimas (apzZvalga padaré Birkmayer and Riederer in
“Parkinson’s Disease” Springer-Verlag, pp. 138-149 (1983)). Taigi, (-)-
deprenilas (a) sustiprina ir pailgina L-DOPA poveik] ir (b) nedidina gydymo L-
DOPA Zalingy efektu.
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Tadiau pats (-)-deprenilas turi savo Zalingus pasalinius efektus, kurie
apima jau atsiradusiy skrandZio opy suaktyvinimg ir atsitiktinius
hipertenzinius epizodus. Be to, (-)-deprenilas yra amfetamino darinys ir jis
metabolizuojamas | amfetaming ir metamfetaminus, o Sios medZiagos gali
duoti nepageidaujamus pasalinius efektus, tokius kaip Sirdies ritmo
padidejimas (Simpson, Biochemical Pharmacology, 27, 1951 (1978),; Finberg,
et al.,, in “Monoamine Oxidase Inhibitors - The State of the Art", Youdim and
Paykel, eds., Wiley, pp. 31-43 (1981)). |

Buvo apradyti kiti junginiai, kurie yra selektyvls negrjztami MAO-B
inhibitoriai, bet kurie neturi nepageidautiny efekty, budingy (-)-deprenilui.
Vienas toks junginys, batent N-propargil-1-aminoindano-HCI (raceminis
PAI-HCI), buvo apradytas GB 1003686 ir GB 1037014, ir US patente No.
3513244, publikuotame 1970 m. geguzes 19 d. Raceminis PAI-HCI yra
veiksmingas, selektyvus, negriztamas MAO-B inhibitorius, jis néra
metabolizuojamas iki amfetaminy ir neduoda nepageidautiny simpatinio
veikimo efekty.

Palyginamaisiais gyvuliuky testais parodyta, kad raceminis PAIl turi
daug privalumy, lyginant su (-)-deprenilu. PavyzdZiui, raceminis PAIl nesukelia
zymios tachikardijos, nedidina kraujo spaudimo (31 poveikj turi 5 mg/kg (-)-
deprenilo dozés) ir nesukelia niktitacinés membranos kontrakcijos arba
Sirdies ritmo padidéjimo, vartojant dozes iki 5 mg/kg (8j poveik] turi didesneés
nei 0,5 mg/kg (-)-deprenilo dozés). Be to, raceminis PAI-HCI nestiprina
tiramino Kkardiovaskuliariniy efekty (Finberg, et al., in “Enzymes and
Neurotransmitters in Menta! Disease”, pp. 205-219 (1980), Usdin, et al., Eds.,
Wiley, New York; Finberg, et al. (1981), in “Monoamine Oxidase Inhibitors -
The State of the Art”, ibid.; Finberg and Youdin, British Journal Pharmacol.,
85, 451 (1985)).

Vienas pagrindinis Sio iSradimo objektas yra atskirti raceminius PAl
junginius ir gauti enantiomera, turintji MAO-B inhibicinj aktyvma, kuris neturétu
jokiy nepageidautiny pasaliniy efekty, susijusiy su kitu enantiomeru.

Kadangi deprenilas turi panaSig stuktdrg kaip ir PAI, ir kadangi yra

Zzinoma, kad deprenilo (-)-enantiomeras, ty. (-)-deprenilas, yra farmaciskai
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daug aktyvesnis nei (+)-enantiomeras, galima laukti, kad PAl (-)-
enantiomeras bus aktyvesnis MAO-B inhibitorius.

Taciau, prieSingai negu tikimasi, atskyrus enantiomerus, buvo rasta,
kad (+)-PAl enantiomeras faktiskai yra aktyvus MAO-B inhibitorius, tuo tarpu
kai (-)-enantiomeras turi labai mazg MAO-B inhibicijos aktyvuma. Be to, (+)-
PAl enantiomeras taip pat turi nelauktai didesnj MAO-B inhibicijos
selektyvumo laipsnj nei atitinkama racemine forma, ir todel nurodyty ligy
gydyme turéty turéti maZiau nepageidautiny Salutiniy efekty nei raceminis
misinys. Sie duomenys yra paremti ir in vitro, ir in vivo eksperimentais, kas
smulkiau aptariama infra.

Véliau buvo parodyta, kad (+)-PAl turi absoliugia R konfiglracija. Sis
faktas buvo netikétai paremtas lauktu (+4)-PAl analogijos struktlriniu
panasumu su deprenilu ir amfetaminais.

Didelis farmakologinio aktyvumo stereoselektyvumo laipsnis tarp R(+)-
PAl ir S(-) enantiomery, kaip aptariama Zemiau, taip pat yra labai didelis.
MAO-B inhibicijos atveju junginys R(+)-PAl yra beveik keturis kartus
aktyvesnis nei S(-) enantiomeras. Sis santykis yra daug didesnis, nei
santykis, stebimas tarp abiejy deprenilo enantiomery (Knoll and Magyar, Adv.
Biochem. Psychopharmacol., 5, 393 (1972), Magyar, et al., Acta Physiol.
Acad. Sci. Hung., 32, 377 (1967)). Be to, buvo paskelbta, kad kai kuriuose
fiziologiniuose testuose (+)-deprenilo aktyvumas yra lygus arba netgi
didesnis, nei (-) enantiomero aktyvumas (Tekes, et al., Pol. J. Pharmacol.
Pharm., 40, 653 (1988)).

MPAI  yra veiksmingesnis‘ MAO aktyvumo inhibitorius, bet jo
selektyvurnas MAO-B, lyginant su -A, yra mazesnis (T‘ript’on, et al., Biochem.
Pharmacol., 31, 1250 (1982)). Kadangi MPAI atveju abiejy iSskirty
enantiomery santykini‘s aktyvumas netikétai skiriasi labai mazai, tuo labiau
reikia paZzymeti Sig nuostabig R(+)-PAl elgseng (zr. 1B lentelg).

Siame i$radime taip pateikiami vieno (be L-DOPA) farmaciskai
aktyvaus PAl-enantiomero panaudojimo bddai Parkinsono ligos, atminties
sutrikimy, demencijos, depresijos, padidéjusio aktyvumo sindromo, afekto

psichozés, neurodegeneracinés ligos, neurotoksiniy pazeidimy, smegeny
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iSemijos, galvos trauminiy pazeidimy, nugaros smegeny trauminiy
pazeidimu, neurotraumos, Sizofrenijos, démesio stokos, iSsétinés sklerozeés ir
abstinencijos simptomy gydymui (Zr. Youdim, et al, in Handbook of
Experimental Pharmacology, Trendelenberg and Wiener, eds., 90/, ch. 3
(1988) apzvalga).

Siame iSradime taip pat siGlomas vieno farmaciskai aktyvaus PAl-
enantiomero panaudojimo bldas Parkinsono ligos preliminariam gydymui.
Siame i$radime taip pat pateikiamos farmacinés kompozicijos, kuriose yra
R(+)PAI ir sinergetiniai agentai, tokie kaip levodopa. Tokiy agenty
panaudojimas buvo tirtas (-)-deprenilo atveju, ir buvo parodyta, kad (-)-
deprenilas yra veiksmingas, skiriant ji vieng pacientams, sergantiems
ankstyvosios stadijos Parkinsono liga, ir taip pat gali tureti sinergetinj poveik|
tokiems pacientams, kai jis yra skiriamas kartu su a-tokoferoliu (vitamino E
dariniu) (The Parkinson's Study Group, New England J. Med., 321(20), 1364-
1371 (1989)).

Apart jo tinkamumo Parkinsono ligos gydymui, taip pat buvo parodyta,
kad (-)-deprenilas yra tinkamas Alchaimerio tipo demencija (DAT) serganéiy
pacientu gydymui (Tariot, et al., Psychopharmacology, 91, 489-495 (1987)) ir
depresijos gydymui (Mendelewicz and Youdim, Brit. J. Psychiat. 142, 508-511
(1983)). Buvo parodyta, kad 8io iSradimo R(+)PAl junginys ir ypac jo
metansulfonato druska atstato atmintj. Taigi, R(+)PAl tinka atminties
sutrikimu, demencijos, ypac Alchaimerio tipo demencijos, ir vaiky padidinto
aktyvumo sindromo gydymui. )

Paga!iéu Siame iSradime pateikiamos labai stabilios R(+)PAI druskos,
turinCios  geriausias farmacines savybes. Ypatingai stabilus yra
metansulfonatas, jis turi nelauktai didelj selektyvumg ir duoda daug maziau

pasaliniy efekty nei atitinkamos raceminés druskos.

ISradimo santrauka
Siame iSradime pateikiamas R(+)-N-propargil-1-aminoindanas, kurio

struktdriné formule yra:
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H™" “SNH— CH~C ==CH

Siame i$radime taip pat yra pateikiama farmaciskai tinkama R(+)-N-
propargil-1-aminoindano druska.

Siame iSradime taip pat yra pateikiama farmaciné kompozicija, | kurig
jeina terapiSkai efektyvus R(+)-N-propargil-1-aminoindano arba jo
farmaciskai tinkamos druskos kiekis ir farmaciskai tinkamas neSiklis.

Siame iradime taip pat pateikiamas subjekto, serganéio Parkinsono
liga, gydymo baddas, kuris apima 8io iSradimo R(+)-N-propargil-1-
aminoindano arba jo farmaciSkai tinkamos druskos Kkiekio, efektyviai
gydancio Parkinsono ligg, skyrimg tokiam subjektui.

Siame iSradime taip pat pateikiamas subjekto, serganéio atminties
sutrikimu, gydymo bldas, kuris apima $Sio iSradimo R(-F)-N-propargil-1-
aminoindano arba jo farmaciSkai tinkamos druskos kiekio, efektyviai
gydancio atminties sutrikimg, skyrima tokiam subjektui.

Siame i$radime taip pat pateikiamas subjekto, sergangio demencija,
gydymo budas, kuris apima $io iSradimo R(+)-N-propargil-1-aminoindano
arba jo farmaciSkai tinkamos druskos kiekio, efektyviai gydan¢io demencija,
skyrimg tokiam subjektui. Viename jgyvendinimo variante demencija yra
Alchaimerio tipo demencija (DAT).

Siame i$radime taip pat pateikiamas subjekto, serganéio depresija,
gydymo badas, kuris apima Sio iSradimo. R(+)-N-propargil-1-aminoindano
arba jo farmaciskai tinkamos druskos kiekio, efektyviai gydandio depresija,
skyrimg tokiam subjektui. .

Siame iSradime taip pat pateikiamas subjekto, turindio padidinto
aktyvumo sindroma, gydymo bidas, kuris apima $io iSradimo R(+)-N-
propargil-1-aminoindano arba jo farmaciSkai tinkamos druskos Kiekio,
efektyviai gydancio padidnto aktyvumo sindroma, skyrima tokiam subjektui.

Siame idradime taip pat pateikiamas subjekto, serganio afektine

psichoze, gydymo bldas, kuris apima S§io iSradimo R(+)-N-propargil-1-



10 LT 4455 B

aminoindano arba jo farmacidkai tinkamos druskos kiekio, efektyviai
gydangio afekting psichoze, skyrimg tokiam subjektui.

Siame idradime taip pat pateikiamas subjekto, sergancio
neurodegeneracine liga, gydymo bldas, kuris apima $io isradimo R(+)-N-
propargil-1-aminoindano arba jo farmaciskai tinkamos druskos kiekio,
efektyviai gydancio neurodegeneracing liga, skyrima tokiam subjektui.

Siame iSradime taip pat pateikiamas subjekto, turinCio neurotoksinj
paZeidima, gydymo bddas, kuris apima Sio iSradimo R(+)-N-propargil-1-
aminoindano arba jo farmacidkai tinkamos druskos kiekio, efektyviai
gydancio neurotoksinj paZeidima, skyrima tokiam subjektui.

Siame i$radime taip pat pateikiamas subjekto, sergantio smegeny
iSemija, gydymo bddas, kuris apima S$io iSradimo R(+)-N-propargil-1-
aminoindano arba jo farmacidkai tinkamos druskos kiekio, efektyviai
gydanéio smegeny iemija, skyrima tokiam subjektui.

Siame idradime taip pat pateikiamas subjekto, turinéio galvos traumin
pazeidima, gydymo badas, kuris apima $io iSradimo R(+)-N-propargil-1-
aminoindano arba jo farmacidkai tinkamos druskos kiekio, efektyviai
gydangio galvos trauminj pazeidima, skyrima tokiam subjektui.

Siame i$radime taip pat pateikiamas subjekto, turin¢io nugaros
smegeny trauminj pazeidima, gydymo bidas, kuris apima $io isradimo R(+)-
N-propargil-1-aminoindano arba jo farmaciskai tinkamos druskos kiekio,
efektyviai gydandio nugaros smegeny trauminj paZeidima, skyrima tokiam
subjektui.

Siame idradime taip pat pateikiamas subjekto, sergancio Sizofrenija,
gydymo bldas, kuris apima Sio iSradimo R(+)-N-propargil-1-aminoindano
arba jo farmacidkai tinkamos druskos kiekio, efektyviai gydancio Sizofrenija,
skyrima tokiam subjektui.

Siame idradime taip pat pateikiamas subjekto, sergancio demesio
stoka, gydymo bidas, kuris apima S$io iSradimo R(+)-N-propargil-1-
aminoindano arba jo farmacidkai tinkamos druskos kiekio, efektyviai

gydangio démesio stoka, skyrima tokiam subjektui.
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Siame i$radime taip pat pateikiamas subjekto, sergancio i§sétine
skleroze, gydymo bldas, kuris apima 8io iSradimo R(+)-N-propargil-1-
aminoindano arba jo farmacidkai tinkamos druskos kiekio, efektyviai
gydancio iSsétine skleroze, skyrima tokiam subjektui.

Siame i$radime taip pat pateikiamas subjekto nervy pakenkimy
profilaktikos bldas, kuris apima 8io iSradimo R(+)-N-propargil-1-
aminoindano arba jo farmaciSkai tinkamos druskos kiekio, efektyviai
apsaugancio nuo nervy pakenkimy, skyrima tokiam subjektui.

Siame idradime taip pat pateikiamas subjekto, kendiandio nuo
abstinencijos simptomy, gydymo bddas, kuris apima $io iSradimo R(+)-N-
propargil-1-aminoindano arba jo farmaciskai tinkamos druskos kiekio,
efektyviai gydancio abstinencijos simptomus, skyrimg tokiam subjektui.

Siame iradime taip pat pateikiamas R(+)-N-propargil-1-aminoindano
gavimo bldas, kuris apima R(-)-aminoindano saveikg su propargilbromidu
arba propargilchloridu, dalyvaujant organinei arba neorganinei bazei, kurioje
susidaro R(+)-N-propargil-1-aminoindanas, ir susidariusio R(+)-N-propargil-
1-aminoindano idskyrima.

Siame i$radime taip pat pateikiamas raceminio N-propargil-1-
aminoindano gavimo bldas, kuris apima raceminio 1-aminoindano saveikg
su propargilbromidu arba propargilchloridu, dalyvaujant organinei arba
neorganinei bazei, kurioje susidaro raceminis N-propargil-1-aminoindanas, ir
susidariusio raceminio N-propargil-1-aminoindano i8skyrima,.

Pagaliau Siame iSradime taip pat pateikiamas R(+)-N-propargil-1-
~ aminoindano druskos gavimo blidas, kuris apima raceminio N-propargil-‘1-
aminoindano sgveika su optiSkai aktyvia-rﬂgétimi. kuriojé susidaro dvi
diastereomerinés N-propargil-1-aminoindano druskos, ir R(+)-N-propargil-1-
aminoindano druskos i8skyrimg iS susidariusiy diastereomeri'niq N-propargil-

1-aminoindano druskuy.

Trumpas figury aprasymas
1 figlra yra 22 pavyzdZio rezultaty grafinis atvaizdavimas, rodantis
MAO-A inhibicijos aktyvumag in vitro.
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2 figlra yra 22 pavyzdzio rezultaty grafinis
MAO-B inhibicijos aktyvuma in vitro.
3 figlra yra 22 pavyzdzio rezultaty grafinis

atvaizdavimas,

atvaizdavimas,

MAOQ aktyvuma Zmogaus galvos smegeny Zievés audinyje

4 figra yra 23 pavyzdZio rezultaty grafinis
dumig MAO-A inhibicijg (i.p.) smegenyse.

5 figlra yra 23 pavyzdzio rezuitaty grafinis
umig MAO-B inhibicijg (i.p.) smegenyse.

6 figlra yra 23 pavyzdzio rezultaty grafinis
umig MAO-A inhibicijg (i.p.) kepenyse.

7 figlra yra 23 pavyzdZio rezultaty grafinis
umig MAO-B inhibicijg (i.p.) kepenyse.

8 figdra yra 23 pavyzdzio rezultaty grafinis
Umig MAO-A inhibicijg (per gerkle) smegenyse.

9 figlra yra 23 pavyzdzio rezultaty grafinis
umig MAO-B inhibicijg (per gerkle) smegenyse.

10 figlra yra 23 pavyzdZio rezultaty grafinis
Umig MAO-A inhibicijg (per gerkle) kepenyse.

11 figdra yra 23 pavyzdZio rezultaty grafinis
umig MAO-B inhibicijg (per gerkle) kepenyse.

12 figlra yra 24 pavyzdZio rezultaty grafinis
chroniskg MAO-A inhibicijg smegenyse.

13 figlra yra 24 pavyzdZio rezultaty grafinis
chroniskg MAO-B inhibicijg smegenyse.

14 figlra yra 24 pavyzdZio rezultaty grafinis
chroniskg MAO-A inhibicija kepenyse.

15 figlra yra 24 pavyzdZio rezultaty grafinis
chroniska MAO-B inhibicijg kepenyse.

atvaizdavimas,

atvaizdavimas,

atvaizdavimas,

atvaizdavimas,

atvaizdavimas,

atvaizdavimas,

atvaizdavimas,

atvaizdavimas,

atvaizdavimas,

atvaizdavimas,

atvaizdavimas,

atvaizdavimas,

LT 4455 B

rodantis
rodantis
rodantis
rodantis
rodantis
rodantis
rodantis
rodantis
rodantis
rodantis
rodantis
rodantis
rodantis

rodantis

16 figlra yra 25 pavyzdZio rezultaty grafinis atvaizdavimas, rodantis

MAO-B aktyvumo Ziurkiy smegenyse priklausomybe nuo nuo laiko po

R(+)PAI i.p. jvedimo.
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17 figlra yra 32 pavyzdZio rezultaty grafinis atvaizdavimas, rodantis
normokinezijos atstatyma pelése, kurios gavo 6 mg/kg haloperidolio s.c.
bldu. Peléems i.p. bldu buvo suleisti tiriamieji vaistai nurodytomis dozemis.
Po 2 val. jos gavo haloperidolj. Kinetiniai rodikliai buvo nustatyti praéjus 3
valandoms po haloperidolio jvedimo. Sie rodikliai susidéjo i§ sugebégjimo
judéti horizontaliai iSilgai strypo, sugebéjimo nusileisti vertikaliu strypu ir
katalepsijos sutrumpéjimo. Be haloperidolio maksimalus rodiklis buvo 12,
esant vien tik haloperidoliui 6,640,03. Statistinis reikSmingumas buvo
skaiCiuojamas pagal Stjudento “t” testg: * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001
vieno haloperidolio atzvilgiu. (R)-PAI rodikliai labai skiriasi nuo raceminio PAI
rodikliy, esant 5 mg/kg (p <0,05), 10 mg/kg (p <0,01) ir 15 mg/kg (p <0,05)
dozéms, (n=5.6). Nurodytos dozés yra PAl laisvos bazés (o ne
metansulfonato druskos) dozés.

18 figlra yra 32 pavyzdZio rezultaty grafinis atvaizdavimas, rodantis
motorinio aktyvumo atstatymg Ziurkése, paveiktose a-metil-p-tirozino (a-Mpt)
100 mg/kg doze i.p. Ziurkéms i.p. bldu buvo suleistas tiriamas vaistas
nurodytomis dozemis. Po 2 val. jos gavo o-Mpt ir tuoj pat buvo patalpintos |
aktyvumo matavimo narvus. Bendras motorinis aktyvumas buvo matuojamas
10 val. bégyje. Kontrolinés Ziurkés, gavusios fiziologinj tirpalg, turejo tik
15862+ 1424 rodiklj. Statistinis reikSmingumas pagal Stjudento “t" testg: * p
<0,05; ** p <0,01; *** p <0,001 vieno a-Mpt atzvilgiu. (R)-PAl rodikliai labai
skiriasi nuo raceminio PAIl rodikliy, esant 2 mg/kg (p <0,01) dozei, (n=6).
Nurodyta dozé yra PAl laisvos bazés (0 ne metansulfonato druskos) doze. ’

19 figdra yra grafikas, rodantis NADH atsakg | 2 min. anoksijos,-
iSmatuotg praéjus 30 min. po pazeidimo, ir po to kas puse valandos.

20 figlra: 18eminiai smegeny pazeidimai, jvertinti MRI T2-skeneriu,
praejus 48 valandoms po MCA-O ir gydymo [R](+)PAl metansulfonatu
bandyme su Ziurkémis: viduriné smegeny arterija buvo uzkimsta chirurginiu
bddu, kaip aprasyta 38 pavyzdyje. [R](+)PAl metansulfonatas buvo
vartojamas taip: 1,0 mg/kg i.p. bldu tuoj po chirurginés operacijos; 0,5

mg/kg i.p. bldu praéjus 2 val. po chirurginés operacijos; 1,0 mg/kg i.p. bldu
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praéjus 24 val. po chirurginés operacijos. Infarkto tiris (mm?® buvo nustatytas
MRI metodu, praéjus 48 val. po chirurginés operacijos.

21 _figura: Wistar Ziurkiy, kurioms padaryta MCA-O ir kurios buvo
gydytos [R](+)PAl metansulfonatu, neurologinis jvertinimas: viduriné
smegeny arterija buvo uZkim$ta chirurginiu bddu, ir [R](+)PAl
metansulfonatas buvo vartojamas taip kaip apradyta 20 figlroje. Praéjus 24
val. po chirurginés operacijos, buvo iSmatuoti neurologiniai rodikliai kaip

apradyta 38 pavyzdyije.
Smulkus iSradimo aprasymas

Siame i$radime pateikiamas R(+)-N-propargil-1-aminoindanas, kurio

strukturiné formulé yra:

H*" NH—CH,—C =CH

Kaip parodyta Zemiau aprasytuose eksperimentiniuose pavyzdZiuose,
R(+)PAIl yra beveik 7000 karty aktyvesnis MAO-B inhibitorius nei S(-)PAl.
Zinomy MAO-B inhibitoriu, kurie yra mazai selektyvis MAO-A ir MAO-B
atzvilgiu, ir kurie neturi prognozuojamos veiksmingumo priklausomybés nuo
R arba S konfiglracijos tendencijos, poZidriu toks R(+)PAl selektyvumas yra
 netikétas. .

R(+)PAIl gali blti gautas optiniufézomerq atskyrimo i$ PAl R- ir S-
enantiomery raceminiy misiniy badu. Tok] atskyri‘ma galima atlikti,
- panaudojant bet kokj jprasta, $ios srities spécialistams Zinomg atskyrimo
metodg, tok| kaip apradyta J. Jacques, A. Collet and S. Wilen, “Enantiomers,
Racemates and Resolutions”, Wiley, New York (1981). Pavyzdziui, atskirti
galima preparatinés chromatografijos per chiraling kolonelg bildu. Kitas
tinkamo atskyrimo metodo pavyzdys yra diastereomeriniy drusky sudarymas
su chiralinémis ragstimis, tokiomis kaip vyno, obuoliy, migdoly ragstys, arba

su aminorigsciy N-acetildariniais, tokiais kaip N-acetilleucinas, o po to
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norimo R enantiomero diastereomerinés druskos atskyrimas perkristalinimo
badu.

PAl R ir S enantiomery raceminis misinys gali blti pagamintas,
pavyzdZiui, taip kaip apraSyta GB 1003676 ir GB 1037014. PAl raceminis
midinys taip pat gali bdti pagamintas, veikiant 1-chlorindang propargilaminu.
Kitu bladu, 8is racematas gali biti pagamintas, veikiant propargilaming 1-
indanonu, susidarant atitinkamam iminui, o po to redukuojant Sio imino C=N
dvigubg jungtj tinkamu agentu, tokiu kaip natrio borhidridas.

Pagal §j iSradimg, PAlI R enantiomeras taip pat gali bati pagamintas
tiesiogiai i§ 1-aminoindano optiSkai aktyvaus R enantiomero, veikiant
propargilbromidu arba propargilchloridu, dalyvaujant organinei arba
neorganinei bazei, ir, jeigu reikia, esant tinkamam tirpikliui.

Tinkamos organinés arba neorganinés bazés, kurias galima naudoti
auksciau minétoje reakcijoje, pavyzdziui, yra trietilaminas, piridinas, $arminiy
metaly karbonatai ir rigstieji karbonatai. Jeigu reakcija yra vykdoma tirpiklyje,
tirpiklis gali bati pasirenkamas iS, pavyzdziui, tolueno, metileno chlorido ir
acetonitrilo. Vienas i$ R(+)PAl gavimo bady yra R-1-aminoindano sgveika su
propargilchloridu, naudojant kalio rigstyjj karbonatg kaip baze ir acetonitrilg
kaip tirpiklj.

Auksciau apraSytoje 1-aminoindano reakcijoje paprastai gaunamas
nesureagavusio pirminio amino, norimo antrinio amino ir tretinio amino N,N-
bispropargilamino produkto misinys. Norimg antrinj aming, t.y. N-propargil-1-
aminoindang, galima isskirti i$ Sio miSinio jprastais iSskyrimo metodais,
’ ‘tokiais kaip, pavyzdziui, chromatografija, distilacija ir sekektyvi ekstrakcija.

Pradiné medZiaga - R-1-aminoindanas - gali bati paéaminta Zinomais
budais, tokiais kaip, pavyzdziui, Lawson and Rao, Biochemistry, 19, 2133
(1980) (ir Siame darbe cituojami literatros Saltiniai) ir Europos patente Nr.
235590 aprasyti budai.

R-1-aminoindang taip pat galima pagaminti, iSskirstant R ir S
enantiomery raceminj misinj, pavyzdziui, sudarant diastereomerines druskas
su chiralinémis rtgstimis, arba bet kokiu kitu Zzinomu btdu, tokiu kaip budas,

kurj aprasé J. Jacques et al., ibid. Kitu bldu, R-1-aminoindang galima
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pagaminti, veikiant 1-inda'nonq optiskai aktyviu aminu, o po to redukuojant
gauto imino C=N dvigubg jungtj, hidrinant su tinkamu katalizatoriumi, tokiu
kaip paladis ant anglies, platinos oksidas arba Renéjaus nikelis. Tinkami
optiskai aktyvls aminai yra, pavyzdziui, vienas i fenetilamino arba
aminor{gsties, tokios kaip valinas arba fenilalaninas, esterio antipody. Po to,
benziline N-C jungtis gali bati suskaldoma hidrinant negrieZtose salygose.

Dar vienas R-1-aminoindano gavimo bidas yra indan-1-ono oksimo
eteriy, kuriy alkilo dalyje yra optiskai grynas chiralinis centras, hidrinimas,
kaip apraSyta auksciau. Kitu bddu, nechiralinis indan-1-ono darinys, turintis
C=N dvigubg jungtj, toks kaip iminas arba oksimas, gali bdti redukuojamas
chiraliniu redukcijos agentu, pvz., li¢io-aliuminio hidrido ir efedrino
kompleksu.

Siame iSradime taip pat pateikiama R(+)-N-propargil-1-aminoindano
farmaciSkai tinkama druska.

Sio i$radimo praktikoje farmacigkai tinkamos druskos apima (bet jomis
neapsiribojama) metansulfonatg, maleatg, fumaratg, tartratg, vandenilio
chlorida, vandenilio bromida, etansulfonatg, p-toluensulfonatg, benzoats,
acetatg, fosfata ir sulfata.

Viename jgyvendinimo variante druska yra pasirinkta iS grupés,
susidedancios i$ R(+)-N-propargil-1-aminoindano metansulfonato, R(+)-N-
propargil-1-aminoindano etansulfonato ir R(+)-N-propargil-1-aminoindano
sulfato.

Kaip parodyta Zemiau apraSytuose eksperimentiniuose pavyzdziuose,
metansulfonato druska yra labai atspari terminei degradacijai ir turi nelauktai
daug dideénj selektyvuma MAO-B nei raceminé druska.

R(+)PAI'junginio farmaciSkai tinkamoms adityvinéms d'ruskoms su
ragstimis gauti laisva bazé veikiama norimomis rlgstimis, esant tinkamam
tirpikliui jprastais bldais. PanaSiai, adityviné druska su rlgstimi gali bati
paversta laisva baze zinomu btdu.

Tinkamiausias (R)-PAl metansulfonato gavimo biidas susideda i$ (a)
15 % natrio  hidroksido vandeninio tirpalo pridéjimo |

propargilbenzensulfonato (arba tozilato, arba metansulfonato) tirpalg toluene;
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(b) 5 val. trunkanéio maiSymo; (c) papildomo kiekio tolueno ir vandens
pridéjimo; (d) faziy atskyrimo ir organinés fazés perplovimo 10 % vandeniniu
natrio hidroksidu, o po to praskiedimo vandeniu; (e) miSinio partgstinimo iki
pH 3.2, pridedant 10 % vandeninio sieros rlgsties tirpalo; (f) vandeninés
fazés atskyrimo ir pH sureguliavimo iki 7,3 10 % natrio hidroksidu; (g)
idekstrahavimo tris kartus toluenu, palaikant pastovy pH; (h) sumaiSyty
organiniy sluoksniy sukoncentravimo vakuume, gaunant geltong alyva; ()
Sios alyvos ir L-vyno riigsties istirpinimo izopropanolyje; (j) 1 val. trunkancio
pavirinimo su grjztamu Saldytuvu; (k) atS8aldymo iki kambario temperaturos ir
i8siskyrusiy nuosédy nufiitravimo; (I) negryno di-propargilaminoindano
tartrato perkristalinimo i§ metanolio/izopropanolio (1:1), gaunant di(R(+)-N-
propargil-1-aminocindano) tartrata; (m) tartrato druskos ir metansulfonrigsties
i8tirpinimo izopropanolyje ir pavirinimo su grjiztamu $aldytuvu 30 min; ir (n)
atSaldymo iki kambario temperatdros ir iSsikristalinusio R(+)-N-propargil-1-
aminoindano surinkimo.

Siame i$radime taip pat pateikiamos farmacinés kompozicijos,  kurias
jeina R(+)-N-propargil-1-aminoindano arba jo farmaciskai tinkamos druskos
terapidkai efektyvus kiekis ir farmaciskai tinkamas nesiklis. R(+)-N-propargil-
1-aminoindano arba jo farmaciskai tinkamos druskos “terapiSkai efektyvus
kiekis" gali bati nustatomas Sios srities specialistams Zzinomais metodais.

Galimos druskos, kurios tinka tokioms kompozicijoms, yra
hidrochloridas, fosfatas, maleatas, fumaratas, tartratas, metansulfonatas,
etansulfonatas ir sulfatas.

Sios kompozicijos gali biiti pagamintos kaip vaistai, ‘kuriuos galima
vartoti peroraliniu, parenteriniu, rektaliniu arba transderminiu badu.

Viename jgyvendinimo variante farmaciskai tinkamas nesiklis yra kieta
medZiaga, ir farmaciné kompozicija yra tableté. Terapidkai efektyvus kiekis '
gali blti Kiekis nuo mazdaug 0,1 mg iki mazdaug 100 mg. TerapiSkai
efekyvus kiekis taip pat gali blti nuo mazdaug 1 mg iki mazdaug 10 mg.

Tinkamos peroralinio vartojimo formos apima tabletes, presuotas arba
padengas piliules, drazé, kapsules, kietas arba minkstas Zelatinos kapsulles,

polieZuvinio vartojimo tabletes, sirupus ir suspensijas.
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Kitame jgyvendinimo variante farmaciskai tinkamas neSiklis yra skystis,
ir farmaciné kompozicija yra tirpalas injekcijoms. Terapikai efektyvus kiekis
gali biti kiekis nuo mazdaug 0,1 mg/ml iki mazdaug 100 mg/ml. Terapiskai
efekyvus kiekis taip pat gali bati nuo mazdaug 1 mg/m[ iki mazdaug 10
mg/ml. Viename variante skiriama dozé yra mazdaug 0,5-1,0 ml.

Dar kitame realizavimo variante neSiklis yra gelis, o farmacine
kompozicija yra 2vakuté.

Parenteriniam vartojimui Siame iSradime pateikiamos ampulés arba
buteliukai, kuriuose yra vandeninis arba nevandeninis tirpalas arba emulsija.
Rektaliniam vartojimui pateikiamos Zvakutés su hidrofiliniais arba
hidrofobiniais  tirpikliais. Topiniam vartojmui  pateikiami tepalai ir
transderminés kompozicijos su Sioje srityje Zinomomis jvedimo sistemomis.

Tinkamiausiame jgyvendinimo variante farmacidkai tinkama druska yra
metansulfonatas.

Sios kompozicijos gali biti vartojamos vienos i$vardinty sutrikimy
gydymui arba, kitu atveju, kaip Parkinsono ligos atveju, jos gali bdti
vartojamos kaip pagalbiné priemoné prie jprasto gydymd L-DOPA.

Tinkamiausios veikliojo ingrediento, ty. R-PAl, dozés auksCiau
apraSytose kompozicijose yra tokiuose intervaluose. peroralinio vartojimo
arba zvakuciy kompozicijose - 0,1-100 mg dozuotame vienete per dieng,
geriau - 1-10 mg dozuotame vienete per dieng; injekcijy kompozicijose - 0,1-
100 mg/m! dozuotame vienete per dieng, geriau 1-10 mg/m! dozuotame
vienete per dieng.

" Viename jgyvendinimo variante | farmacing kompozicijg jeina dar ir
terapiskai efektyvus levodopa kiekis. Kitame jgyvendinimo variante | ‘
farmacine kompozi‘cija jeina dar ir efektyvus kiekis dekarboksilazes
inhibitoriaus.

Dekarboksilazés inhibitoriaus, vartojamo derinyje su (R)-PAl arba jo
farmaciskai tinkama druska, kiekis yra kiekis, kuris gali uztikrinti subjekto L-
DOPA jsisavinima.

Dekarboksilazés inhibitorius gali badti L-karbidopa. Viename

jgyvendinmo variante terapiskai efektyvus R(+)-N-propargil-1-aminoindano
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kiekis yra mazdaug 0,1-100 mg, terapiSkai efektyvus levodopa kiekis yra
mazdaug 50-250 mg ir terapiskai efektyvus L-karbidopa kiekis yra mazdaug
10-25 mg ribose.

Dekarboksilazés inhibitorius taip pat gali bati benzerazidas. Viename
jgyvendinmo variante terapiskai efektyvus R(+)-N-propargil-1-aminoindano
kiekis yra mazdaug 0,1-100 mg, terapidkai efektyvus levodopa kiekis yra
maZdaug 50-200 mgq ir terapiskai efektyvus benzerazido kiekis yra mazdaug
12,5-50 mg ribose. ‘

Siame iradime taip pat pateikiamas subjekto, sergancio Parkinsono
liga, gydymo bidas, kuris apima S§io iSradimo R(+)-N-propargil-1-
aminoindano arba jo farmaciSkai tinkamos druskos kiekio, efektyviai
gydancio Parkinsono liga, skyrimg tokiam subjektui.

Parkinsono ligos gydymo bddai, kuriuose (R)-PAI panaudojimas
derinamas su kitais vaistais, tokiais kaip dopamino agonistai, bromkriptinas,
pergolidinas, lizuridas, o taip pat ir katecholamino oksidazés
metiltransferazeés inhibitoriai, taip pat jeina j §j iSradima.

Tinkamiausiame jgyvendinimo variante farmaciskai tinkama druska yra
metansulfonatas.

Vaisto vartojimas gali bati peroralinis, rektalinis, transderminis arba
parenterinis.

Viename jgyvendinimo variante Sio iSradimo bldas apima dar ir
terapidkai efektyvaus levodopa kiekio skyrimg subjektui. Kitame jgyvendinimo
variante 8io iSradimo bddas apima dar ir terapiSkai efektyvaus
dekarboksilazés inhibitoriaus kiekio skyrimg subjektui.

Dekarboksilazés inhibitorius gali blti L-karbidopa.- Kitu atveju, -
dekarboksilazes inhibitorius gali blti benzerazidas.

Siame iradime taip pat pateikiamas subjekto, sergancio atminties
sutrikimu, gydymo bidas, kuris apima Sio iSradimo R(+)-N-propargil-1-
aminoindano arba jo farmaciSkai tinkamos druskos Kkiekio, efektyviai
gydancio atminties sutrikimg, skyrimg tokiam subjektui.

Siame iSradime taip pat pateikiamas subjekto, sergancio demencija,

gydymo bddas, kuris apima Sio iSradimo R(+)-N-propargil-1-aminoindano
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arba jo farmaciskai tinkamos druskos kiekio, efektyviai gydancio demencija,
skyrimg tokiam subjektui. Viename jgyvendinimo variante demencija yra
Alchaimerio tipo demencija (DAT).

Siame isradime taip pat pateikiamas subjekto, sergancio depresija,
gydymo bddas, kuris apima $io iSradimo R(+)-N-propargil-1-aminoindano
arba jo farmaciskai tinkamos druskos kiekio, efektyviai gydanéio depresija,
skyrima tokiam subjektui.

Siame isradime taip pat pateikiamas $ubjekto. turinio padidinto
aktyvumo sindromg, gydymo bddas, kuris apima $io iSradimo R(+)-N-
propargil-1-aminoindano arba jo farmacidkai tinkamos druskos kiekio,
efektyviai gydanCio padidnto aktyvumo sindroma, skyrima tokiam subjektui.

Vaisto vartojimas gali bati peroralinis, rektalinis, transderminis arba
parenterinis.

Siame iSradime taip pat pateikiamas subjekto, sergandio afektine
psichoze, gydymo bldas, kuris apima S$io i$radimo R(+)-N-propargil-1-
aminoindano arba jo farmaciSkai tinkamos druskos kiekio, efektyviai
gydancio afekting psichoze, skyrima tokiam subjektui.

Siame isradime taip pat pateikiamas subjekto, sergandio
neurodegeneracine liga, gydymo btdas, kuris apima $io iSradimo R(+)-N-
propargil-1-aminoindano arba jo farmacidkai tinkamos druskos kiekio,
efektyviai gydancio neurodegeneracine liga, skyrima tokiam subjektui.

Siame i$radime taip pat pateikiamas subjekto, turindio neurotoksin;
- pazeidima, gydymo bddas, kuris apima $io i$radimo R(+)-N-propargil-1-
éminoindano arba jo farmaciSkai tinkamos druskos kiekio, efektyviai
gydancio neurotoksinj paZeidimg, skyrima tokiam subjektui.

Siame iradime taip pat pateikiamas subjekto, sergancio smegeny
iSemija, gydymo bddas, kuris apima $io idradimo R(+)-N-propargil-1-
aminoindano arba jo farmaciskai tinkamos druskos kiekio, efektyviai
gydancio smegeny iSemija, skyrima tokiam subjektui.

Siame iradime taip pat pateikiamas subjekto, sergancio smegeny

iSemija arba insultu, gydymo bldas, kuris apima $io i$radimo R(+)-N-
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propargil-1-aminoindano arba jo farmacidkai tinkamos druskos kiekio,
efektyviai gydancio smegeny iSemijg arba insultg, skyrima tokiam subjektui.

Smegeny iSemijos arba insulto gydymo btdo jgyvendinimo variante
farmaciskai  tinkama  R(+)-N-propargil-1-aminoindano  druska  yra
pasirenkama i§ grupés, kurig sudaro: metansulfonatas, etansulfonatas,
sulfatas ir hidrochloridas. Geriausia i$ farmaciskai tinkamy R(+)-N-propargil-
1-aminoindano drusky yra metansulfonatas.

Efektyvus kiekis gali bdti nustatomas, naudojant jprastas Sioje srityje
Zinomas metodikas, tokias kaip titravimas. Sio iSradimo jgyvendinimo
variante efektyvus kiekis yra nuo mazdaug 0,5 mg kilogramui subjekto klno
svorio iki mazdaug 2,5 mg kilogramui subjekto ktno svorio. R(+)-N-
propargil-1-aminoindanas arba jo farmaciSkai tinkama druska yra vartojama
patyrusiems Sios srities specialistams Zinomais budais. Pavyzdziui, jis gali
bdti vartojamas intraveniniu, peroraliniu, rektaliniu, transderminiu arba
parenteriniu bddu.

Pageidautina, kad subjektas baty zinduolis, toks kaip Suo, katé, pelé,
Ziurke, triusis, kiaulé, arklys, ozka, avis, karvé arba beZdZioné. Atskirame
jgyvendinimo variante subjektas yra zmogus.

Sio isradimo jgyvendinimo variante efektyvus kiekis yra nuo mazdaug
0,01 mg iki 50,0 mg per dieng. Specifiniame jgyvendinimo variante efektyvus
Kiekis yra nuo 0,1 iki 10,0 mg per dieng.

Viename auk$Ciau apraSyto bldo jgyvendinimo variante smegeny
iSemijos plotas yra sumazinamas mazdaug trisdeSimt penkiais procentais.

Siame iSradime taip pat pateikiamas subjekto, turincio galvos trauminj
pazeidimg, gydymo bldas, kuris apima Sio igradimo R(+)-N-propargil-1-
aminoindano arba jo farmaciSkai tinkamos druskos Kkiekio, efektyviai
‘ gydancio galvos trauminj pazeidima, skyrima tokiam subjektui.

Siame i$radime taip pat pateikiamas subjekto, turinio nugaros
smegeny trauminj pazeidima, gydymo bidas, kuris apima Sio iSradimo R(+)-
N-propargil-1-aminoindano arba jo farmaciSkai tinkamos 'druskos Kiekio,
efektyviai gydancio nugaros smegeny trauminj pazeidimg, skyrimag tokiam

subjektui.
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Siame i$radime taip pat pateikiamas subjekto, turinéio neurotrauminj
pazeidima, gydymo bddas, kuris apima $io iSradimo R(+)-N-propargil-1-
aminoindano arba jo farmacidkai tinkamos druskos kiekio, efektyviai
gydandio neurotrauminj pazeidima, skyrima tokiam subjektui.

Gydant galvos trauminj paZeidima, nugaros smegeny trauminj
paZzeidimg arba neurotrauminj pazeidima, farmaciskai tinkama R(+)-N-
propargil-1-aminoindano druska yra pasirenkama i$ grupés, kurig sudaro:
metansulfonatas, etansulfonatas, sulfatas ir hidrochloridas. Geriausia i$
farmaciSkai  tinkamy  R(+)-N-propargil-1-aminoindano  drusky yra
metansulfonatas.

Efektyvus kiekis gali bdti nustatomas, naudojant jprastas Sioje srityje
Zinomas metodikas, tokias kaip titravimas. Sio i$radimo jgyvendinimo
variante efektyvus kiekis yra nuo mazdaug 0,5 mg kilogramui subjekto kiino
svorio iki mazdaug 2,5 mg kilogramui subjekto kino svorio. R(+)-N-
propargil-1-aminoindanas arba jo farmaciskai tinkama druska yra vartojama
patyrusiems Sios srities specialistams Zinomais bldais. Pavyzdziui, jis gali
bati vartojamas intraveniniu, peroraliniu, rektaliniu, transderminiu arba
parenteriniu badu.

Pageidautina, kad subjektas baty Zinduolis, toks kaip $uo, kate, pelé,
Ziurke, triusis, kiaulé, arklys, oZka, avis, karvé arba beZdZioné. Atskirame
jgyvendinimo variante subjektas yra Zmogus.

Sio iradimo jgyvendinimo variante efektyvus kiekis yra nuo mazdaug
0,01 mg iki 50,0 mg per dieng. Specifiniame’jgyvendinimo variante efektyvus
- kiekis yra nuo 0,1 iki 10,0 mg per dieng. -

) Siame isradime taip pat pateikiamas subjekto, sergancio Sizofrenija,
gydymo bldas, kuris apimé 8io iSradimo R(+)-N-propargil-1-aminoindano
arba jo farmaciSkai tinkamos druskos kiekio, efektyviai gydancio Sizofrenija,
skyrimg tokiam subjektui.

Siame i$radime taip pat pateikiamas subjekto, sergancio démesio
stoka, gydymo bldas, kuris apima S$io iSradimo R(+)-N-propargil-1-
aminoindano arba jo farmaciskai tinkamos druskos kiekio, efektyviai

gydancCio démesio stokg, skyrimg tokiam subjektui.
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Siame i$radime taip pat pateikiamas subjekto, sergangio i$sétine
skleroze, gydymo bidas, kuris apima S$io iSradimo R(+)-N-propargil-1-
aminoindano arba jo farmacidkai tinkamos druskos Kkiekio, efektyviai
gydangio isétine skleroze, skyrima tokiam subjektui.

Siame iSradime taip pat pateikiamas subjekto nervy pakenkimy
profilaktikos budas, kuris apima 8io iSradimo R(+)-N-propargil-1-
aminoindano arba jo farmaciSkai tinkamos druskos Kkiekio, efektyviai
apsaugancio nuo nervy pakenkimy, skyrimg tokiam subjektui.

Viename jgyvendinimo variante nervo pakenkimas yra struktdrinis
nervo pakenkimas. Kitame jgyvendinimo variante struktlrinis nervo
pakenkimas yra optinio nervo pakenkimas.

Siame isradime taip pat pateikiamas subjekto, kendiandio nuo
narkotiniy medZiagy abstinencijos simptomy, gydymo budas, kuris apima $io
iSradimo R(+)-N-propargil-1-aminoindano arba jo farmacidkai tinkamos
druskos kiekio, efektyviai gydancio abstinencijos simptomus, skyrimg tokiam
subjektui.

Cia vartojamas terminas “abstinencijos simptomai” reiskia fizinius ir
arba psichologinius simptomus, jskaitant narkotiko geidima, depresija,
irzlumg, iSglebima, amotyvacijg, apetito pasikeitima, S$leikstulj, drebulj ir
miego sutrikima.

Cia vartojamas terminas “narkotinés medziagos” apima, pavyzdziui,
(@) narkotinius opiatus, tokius kaip opijus, heroinas ir morfinas, (b)
psichostimuliatorius, tokius kaip kokainas, amfetaminai ir metamfetaminai, (c)
~alkoholj, (d) nikoiina;, (e) barbitdratus ir (f) narkotikus, tokius kaip fentanilas,
kodeinas, difenoksilatas ir tebainas. .

Viename jgyvendinimo variante narkotiné medziaga yra kokainas.
Kitame jgyvendinimo variante narkotiné medziaga yra alkoholis.

Siame idradime taip pat pateikiamas R(+)-N-propargil-1-aminoindano
gavimo bldas, Kuris apima R(-)-aminoindano saveikg su propargilbromidu
arba propargilchloridu, dalyvaujant organinei arba neorganinei bazei, kurioje
susidaro R(+)-N-propargil-1-aminoindanas, ir susidariusio R(+)-N-propargil-

1-aminoindano iSskyrima.
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Siame iSradime taip pat pateikiamas raceminio N-propargil-1-
aminoindano gavimo budas, kuris apima raceminio 1-aminoindano saveikg
su propargilbromidu arba propargilchloridu, dalyvaujant organinei arba
neorganinei bazei, kurioje susidaro raceminis N-propargil-1-aminoindanas, ir -
susidariusio raceminio N-propargil-1-aminoindano iSskyrima.

Pagaliau Siame iSradime taip pat pateikiamas R(+)-N-propargil-1-
aminoindano druskos gavimo bddas, kuris apima raceminio N-propargil-1-
aminoindano sgveikg su optiskai aktyvia ragstimi, Kurioje susidaro dvi
diastereomerinés N-propargil-1-aminoindano druskos, ir R(+)-N-propargil-1-
aminoindano druskos iSskyrima i$ susidariusiy diastereomeriniy N-propargil-
1-aminoindano drusky.

Viename jgyvendinimo variante $is iSskyrimas apima iSskyrimg
frakcinés kristalizacijos bldu.

Toliau duodama eksperimentiné dalis yra skirta iSradimo supratimui
palengvinti, ir néra laikoma bei neturi bdti aiSkinama kaip Sio iSradimo
apimties apribojimas; iSradimo apimtj nusako po eksperimentinés dalies

einanti apibreztis.
EKSPERIMENTINE DALIS

1 pavyzdys
Raceminio N-propargil-1-aminoindano hidrochloridas

| 75 ml acetonitrilo jdedama 10,0 g'raceminio 1-aminoindano ir 10,4 g
kalio karbonato. Gauta suspensija paéildoma iki 80 °C ir j ja sulaSinama 4,5 g
propargilo chlorido. '

Misinys maiSomas 60 °C temperatlroje 16 valandy, ir po to didZioji
dalis lakiy medziagy paSalinama distiliuojant vakuume. Liekana paskirstoma
tarp 10 % vandeninio natrio hidroksido ir metileno chlorido.

Organiné fazé iSdziovinama ir nudistiliuojémas tirpiklis. Liekana
gryninama sparciosios chromatografijos metodu per silikagel], eliuuojant 40
% etilacetatu/heksanu (40%/60%). Frakcijos, kuriose yra norimas bazés
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formos junginys, sumaiSomos, ir eliuentas pakeiiamas eteriu. Eteriniai
tirpalai veikiami dujiniu HCI, susidariusios nuosédos nusiurbiamos ir
perkristalinus iS propanolio, gaunama 7,3 g norimo junginio. Lyd. temp.: 182-
4°C.

Chromatografiniai ir spektriniai duomenys sutampa su US patento Nr.
3513244, publikuoto 1970 m. geguzés 19 d., duomenimis ir su autentiSku
meginiu. Jie yra tokie: BMR § (CDCl3): 2,45 (2H, m), 2,60 (1H, t), 290 (1H,
m). 3,45 (1H, m), 3,70 (2H, d), 4,95 (1H, ), 7.5 (4H, m) m.d.

2 pavyzdys

S(-)-N-propargil-1-aminoindano hidrochloridas

Norimo junginio laisvos bazés forma iSskiriama, skirstant 1 pavyzdyje
aprasSytg laisvos bazés raceminj misinj per Chiraoel OJ (celiuliozés tris[p-
metilbenzoato]) preparating didelio slégio skysciy chromatografijos kolonéle,
eliuuojant izopropanoliu/heksanu (10%/90%) ir surenkant pirmajj pagrindinj
maksimuma. Gauta alyva paverCiama norimu junginiu (hidrochloridu),
veikiant Sios alyvos 10 % tirpalg dietilo eteryje dujiniu HCI, ir gautos nuosédos
nusiurbiamos. [a]p -29.2° (1 %. etanolis), lyd. temp.: 182-184 °C. Kitos
chromatografinés ir spektrinés savybés yra identiSkos 1 pavyzdzio vandenilio

chlorido savybéms.

3 pavyzdys
R-(+)-N-propargil-1-aminoindano hidrochloridas

Sis junginys gaunamas taip pat kaip ir auk$&iau duotame 2 pavyzdyije,
iSskyrus tai, kad p}eparatinéje didelio slégio chromatografijoje surenkamas
antrasis maksimumas: [a]o +29,1° (0,8 %, etanolis), lyd. temp.: 179-181 °C.
Kitos chromatografinés ir spektrinés savybés yra identiSkos 1 pavyzdzio

hidrochlorido savybéms.

4 pavyzdys
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R-(+)-N-propargil-1-aminoindano hidrochloridas

| 95 ml acetonitrilo [dedama 12,4 g R-(-)-1-aminoindano ir 12,9 g kalio
karbonato. Gauta suspensija paSildoma iki 60 °C ir | jg sulaSinama 5,6 g
propargilo chlorido. Misinys maiSomas 60 °C temperatroje 16 valandy, ir po
to didZioji dalis lakiy medziagy paSalinama distiliuojant vakuume. Liekana
paskirstoma tarp 10 % vandeninio natrio hidroksido ir metileno chlorido.

Organine fazé iSdZiovinama ir vakuume nudistiliuojamas tirpiklis.
Liekana gryninama sparciosios chromatografijos metodu per silikagelj.
eliuuojant 40 % etilacetatu/heksanu (40%/60%). Frakcijos, kuriose yra norimo
junginio laisva bazé, sumaiSomos, ir tirpiklis pakeidiamas eteriu. Eteriniai
tirpalai veikiami dujiniu HCI, susidariusios nuosédos nusiurbiamos ir
perkristalinus i$ propanolio, gaunama 6,8 g norimo junginio. Lyd. temp.: 183-
5 °C, [a]o +30,90° (2 %, etanolis). Spektrinés savybés yra identidkos 1

pavyzdyje aprasyto junginio savybéms.

5 pavyzdys

S(-)-N-propargil-1-aminoindano hidrochloridas

Sis junginys buvo pagamintas 4 pavyzdyje aprasytu bldu, i§skyrus tai,
kad pradine medziaga buvo naudotas S-(+)-1-aminoindanas. Sis produktas
turéjo [a]p -30,3° (2 %, etanolis), lyd. temp.: 183-5 °C. Spektrinés savybeés

yra identiSkos 1 pavyzdyje aprasyto junginio savybéms.

6A pavyzdys
Di(R-(+)-N-propar§il-1-éminoindano) L-tartratas

| vyno rlgsties (4.4 g) tirpalg 48 ml verdancio metanolio supilamas R-
(+)-N-propargil-1-aminoindano laisvos bazés (5,0 g) tirpalas metanolyje 48
ml). Tirpalas virinamas su grjztamu Saldytuvu, ir per 20 min. supilama 284 ml
t-butiimetileterio. Misinys pavirinamas dar 30 min.,, at$aldomas ir

susidariusios nuosédos nusiurbiamos. Gaunama 6,7 g norimo junginio; lyd.
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temp.: 175-177 °C; [a]p (1,5, HO) = +34,3. Analizé: iSskaiCiuota pagal
CasH3206N2: C 68,26, H 6,56, N 5,69, rasta: C 68,76, H 6,57, N 5,61.

6B pavyzdys

R-(+)-N-propargil-1-aminoindano metansulfonatas

(@) | propargilbenzensulfonato (78,4 g) ir raceminio aminoindano (63,2 g)
tirpalg toluene (240 ml) 20 °C temperatiroje sulasinamas 15 % vandeninis
natrio hidroksido tirpalas (108 ml). PamaiSius 5 val., maiSant dar pridedama
tolueno (80 ml) ir vandens (200 ml). Organinis sluoksnis atskiriamas,
perplaunamas 10 % vandeniniu natrio hidroksidu ir po to praskiedziamas
vandeniu. Pilant 10 % vandeninj sieros ragSsties tirpalg, miSinys
partugstinamas iki pH 3,2. Vandeninis sluoksnis atskiriamas, pilant 10 %
natrio hidroksido tirpalg, jo pH nustatomas 7,3 ir palaikant pastovy pH, tris
kartus ekstrahuojama toluenu. Sukoncentravus sumaiSytus organinius
sluoksnius vakuume, gaunama 40,7 g geltonos alyvos.

(b)  AukS3ciau apraSytas negrynintas raceminis propargilaminoindanas ir L-
vyno ragstis (10 g) iStirpinama izopropanolyje (1 ) ir virinama su grjZztamu
Saldytuvu 1 val. Tada maiSant reakcijos misiniui leidziama atvésti iki kambario
temperatlros, ir nuosedos nufiltruojamos. Nevalytas dipropargilaminoindano
tartratas perkristalinamas i§ 1 | metanolio/izopropanolio (1:1), ir gaunamas
di(R-(+)-N-propargil-1-aminoindano) L-tartratas, kurio fizikinés ir spektrinés
savybés yra identiSkos 6A pavyzdyje aprasyto junginio savybéms.

(c) Di-(R-(+)-N-propargil-1-aminoindano) L-tartrato (15 Q) ir
metansulfonrtgsties (6 g) tirpalas izoprolanolyje (150 ml) pavirinamas su
griztamu $ajdytuvu 30 min. Reakcijos misiniui leidZziama atvésti iki kambario
temperaturos ir nusiurbus gautas nuosédas, gaunamas norimas jungiﬁys

(11,1 @), kurio lyd. temp. 157 °C ir [a]p = 22°.

7 pavyzdys
R-(+)-N-metil-N-propargil-1-aminoindano hidrochloridas
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| 15 ml acetono pridedama 4 pavyzdyje aprasyto R-(+)-N-propargil-1-
aminoindano Iaisvos bazés (1,2 @), kalio karbonato (0,97 g) ir metilo jodido (1
g). ir gauta suspensija virinama su grjztamu $aldytuvu azoto atmosferoje 8
val. Po to lakios medziagos nugarinamos sumaZintame slegyje, o liekana
paskirstoma tarp 10 % vandeninio natrio hidroksido (30 ml) ir metileno
chlorido (30 ml). Organinis sluoksnis i§dZiovinamas, ir vakuume nugarinamas
tirpiklis. Liekana gryninama sparéiosios chromatografijos per silikagel]
metodu, eliuuojant etilacetatu/heksanu (40%/60%). Frakcijos, kuriose yra
norimo junginio laisva baze, supilamos kartu, ir tirpiklis pakeiciamas dietilo
eteriu. Eterinis tirpalas veikiamas dujiniu HCI. Lakios medZiagos nugarinamos
vakuume, ir perkristalinus liekang i$ izopropanolio, gaunama 400 mg norimo
junginio, kuris yra balta kristaliné kieta medziaga. Lyd. temp.: 134-136 °C,
[a]o +31,4° (etanolis). BMR & (CDClg): 2,55 (2H, m); 2,7 (1H, pl.s); 2,8 (3H,
s); 3,0 (1H, m); 3,4 (1H, m); 8,9 (2H, pl.s); 5,05 (1H, m); 7,7 (4H, m) m.d.

8 pavyzdys
S-(-)-N-metil-N-propargil-1-aminoindano hidrochloridas

Sis junginys pagaminamas pagal auk3&iau duotame 7 pavyzdyje
aprasyta metodika, iSskyrus tai, kad pradine medziaga vértojamas 5
pavyzdyje apraSytas S-(-)-N-propargil-1-aminoindanas (laisva bazé). Visos
Sio junginio fizikinés ir spektrinés savybes yra identiSkos 7 pavyzdyje

aprasyto junginio savybéms, i8skyrus tai, kad [o]p -34,9° (etanolis).

9 pavyzdys
Tabletés sudétis

N-propargil-1(R)-aminoindano hidrochloridas 7.81 mg*
Prezelatinintas krakmolas NF 47,0 mg
LLaktozé NF (hidro) 66,0 mg
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Mikrokristaliné celiuliozé NF
Natrio krakmolo glikoliatas NF
Talkas USP

Magnio stearatas NF

* Atitinka 5,0 mg N-propargilaminoindano bazes.

10 pavyzdys
Tabletés sudétis

N-propargil-1(R)-aminoindano hidrochloridas
Laktozé (hidro)

Prezelatinintas krakmolas

Mikrokristaliné celiuliozé

Natrio krakmolo glikoliatas

Talkas USP

Magnio stearatas NF

* Atitinka 1,0 mg N-propargilaminoindano bazes.

11 pavyzdys

Kapsulés sudétis

N-propargil-1(R)-aminoindano hidrochloridas
PreZelatinintas krakmolas

Krakmolas

Mikrokristaline celiuliozé

Etilceliulioze

Talkas

Gryninto vandens pridedama tiek, kiek reikia granuliavimui.

12 pavyzdys

Injekcijy tirpalo sudétis

LT 4455 B
20,0 mg

2,99 mg

1,5mg

0,7 mg

1,56 mg*

50,0 mg
36,0 mg
14,0 mg
2,14 mg
1,0 mg
0,5mg

50mg

10,0 mg
44,0 mg
250 mg
1,0 mg
1.5 mg
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N-propargil-1(R)-aminoindano hidrochloridas 5,0 mg
Dekstrozé (bevandené) 440 mg
HCI iki pH 5

Gryninto vandens pridedama tiek, kiek reikia iki 1 ml.

13 pavyzdys

Injekcijy tirpalo sudétis

N-propargil-1(R)-aminoindano hidrochloridas 1,0 mg
Natrio chloridas 8,9 mg
HCI iki pH 5

Gryninto vandens pridedama tiek, kiek reikia iki 1 ml.

14 pavyzdys
Injekcijy tirpalo sudétis

N-propargil-1(R)-aminoindano hidrochloridas 2,0mg
Natrio chloridas 8,9 mg
HCIl iki pH 5

Gryninto vandens pridedama tiek, kiek reikia iki 1 ml.

15 pavyzdys

Sirupo sudétis

N-propargil-1(R)-aminoindano hidrochloridas 5,0mg
Sacharozé : ' ‘ 2250,0 mg
Sacharino Na druska 50 mg
Metilparabenas 6,0 mg
Propilparabenas 1,0 mg

Kvapniosios medziagos 20,0 mg
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Glicerinas USP 500 mg
Alkoholis 95 % USP 200 mg
Gryninto vandens pridedama tiek, kiek reikia iki 5,0 ml.
16 pavyzdys
Poliezuvinés tabletés
N-propargil-1(R)-aminoindano hidrochloridas 2,5mg
Mikrokristaliné celiuliozé 20,0 mg
Laktoze (hidro) 5,0 mg
PreZelatinintas krakmolas 3,0 mg
Providonas 0.3 mg
Spalvg suteikiantis agentas pagal reikalg
Kvapniosios medZiagos pagal reikalg
Saldiklis , pagal reikalg
Talkas 0,3mg

SumaiSomos pagalbinés medziagos ir veiklusis ingredientas ir
granuliuojama su providono etanoliniu tirpalu. ISdZiovinus ir pasvérus,

sumaiSoma su talku ir presuojama.

16 pavyzdys

PAI poliezuvinés tabletés

N-propargil-1 (R)-aminoindano'hidrochloridas : 50mg

Mikrokristaline celiuliozé . 150m
Prezelatinintas krakmolas 12,0 mg
Etilceliuliozé 0,3 mg
Talkas . 0,3 mg

Gryninto vandens pridedafna tiek, kiek reikia granuliavimui.
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18 pavyzdys
Tabletés sudetis

N-propargil-1(R)-aminoindano hidrochloridas 50mg
Levodopa 100,0 mg
Karbidopa : 25,0 mg
Prezelatinintas krakmolas | 36,0 mg
Krakmolas 40,0 mg
Mikrokristaliné celiuliozé 49,5 mg
Kol. D ir C geltonasis Nr.10 0,5mg
Kol. D ir C geltonasis Nr.6 0,02 mg

Alkoholio USP pridedama tiek, kiek reikia granuliavimui.

19 pavyzdys
Tabletés sudétis

N-propargil-1(R)-aminoindano metansulfonatas 7,81 mg*
PreZelatinintas krakmolas NF 47,0 mg
L.aktozeé NF (hidro) 66,0 mg
Mikrokristaliné celiuliozé NF 20,0 mg
Natrio krakmolo glikoliatas NF 2,99 mg
Talkas USP 1,5 mg
Magnio stearatas NF 0,7 mg

* Atitinka 5,0 mg N-propargilaminoindano bazes.

20 pavyzdys
Tabletés sudétis

N-propargil-1(R)-aminoindano metansulfonatas 1,56 mg*
Laktozé (hidro) 50,0 mg

Prezelatinintas krakmolas 36,0 mg
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Mikrokristaliné celiuliozé
Natrio krakmolo glikoliatas
Talkas USP
Magnio stearatas NF
* Atitinka 1,0 mg N-propargilaminoindano bazés.

11 pavyzdys
Kapsulés sudétis

N-propargil-1(R)-aminoindano metansulfonatas
PreZelatinintas krakmolas

Krakmolas

Mikrokristaliné celiuliozé

Etilceliuliozé

Talkas
Gryninto vandens pridedama tiek, kiek reikia granuliavimui.

LT 4455 B
14,0 mg
2,14 mg
1,0 mg
0,5 mg

50mg
10,0 mg
44,0 mg
25,0 mg
1,0 mg
1,5 mg

Toliau duodami pavyzdziai ir pridedamos lentelés bei figlros yra susije

su biologiniais eksperimentais, atliktais pagal §j iSradima.

22 pavyzdys
MAO aktyvumo inhibicija in vitro

. Eksperimento metodika -

MAO fermento Saltiniu buvo Zziurkiy smegeny homogenatas 0,3 M

sacharozés tirpale, kuris buvo centrifuguotas esant 600g 15 minuciy.

Nuopilas buvo reikiamai praskiestas 0,05 M fosfatiniu buferiu ir inkubuotas 20
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min. 37 °C temperatlroje su junginiy R(+)-PAl, S(-)-PAl ir raceminio PAl
laipsnidkai praskiestais tirpalais. Po to pridedama '*C-zyméty substraty (2-
feniletilamino, toliau PEA; 5-hidroksitriptamino, toliau 5-HT) ir inkubavimas
tesiamas dar 20 min. (PEA) arba 30-45 min (5-HT). Naudotos substraty
koncentracijos buvo 50 uM (PEA) ir 1 mM (5-HT). PEA atveju fermento
koncentracija buvo pasirinkta taip, kad reakcijos eigoje buty
metabolizuojama ne déugiau nei 10 % substrato. Tada reakcija buvo
sustabdoma, pridedant tranilcipromino (iki 1 mM galutinés koncentracijos), ir
inkubatas filtruojamas per mazg amberlito CG-50 kolonélg, apdorotg buferiu,
esant pH 6,3. Kolonélé buvo plaunama 1,5 ml vandens, eliuatai sumaisyti, ir
skysciy scintiliacijos spektrometrijos metodu nustatytas radioaktyvumo
Kiekis. Kadangi kolonélé pilnai sulaiko amino substratus, eliuato
radioaktyvumas rodo neutraliy ir rdgstiniy metabolity susidarymg,
atsirandantj dél MAO aktyvumo. MAO aktyvumas meginyje buvo iSreikstas
procentais nuo kontrolés aktyvumo nesant inhibitoriy, atémus atitinkamas
tusciojo bandymo reikSmes. Aktyvumas, nustatytas substratu naudojant PEA,
priskiriamas MAO-B, o aktyvumas, nustatytas substratu naudojant 5-HT,
priskiriamas MAO-A.

Rezultatai

R(+)-PAl, S(-)-PAl ir raceminio PAIl inhibicinis aktyvumas buvo tirtas
atskirai in vitro, ir bldingy eksperimenty rezultatai parodyti fig.1 ir 2. Visas
eksperimentas buvo pakartotas tris kartus. Inhibitoriaus koncentracijos,
sukeliandios 50 % substrato metabolizmo inhibicijg (IC-50), buvo
iskaiGiuotos i§ inhibicijos kreiviy ir jos parodytos 1A lerteléje. 15 Siy
duomeny matyti, kad: .

(a) R‘(+)-PAI yra du kartus aktyvesnis nei racematas MAO-B inhibicijos
atveju;,

(b) R(+)-PAl yra 29 kartus aktyvesnis MAO-B inhibicijoje nei MAO-A

inhibicijoje;
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(c) S(-)-PAl aktyvumas sudaro tik 1/6800 dal] R(+)-PAl aktyvumo
MAO-B inhibicijos atveju ir turi labai maZg selektyvuma, arba i$ viso néra
selektyvus MAO-B ir MAO-A atzvilgiu.

1A lentelé
MAO-A ir MAO-B inhibicijos raceminiu PAI ir jo R(+) bei S(-) enantiomerais
IC-50 (nM) reikdmeés Ziurkiu smegeny homodgdenate in vitro

IC-50 (nM)
MAO-A MAO-B
S(-)-PAl R(+)-PAI Rac S(-)-PAl R(+)-PAl Rac
26000 73 140 17000 25 5

Tokiy padiy eksperimenty, naudojant R(+) ir S(-) MPAI (N-metil-N-
propargil-1-aminoindang), rezultatai pateikti 1B lenteléje. Kiekvienas i§ MPAI
enantiomery MAO-A ir MAO-B inhibicijoje yra maziau aktyvus, nei R(+) PAl.
Be to, R(+)-MPAI yra tik penkis kartus aktyvesnis uz S(-)-MPAI MAO-B
inhibicijoje, palyginus su R(+)-PAl, kuris Siame bandyme yra apie 7000 karty
aktyvesnis uz S(-)-PAl.

1B lentelé
MAO-A ir MAQ-B inhibicijos raceminiu MPAI R(+) bei S(-) enantiomerais
C-50 (nM) reik8més Ziurkiu smegenu homogenate in vitro

IC-50 (nM)

MAO-A MAO-B

S(-)-MPAI R(+)-MPAI S(-)-MPAI R(+)-MPAI

70 3 50 10

Buvo atlikta keletas eksperimenty su Zmogaus smegeny Zieves
audiniais, paimtais praéjus 6 val. po mirties, ir apdorotais taip, kaip apraSyta
auksciau. Tokiy eksperimenty rezultatai parodyti fig.3, kurioje R(+)-PAl, S(-)-

PAl ir raceminis PAl yra tokie kaip buvo nurodyta.

23 pavyzdys

MAO aktyvumo inhibicija in vivo: umus poveikis

Eksperimento metodika
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Ziurkés (idvesty i$ Sprague-Dawley patinéliai), sveriancios 25020 g.
buvo paveiktos vienu i§ PAl enantiomery arba jo racemine forma, suleidziant |
pilvapléve (i.p.) arba per skranzio zondg (p.0.). ir atitinkamai po 1 val. arba 2
val. nupjaunamos galvos. Kiekvienai inhibitoriaus dozei buvo imamos grupes
po tris Ziurkes ir nustatomas MAO aktyvumas smegenyse ir kepenyse,
naudojant bendrg auk$ciau apradytg metodika. Baltymo kiekis kiekvienoje
inkubacijoje buvo nustatomas naudojant Folin-Lowry metodg, o fermento
aktyvumas jvertinamas kaip nmol metabolizuoto substrato per inkubacijos
valandg vienam mg baltymo. MAO aktyvumas paveikty inhibitoriais gyvuliuky
audiniuose buvo idreidkiamas procentais nuo fermento aktyvumo kontroliniy
gyvuliuky, gavusiy tirpiklj (vandenj peroralinio jvedimo atveju arba 09 %
natrio chlorido tirpala i.p. injekcijy atveju), grupéje, kurie buvo uZmusti

auksciau aprasytu budu.

Rezultatai

Nei viena i§ naudoty inhibitoriniy vaisty doziy nesukélé pastebimy
elgsenos pakitimy. Rezultatai yra pavaizduoti fig. 4-11. Suleidus preparatg i.p.
badu, R(+)-PAl davé 90 % smegeny MAO-B aktyvumo inhibicija, esant 0.5
mg/kg dozei. Ta pati dozé davé tik 20 % MAO-A aktyvumo inhibicija.
Peroralinio jvedimo atveju, ta pati R(+)-PAl dozé dave 80 % MAO-B inhibicija,
o pastebimos MAO-A inhibicijos nebuvo. 18 esmés panasls | smegeny MAO
inhibicijos rezultatus buvo gauti ir kepeny MAQ inhibicijos rezultatai. Dozes,
sukelian&ios 50 % MAO-A ir MAO-B inhibicijg (IC-50), buvo iSskaitiuotos iS
inhibicijos kreiviy; jos parodytos 2 lenteléje. Sie duomenys rodo, kad: (a)
R(+)-PA! inhibicijos aktyvumas MAO atzvilgiu iSlieka ziurkése in vivo; (b)
R(+)-PAl sukeltos MAO-B inhibicijos, lyginant su MAO-A," selektyvumas
iSlieka in vivo; (c) (+)-enantiomero, lyginant su (-)-enantiomeru, daug
didesnis aktyvumas i3lieka in vivo, (d) Sie junginiai yra efektyviai
absorbuojami peroralinio vartojimo atveju; ir (e) Sie junginiai efektyviai
pereina kraujo-smegeny barjerg ir efektyviai inhibuoja smegeny MAQO. Tas
faktas, kad R(+)-PAl maZdaug du kartus labiau inhibuoja MAO-B nei
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raceminis junginys, atspindi ypatingai mazg S(-)-PA! junginio MAO-B
inhibicijos aktyvuma.
2 lentelé
MAO-A ir MAO-B inhibicijos R(+)-PAl, S(-)-PAl arba raceminiu PAIl IC-50

reikSmes Ziurkéms, suleidus junginius j pilvapléve (i.p.) arba jvedus juos
peroraliniu bldu (p.o.)

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

Junginys: S(-)-PAI | R(+)-PAl | Rac | S(-)-PAIl | R(+)-PAl | Rac

Smegenys, >10 1.2 25 >10 0,07 0,22
i.p.:

Kepenys, i.p.: >10 5 5 >10 0,06 0,11

Smegenys, >10 >5 >5 >10 0,17 0,29
p.o..

Kepenys, p.o.. >10 . >5 >5 >10 0,05 0,09

(Rac = raceminis PAl)

24 pavyzdys

MAO aktyvumo inhibicija in vivo: chroniSkas poveikis

Eksperimento metodika
Ziurkés (tokios kaip 23 pavyzdyije, 4 gyvuliukai kiekvienai dozei) buvo

paveikiamos trimis R(+)-PAl arba raceminio misinio dozémis (0,05, 0,1 ir 0,5
mg/kg), duodant vieng doze per diena, i$ viso 21 diena, ir pragjus 2 val. po
paskutinés dozés joms nupjaunamos galvos. MAO-A ir MAO-B aktyvumai
buvo nustatomi smegenyse ir kepenyse pagal 23 pavyzdyje apradytg

metodika.

Rezultatai

R(+)-PAl junginio 0,1 mg/kg per dieng dozé davé gera selektyvios
inhibicijos laipsnj, t.y. daugiau nei 80 % smegeny MAOQO-B inhibicijos ir 20
arba maziau % smegeny MAO-A inhibicijos. Esant didesnei 0,5 mg/kg per
dieng dozei, MAO-A buvo vis dar inhibuojama maziau nei 50 % (fig. 12 ir 13).
Kepeny MAQO parodé panaSy selektyvios inhibicijos laipsn (fig.14 ir 15).

R(+)-PAl junginys vélgi buvo apie du kartus veiksmingesnis uZ racemin;
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midinj. Smegeny MAO atveju R(+)-PAl turéjo geresnj MAO-B inhibicijos
selektyvumo laipsnj nei raceminis misinys.

Sie rezultatai rodo, kad MAO-B inhibicijos selektyvumas gali issilaikyti
ir chroniko junginiy poveikio atveju. Kaip ir kity negrjztamy inhibitoriy atveju,
fermento inhibicijos laipsnis yra didesnis, kai naudojamas chroniskas
poveikis, lyginant su vienkartiniu vaisto dozés panaudojimu. R(+)-PAl
junginys rodo geresnj smegeny MAO-B inhibicijos selektyvumo laipsnj nei

raceminis misinys.

25 pavyzdys
Negrijztama MAO inhibicijos prigimtis

Eksperimento metodika
Grupéms po 4 Zurkes i.p. bldu buvo suleista R(+)-PAl junginio

vienkartine dozé (1 mg/kg). ir gyvuliukai uzmusti praéjus 2, 6, 18, 24, 48 ir 78
valandoms. MAO-B aktyvumas buvo nustatomas visy smegeny audiniuose

pagal auk$ciau apraSytg metodika.

Rezultatai
Rezultatai parodyti fig.16. Maksimali MAO-B inhibicija buvo pasiekta,
praéjus 6 val. po injekcijos. MAO aktyvumas grjZo tik iki 30 % aktyvumo,
lyginant su kontrole, praéjus 72 val. po injekcijos. Sis eksperimentas rodo
MAQ inhibicijos R(+)-PAl junginiu negrjZtama prigimtj.
26 pavyzdys

Tiramino presorinio efekto skatinimas samong turinciose ziurkése

Eksperimento metodika

Ziurkés buvo anestezuojamos pentobarbitalio (30 mg/kg) ir chloralio
hidrato (120 mg/kg) misiniu, suleidZiant jj j pilvapléve. | kairiajg miego arterijg
ir jungo vena jleidziamos kanulés su plonu polietileniniu vamzdeliu (arterijai)

arba su plonu silikoniniu vamzdeliu, sujungtu su polietileniniu  vamzdeliu
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(venai), kuriy periferiniai galai iSvedami po oda prie fiksavimo vietos po kaklu.
Vamzdeliai uzpildomi heparinizuotu fiziologiniu tirpalu ir uzkemSami plonais
plieniniais strypeliais. Gyvuliukams | raumenis suleidZziama 2,0 mg
chloramfenikolio, ir jiems leidziama atsigauti po operacijos per nakt]. Kitg
diena Ziurkés patalpinamos j aukstasieng déZe, Kurioje jos gali laisvai judeti.
Arterinis kateteris prijungiamas prie slégio perdavimo jtaiso 100 cm ilgio
mazo skersmens skylute turindiu polietileniniu vamzdeliu, uZpildytu
fiziologiniu tirpalu, o veninis kateteris prijungiamas prie 1 ml 8virksto
pana3aus ilgio vamzdeliu, kuriame, o taip pat ir $virkSte, yra tiramino
hidrochlorido tirpalas fiziologiniame tirpale (1 mg/ml). Praéjus 30-40 min.
pusiausvyros laikotarpiui, duodamos tiramino injekcijos (50 arba 100 ng) ir
registruojamas kraujo spaudimas. Kai kraujo spaudimas pasiekia kontrolines
reikSmes, ilaikomi maziausiai 15 min. tarpai tarp injekcijy. Nustatomi
kontroliniai presoriaus atsakai, po to | pilvapléve suleidZziamas vienas i$
vaisty, ir sekancéias 4 valandas kartojami tiramino atsakai. ISmatuojamas
plotas po kraujo spaudimo atsako kreive ir nustatomas santykis ploty po
poveikio vaistu ir prie§ poveikj, bei praéjus 1 ir 3 val. po junginiy injekcijos,

panaudojant vidutiniSkai 3-4 reikSmes, gautas kontroliniu laikotarpiu.

Rezultatai

Rezultatai parodyti 3 lenteléje. R(+)-PAl junginio 1 mg/kg doze (kuri
sukelia pilng MAO-B inhibicijg smegenyse ir kepenyse ir 40-50 % MAO-A
inhibicijg Siuose audiniuose) nesukélé pastebimo tiramino presorinio atsako
skatinimo. Esant didesnei (5 mg/kg) R(+)-PAI dozei (kuri sukelia didesne
* MAO-A inhibicija smegenyse ir periferijoje), nustatytas didelis tiramino
. presorinio atsako skatinimas, kurio dydis yra panadus j tos pacios deprenilo
dozés sukeltg skatinima, bet‘ mazesnis uz klorgilino sukeltg skatinimg (esant

dozei, kuri inhibuoja kepeny MAO-A aktyvumg daugiau nei 85 %).

3 lentele
Tiramino presorinio efekto skatinimas samone turinéiose zZiurkése MAO
inhibitoriais
Inhibitorius Dozeé Ziurkiq Ploty po presorinio SVP
(mg/kg) | skaicius (n) atsako kreive santykis *
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(po/pries)
Fiziolog. 12 1,25 0,28
tirpalas
Klorgilinas 2 6 10,39 2,13
(-)-Deprenilas 1 2 1,15
(+)-Deprenilas 5 3 2,36 0,16
R(+)-PAl 1 3 1,38 0,7
R(+)-PAl 5 3 3,49 0,98
*SVP = standartiné vidurkio paklaida

1§ io eksperimento galima padaryti iSvada, kad R(+)-PAl nesukelia
tiramino presorinio efekto skatinimo, esant dozems, kurios efektyviai
inhibuoja MAO-B.

27 pavyzdys
MPTP indukuoto dopaminerginio toksiSkumo slopinimas R(+)-PAl

1-Metil-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridinas (MPTP) yra neurotoksinas, kuris
paZeidzia kai kurly Zinduoliy, jskaitant peles, juodojo dryZuotojo kino
dopaminerginius neuronus ir sukelia Parkinsono - sindromg Zmonéms ir
primatams. Jo neurotoksiSkumo mechanizmo lemiama pradiné stadija yra
MPTP virtimas | jo toksi§kg metabolitg - 1-metil-4-fenilpiridinio jona (MPP™).
Sig reakcijg katalizuoja MAO-B fermentas, ir ji tikriausiai  vyksta
dopaminerginiy  neurony i8oréje pagrindinai paraminiame nerviniame
audinyje. Yra Zinoma, kad MPTP yra MAO-B ir substratas, ir negriztamas
inhibitorius. Paveikus eksperimentinius gyvuliukus MAO-B inhibitoriais, tokiais
| kaip deprenilas arba pargilinas, apsaugoma nuo MPTP sukelto dryZuotojo
kno neurony pakenkimo, kadangi blokuojamas MPTP oksidacinis virsmas i
MPP™, Prggresuojantis dryzuotojo kino idsigimimas Parkinsono ligos atveju
gali blti dél neapsisaugojimo nuo aplinkoje susidariusiy egzogéniniu.
panasiy | MPTP, neurotoksiny. Tokiais atvejais yra papildoma aiski indikacija,
kad reikia pradéti palaikomajj gydyma MAO-B inhibitoriumi, pradedant nuo
ankstyvujy Parkinsono ligos stadijy, tikintis, kad jis neutralizuos galimy MPTP
tipo toksiny Zzalojancius poveikius ir tokiu btdu sustabdys arba sulétins ligos
progresavima. Apie MAO-B inhibitorinio vaisto veiksmingumg dabartiniu metu

sprendziama pagal jo sugebéjimg blokuoti MPTP sukeltg dryzuotojo kino
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dopaminerginiy neurony pakenkima in vivo. ISeinant i$ to, buvo tiriamas PAl
(+) ir (-) enantiomery sugebéjimas apsaugoti arba sumazinti MPTP sukelto

dryzuotojo kiino dopamino Kiekio sumazejima pelese.

Eksperimento metodika
Juoduyjy peliy C57 patinéliams (20-25 g svorio) buvo (a) suleista su

MPTP-HCI (30 mg/kg. idtirpintu distiliuotame vandenyje, s.c.) arba vien tik
tirpiklio, arba pragjus 1 val. po preliminarinio apdorojimo su PAl (-) arba (+)
izomerais (2,5 mg/kg, i.p.) arba su deprenilu (5 mg/kg. i.p.) ir (b) po 5 dieny
nupjautos galvos. Buvo iSimtos smegenys, ant ledu Saldomos stiklines
plokstés atskirtas dryZuotasis kinas ir uz$aldytas sausame lede. DryZuotojo
kdno audiniai buvo homogenizuoti 0,1 M perchlorato rlgstyje ir didelio slegio
skyséiy chromatografijos su elektrochemine detekcija metodu tiriamos
tirpalo, i8 kurio paSalintas baltymas, alikvotinés dalys, kuriose yra
dihidroksibenzilamino, kaip vidinio standarto, norint nustatyti dopamino ir jo

pagrindinio metabolito - 3,4-dihidroksifenilacto ragsties (DOPAC) - kieki.

Rezultatai

Sio eksperimento rezultatai parodyti 4 lenteléje. Poveikis vien tik MPTP
davé Zzymy dryZuotojo kiino dopamino (DA) ir DOPAC kiekio sumazéjima.
Poveikis PAl (-) arba (+) enantiomerais, arba (-) deprenilu neturéjo jtakos
dryzuotojo kino DA koncentracijoms. Preliminarinis apdorojimas PAl (-)
izomeru nepaveiké MPTP sukelty DA ir DOPAC kiekiy dryZuotgjame kiine.
PAl (+) izomeras, jvestas prie§ MPTP, pilnai panéikino toksino sukelty
dryzuotojo kiino DA ir DOPAC kiekiy sumaZéjimg. Pagal apsauginj efektg 2,5
ma/kg (+)PAI dozé prilygsta (-) deprenilui (5 mg/kg).

4 lentelé
Preliminarinio apdorojimo MAQO-B inhibitoriaus PAl (-) ir (+) enantiomerais
poveikis j drvZuotojo kiino DA ir DOPAC kiekio sumazéjima, sukelta MPTP

pelése in vivo
ng/mg baltymo
DA DOPAC
Kontrolé 162,8+7,2 8,4+0,5

MPTP 53,1+6,2 3,2+0,3
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(-)PAI 174,0+4.8 75%0,2
(-)PAI + MPTP 53,4+69 7006
(+)PAl 185,0+6,9 3,303
(+)PAl + MPTP 177,8x14,4 6,003
(-)Deprenilas 170,671 56%0.3
(-)Deprenilas+ MPTP 197,0+£8,0 6,4+£0,5

Aukd&iau duotos DA ir DOPAC reikSmés yra vidurkisxstandartiné
vidurkio paklaida, o peliy skaiCius n = 7-11 kiekvienoje grupéje.

Sie rezultatai rodo, kad R(+)PAI yra puikus MAO-B inhibitorius in vivo
ir yra labai potencialus vaistas Parkinsono ligai gydyti.

Nors $is iSradimas yra apraSytas, remiantis aukSCiau minétais
pavyzdziais, juos lydingiomis lentelémis ir bréZiniais, jis tuo neapsiriboja. Yra
galimos jvairios $io isradimo modifikacijos. Pavyzdziui, Parkinsono ligos
gydymui (R)-PAl gali bati derinamas (sinergetiniu atzvilgiu) su a-tokoferoliu

(vitamino E dariniu).

28 pavyzdys
PAIl enantiomery poveikis j amfetamino sukelta senstanéiy ziurkiy

stereotipinj elgesij

Yra Zinoma, kad amfetaminas sukelia stereotipinj elges;,
atpalaiduodamas endogeninj dopaming (Sulser, F., and Sanders-Bush, E.,
Ann. Rev. Pharmacol., 11, 209-230 (1971)). Amfetamino nemetabolizuoja
MAO-B. MAO-B inhibavimas efektyviu inhibitoriumi ir amfetamino vartojimas
sukelia dopamino- atpalaidavimg, kurio .neskaldo inhibuota MAO-B. Taigi,
jvedus amfetamino ir efektyvaus MAO-B inhibitoriaus, galima laukti sinaptinio
dopamino kiekio padidéjimo, kuris skatina amfetamino sukelto stereotipinio

“elgesio sustiprinima. Sio elgesio laipsnis jvertinamas pagal galvos judinimq'j

Sonus skaiciy per 1 minute.

Eksperimento metodika

Tiriamas junginys buvo jvedamas 0,5 mg/kg/per dieng dozemis

geriamajame vandenyje 24 valandas prie$ hipoksijos sukélimg (92 % azoto +
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8 % deguonies, 6 valandos). Po to, po oda buvo suleista 0,5 mg/kg

amfetamino dozé. Praéjus 45 min., pradéti skaiciuoti galvos judinimai j Sonus.

Rezultatai

Siy eksperimenty rezultatai parodyti 5 lenteléje.

5 lentelé

PAl izomeru poveikis i senstanciu ziurkiy (kontroliniu ir pazeistu hipoksija)
amfetamino sukeltg stereotipinj elgesj

Grupe Poveikis Stereotipinio elgesio jvertinimas
Kontrolé (6) - 87+10
Kontrolé (5) (+)PAl 126+16*
Kontrole (4) (-)PAI 94+18
Pazeistos hipoksija (5) - 93%12
PaZeistos hipoksija (6) (+)PAl -143+6*

SkaiCiai skliausteliuose yra tirty gyvuliuky skaicius. *P<0,001
nepazeistos hipoksija grupés arba atitinkamai nepaveiktos kontrolinés
grupés atzvilgiu.

5 lentelés rezultatai rodo, kad (+)PAIl sukelia ir pazeisty hipoksija, ir
kontroliniy Ziurkiy amfetamino sukelto stereotipinio elgesio aisky
sustiprinima,. (-)PAI $iuo poZilriu buvo visai neaktyvus. Sie elgesio tyrimo in
vivo rezultatai paremia ankstesnius biocheminius duomenis, kad (+)PAl yra

aktyvus MAO-B inhibitorius smegenyse, o (-}PAI Siuo pozilriu yra neaktyvus.

29 pavyzdys
R(+)-PAl poveikis atminties pagerinimui arba atstatymui

Tik kg gimusiems Ziurkiukams padaromas trumpas anoksijos:
laikotarpis, o po to jie auginami normaliu budu, besivystant ilgai trunkanciam
atminties pablogéjimui. (Speiser, et al., Behav. Brain Res., 30, 89-94 (1988)).
Sis atminties pablogéjimas yra isreidkiamas sumazéjusia reakcija pasyvaus
vengimo teste.

R(+)-PAl ir S(-)-PAl poveikis atminties pagerinimui arba atstatymui
buvo tirtas panaudojant pasyvaus vengimo testg. Jeigu vaistas yra

veiksmingas, jis didina atsako jeiti | tamsy skyrelj arba kamerg, kurioje
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tiriamoiji Ziurké anksciau buvo gavusi elektrosoka, latencija. DidZiausio atsako

latencija yra 300 sekundziy.

Eksperimento metodika
Jaunoms Ziurkems buvo atlikta postnataline anoksija pagal 27

pavyzdyje apraSytg metodika,. R(+)-PAl arba S(-)-PAl buvo jvedami pagal

viena i$ toliau duodamy metodiku.

A metodika. Zindan&ioms motininéms Ziurkéms buvo duodama vieno i3
izomery 1 - 1,5 mg/kg/per dieng doze geriamajame vandenyje iki nujunkymo
(21 diena). Po to nujunkyti jaunikliai buvo tiesiogiai apdorojami ta pacia doze
20 dieny. Apdorojimas buvo baigtas po 40 dieny, o testas buvo atliktas po €0
dieny, t.y. praéjus 20 dieny po paskutinés vaisto dozes.

B metodika. Dozé, skirta Zindan&iai motininei Ziurkei, buvo sumazinta iki 0,5
mg/kg/per dieng iki nujunkymo (21 dieng), o po to &ia doze buvo tiesiogiai

apdorojamos jaunos Ziurkés iki 60 dieny ir tada atliekamas testas.

Pasyvus vengimo testas

Prictaisas susidejo i§ apdviestos kameros, sujungtos su tamsia
kamera, ir abi kametas skiriangiy slankojanciy dureliy. ParuoS§imo metu
Ziurké buvo patalpinama j ap8viestg kamerag 30 sekundziy ir po to atidaromos
durys. Ziurké bégo j tamsig kamerg su tam tikru uzdelsimu (latencija), kuris
buvo registruojamas. |éjus Ziurkei | tamsig kamera, durys buvo uzdarytos ir 3
éekundes buvo paduodama 0,3 mA srove, kaip Sokas j koja.

Buvo nustatomas i$laikymas atmintyje po 48 valandy, pakartojant tesig
ir nustatant uzdesima pereiti i§ Sviesos |.tamsg pagal sutartinj 300 sek.

maksimuma,

Rezultatai
Siy eksperimenty rezultatai parodyti 6 lenteléje

6 lentelé
PAl izomeru poveikis j jauny Ziurkiy (60 dieny amziaus) pasyvaus vengimo
atsaka

A metodika
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Grupé Poveikis Prie$ elektroSokg Po elektroSoko
Kontrolé - 49+13 201111
Kontrolé (+)PAI 49+19 220100 (+9%)*
Kontrolé (-)PAIl 48+13 192+116
Pazeistos - 45+11 183+109
anoksija
Pazeistos (+)PAI 49+10 239+99 (19%)*
anoksija
PaZeistos (-)PAI 55+27 179+123
anoksija
B metodika

Grupé Poveikis Prie$ elektroSoka Po elektrodoko
Kontrolé - 53+20 104+101
Kontrolé (+)PAI 48+ 11 128+119 (+23%)*
Pazeistos - 45+8 119+105
anoksija
PaZeistos (+)PAI 52+12 137+£126 (+15%)*
anoksija
Pazeistos (-)PAI 48+19 112+112
anokKsija

Skaitmenys vaizduoja jéjimo | tamsig patalpa, kurioje tiriamosios
Ziurkés anksciau buvo gavusios elektroSoka, uzdelsima sekundémis.

*Nurodyti procentiniai padidéjimai yra iSkai€iuoti atitinkamai pazeistos
anoksija grupés arba kontrolinés grupés atzvilgiu.

Sie eksperimentiniai rezultatai rodo, kad (+)PAI, o ne (-)PAl, pagerina
pazeisty anoksija ir kontroliniy ziurkiy atmint]. Laikoma, kad vaistai, kurie yra
aktyvis Siame teste, gali tikti jvairiy atminties pablogéjimo sutrikimy,

demencijos ir ypatingai Alchaimerio tipo senatvinés demencijos, gydymui.

30 pavyzdys
R(+)-PAl poveikis i jauny ziurkiy anoksijos sukelta hiperaktyvumo

sindroma

Ziurkés, kurioms buvo atlikta postnatalingé anoksija, ir toliau augintos
normaliose sglygose, kai jos yra 10-42 dieny amziaus, rodo padidintg
motorinj aktyvumg atvirame lauke (Hertshkowitz, et al., Dev. Brain Res., 7,
145-155 (1983)). Buvo tirtas R(+)PAl ir S(-)PAIl poveikis | tokj hiperaktyvumo

sindroma.
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Eksperimento metodika

Ziurkiy naujagimiams buvo atlikta anoksija pirmajg dieng po gimimo.
Jie buvo patalpinti | stikling kamerg ir palaikyti 100 % azoto atmosferoje 25
minutes. Ziurkiukai buvo atgaivinti panaudojant protarpiais atliekama masazg
krdtinés srityje ir sugrazinti ju paciy motinoms. Kontrolinés Ziurkés buvo
apdorotos tuo padiu bldu tik vietoj azoto buvo oras.

R(+)-PAl arba S(-)-PAI (0.5 mg/kg/per dieng) buvo duodama
¥indan&ioms motinoms geriamajame vandenyje, ir taip jie buvo perduoti
Zindomiems Ziurkiukams per piena.

Lokomocija buvo matuojama $eSiuose pilnai kompiuterizuotuose
narvuose (28 x 28 cm), registruojant perbegimy skai€iy per laiko vieneta.
Perbégimai per infraraudonujy spinduliy, esanciy 4 cm atstumais vienas nuo
kito, tinkla sukélé elektrinius signalus, Kkurie maitino skaiciuoklj. Buvo
ismatuotas 15 ir 20 dieny amZiaus Ziurkiy motorinis aktyvumas 15 min.

laikotarpyje.

Rezultatai
Sio eksperimento rezultatai duoti 7 lenteléje.

7 lentelé
Atskiru PAl enantiomeru poveikis j anoksijos sukelta hiperaktyvumo sindroma

Grupe Poveikis 15 dieny amziaus | 20 dieny amZiaus
Ziurkes Ziurkes
Kontrolé - 414+192 (11) 808+212 (12)
Kontrolé (+)PAI 254+149 (11) ¢ 719+110 (13)
Pazeistos anoksija - 482+119 (7) 858+96 (9)
Pazeistos anoksija (+)PAI 276+186 (15) a 737+150 (16) c
PaZeistos anoksija (-)PAI 334+196 (5) 778+232 (6)

Skaitiai skliausteliuose yra tirty gyvuliuky. skaicius. Duoti skaiciai
reidkia infraraudonyjy spinduliy tinklo perbégimy aktyvumo narve skaiciy per

15 min. laikotarpj.

a P<0,001 lyginant su anoksija nepazeista grupe.
b P<0,05 lyginant su anoksija nepazeista grupe.
C P<0,05 lyginant su kontroline grupe.

Sie rezultatai rodo, kad chroniSkas apdorojimas R(+)-PAl 0,5 mg/kg

doze peroraliniu bldu, kai Sis vaistas yra duodamas Zindanciai motininei
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Ziurkei ir pasiekia Zindomg, jauniklj per pieng, Zymiai pagerina hiperaktyvumo
sindroma. 1§ to seka, kad R(+)-PAl gali bdti potencialus vaistas vaiky

hiperaktyvumo sindromui gydyti.

31 pavyzdys

Desimties PAIl drusky stabilumo skirtumai

Pasirenkant optimalig druska kaip terapinj vaistg, svarbus faktorius yra
jos stabilumas. |vairios druskos gali pakeisti vaisto fizikines-chemines ir
biologines charakteristikas ir gali turéti lemiamg jtakg jo bendrosioms
savybéms (Berge, S.M., etal., J. Pharm. Sci. 66, 1 (1977), Gould, P.L., Int. J.
Pharmaceutics, 33, 201 (1986)).

Eksperimentiné dalis

PAI drusky sinteze

Atitinkamos rgsties (1 mol. ekv.) tirpalas 2-propanolyje maiSant
supilamas j PAl (1 mol. ekv.) tirpalg 2-propanolyje (Ar, BHT). Susidariusi
druska nufiltruojama, perplaunama 2-propanoliu ir eteriu ir dziovinama
Zemame slégyje. I3eigos yra 70-90 % ribose. ISimtis yra PAl acetatas, kurio
gavimui tirpikliu yra naudojamas eteris.
Analizés metodaj

Chromatografinis skirstymas buvo atliktas naudojant Lichrosphere 60
RP select B 5u 125x4 mm (Merck) kolonéle, didelio “slégio skysciy
chromatografg HPLC (Jasco BIP-1) su L-4200 UV-Vis detektoriumi (Merck-
Hitachi), kurio. nustatytas bangos ilgis yra 210 nm, ir D-2500
chromatointegratoriumi (Merck-Hitachi). Eliuentas ir skiediklis susidéjo is 80
% distiliuoto vandens / 20 % acetonitrilo (HPLC gr)‘/numo) ir ‘0,07 M
perchlorato rlgsties, kurio pH buvo sureguliuotas su vandeniniu amoniaku iki
2.5. Naudotas 1 mil/min srauto greitis, atitinkamos PAIl druskos tirpalo
koncentracija buvo 250 ug/ml, o j chromatografijos sistema buvo suleidziama

20 ul tirpalo.
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Lydymosi temperatiiry intervalas buvo matuojamas automatiniu
prietaisu (Mettler FP 80), o termogravimetriné analizé buvo atliekama Mettler
TA 3000 sistema, naudojant 10 °C/min greitj tinkamame intervale. Tirpumas
buvo nustatomas, reikiamai praskiedziant prisotinto PAI druskos tirpalo
vandenyje nuopilg ir matuojant UVIKON 941 (Kontron) UV ir matomos srities
spektrofotometru. Druskos forma (mono- ar di-druska) buvo nustatoma is
elementinés analizés duomeny, naudojant standarting C, H, N ir S nustatymo

jranga. pH buvo matuojamas 1 % vandeniniame PAI druskos tirpale.

Rezultatai
Jvairiy drusky charakteristikos duotos 8 lenteléje.

8 lentelé
PAIl druskuy fizikinés-cheminés savybes
PAIl druska pH | Tirpumas, | Lyd. temp. Svorio Druskos
Mol. masé mg/mi (°C) netekimas,% forma

tartratas 55 33 176.2- LT 01 di
492 177.3
metansulfonata | 4,3 635 156,8- 0.1 mono
s 157.,6
267
maleatas 40 | NLT 1000 | 87,2-87.8 0,1 mono
287
suifatas 39 485 159,4- 3,2 di
440 161,1
chloridas 42 238 177.0- LT 0,5 mono
207 180,0

| 4-metilbenzen- 4.4 60-70 129,3- LT O,1 mono
sulfonatas - 129,9
343 A
fumaratas 3.5 95 125,4- 0.2 mono
287 126,2
fosfatas 7.0 | NTL720 | . 109,5- n.a. I na
n.a. 110,4
etansulfonatas 2,4 NTL 300 n.a. n.a. mono
279
acetatas 6.1 NTL 720 69,2-69,7 04 mono
231

n.a. = nenustatyta

Palyginamieji stabilumo tyrimai buvo atlikti, panaudojant keletg

greitinanciy salygy: 1) kaitinimas 80 °C temperatlroje 72, 96 arba 144
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valandas; ir ll) virinimas su griztamu $Saldytuvu izopropanolyje 30 valanduy.

Atsirade degradacijos produktai buvo matuojami didelio slegio skys€iy

chromatografijos metodu ir patvirtinti plonasluoksnés chromatografijos

metodu. Rezultatai pateikti 9 lenteléje kartu su santykiniu sulaikymo laiku

(pagal PAl smaile; RRT) kaip ploto procentai‘, skaiCiuojant nuo bendro

integralinio piko ploto.

9 lentelé
Deagradacijos produktai, atsirade PAl druskose pagreitinto skaldymo
salygomis
80 °C/72 val. 80 °C/144 val. Virinimas
Druska i-PrOH/30 val
RRT? %" RRT % RRT %
Sulfatas ND® ND ND ND 0,47 0,22
0,60 0,72
Fosfatas 0,60 0,22 0,60 0,57 0,60 2,62
0,74 0,21
1,84 0,20
1,98 0,73
Chloridas ND ND ND ND 2,23 0,71
Metansulfonata ND ND ND ND 0.60 0,08
s
Maleatas 0.60 0,41 n.a. 0,60 217
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 1,50 0,16
4,16 0,10 1,83 0.18
4. 84 7,76 1,98 0,23
4,09 0,65
Acetatas 0.44 0,10 n.a. 0,60 6,74
0,60 2,56 . 0,74 0,35
0,73 0,18 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
Ezilatas® ND ND 0,85 0,26 ND ND
1,96 0,31

Kiekybinio nustatymo riba = 0,08 %



n.a. = nenustatyta
2 Santykinis sulaikymo laikas (lyginant su PAI smaile).
® Ploto procentai, skai¢iuojant nuo bendro integralinio smailés ploto.
¢ Priemai$y nerasta

9 Etansulfonato druska
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Druskos buvo tirtos vizualiai, nustatant spalvg ir formg. Duomenys

parodyti 10 lenteléje.

10 lentelé
PAI drusku idvaizda, palaikius jas destrukcinése salygose
Druska 80 °C/72 val. | 80 °C/72 val. | 80 °C/72 val. Virinimas
iPrOH/30 val
Sulfatas nelabai balti n.a. nelabai balti | rudi milteliai
milteliai milteliai
Fosfatas rusvi milteliai n.a. rudi milteliai | rudi milteliai
Chloridas balti milteliai n.a. balti milteliai | nelabai balti
milteliai
Metansulfonata | balti milteliai n.a. balti milteliai | balti milteliai
s
Maleatas rudas lydalas rudas n.a. rudas
lydalas
Ezilatas rusvas lydalas n.a. tamsiai tamsiai
rudas rudas
lydalas lydalas

n.a. = nenustatyta

Sie tyrimai rodo, kad sulfatas, ezilatas ir metansulfonatas turi daug
privalumy, lyginant su kitomis druskomis dél gero jy tirpoumo ir cheminio
stabilumo. IS Siy trijy drusky labiausiai tinkamas yra metansulfonatas del jo

puikaus stabilumo net ir destrukcinése sglygose.

32 pavyzdys

Haloperidolio sukeltos katalepsijos panaikinimas pelése

ICR peliy patinéliai, sveriantys 25-30 g, buvo i§ pradziy apdoroti kuriuo
nors i$ Siy vaisty: fiziologiniu druskos tirpalu, (R)-PAlI metansulfonatu arba
raceminiu PAlI metansulfonatu. Visi vaistai buvo vartoti i.p. btdu, suleidZiant

0.2 ml. Po 2 valandy buvo suleista s.c. budu 6 mg/kg haloperidolio dozé,
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esanti 0,1-0,2 ml tdryje. Praéjus 3 val. po haloperidolio suleidimo, t.y. praejus
5 val. po tiriamojo vaisto suleidimo, buvo atlikti judesiy koordinacijos testai.
Judesiy koordinacijos testai ir rigidiSkumas buvo kiekybiskai jvertinami
pagal tris skirtingus parametrus: (a) sugebéjimas eiti iSilgai horizontalaus 80
cm ilgio strypo; (b) sugebéjimas lipti Zemyn (Zemyn galva) vertikaliu 80 cm
ilgio strypu; (c) nejudrumo trukmé nenatdralioje sédéjimo padeétyje, kai peles
pilvas yra prispaustas prie "sienos”. Peliy, negavusiy haloperidolio, pilnas
uzduoties jvykdymas kiekviename teste vertinamas 4 balais, arba i$ viso 12
baly visuose testuose. Blogas uzduoties jvykdymas vertinamas nuo 1 iki 3
baly. Raktas baly jvertinimui duotas 11A lenteléje. |vairiy agenty poveikial |
haloperidolio sukeltos katalepsijos sumazinimg duoti 11 lenteleje. Praejus 3
val. po haloperidolio suleidimo, (R)-PAl metansulfonatas apsaugojo nuo
haloperidolio poveikio, esant 5-15 mg/kg dozéms, ir efekto maksimumas
pasiekiamas, esant 7,5-10 mg/kg dozei (aktyvumo balas ~ 94 % pagal
fiziologinio tirpalo kontrolg). Raceminis PAI metansulfonatas suteiké dalinj
apsaugojimg nuo haloperidolio poveikio, esant 7,5-15 mg/kg dozems, o 5
mg/kg dozé buvo neaktyvi. IS fig.17 galima matyti, kad ir (R)-PAl, ir raceminio
PAlI metansulfonato dozés-poveikio kreivés vaizdas yra toks, kad dozés
didinimas uz 10 mg/kg ribos sukelia poveikio maZzéjima, bet raceminis
misinys yra maziau veiksmingas visame intervale. Tai reidkia, kad raceminis
PAI metansulfonatas, imant jo dvigubai didesne uz (R)-PAl metansulfonato

doze, visada bus maziau aktyvus, nei R enantiomeras.

o~-MpT sukeltos Hipokinezijos panaikinimas ziurkése

Laikoma, kad o-MpT vaistas inhibuoja L-DOPA susidaryma i$ tirozino,
taigi ir paties dopamino susidarymg. CNS dopamino trikumas pasireskia
hipoaktyvumu. Sesiy méneéiq amziaus Wistar Ziurkiy patinéliai (iS Harlan
Orkack, UK) buvo i8 pradziy paveikti fiziologiniu tirpalu, (R)-PAl
metansulfonatu arba raceminiu PAl metansulfonatu nurodytomis dozemis. Po
dviejy valandy jie gavo i.p. blidu 100 mg/kg a-MpT doze 0,3-0,5 ml tlryje.
Kontroliniai gyvuliukai gavo fiziologinj tirpalg. Po to, kompiuterizuotame

aktyvumo narve buvo registruojamas jy motorinis aktyvumas 10 val. bégyje.
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Rezultatai duoti 12 lenteléje ir fig.18. Esant 2 mg/kg dozei, (R)-PAl
metansulfonatas atstaté mazdaug 90 % aktyvumo lygj. skai€iuojant pagal
fiziologiniu tirpalu paveiktas Ziurkes. Abiem atvejais dozés-poveikio kreives
buvo varpo formos, ir i§ to seka, kad didéjant dozei uz maksimaly poveik|
rodangios 2-5 mg/kg ribos, poveikis mazéja. Raceminio PAl metansulfonato 5
mg/kg dozé negali iSgauti. aktyvumo, artimo 2 mg/kg (R)-PAl dozes
aktyvumui. '

1§ iy rezultaty matyti, kad (R)-PAl metansulfonato ir raceminio PAI
metansulfonato aktyvumo haloperidoliu paveiktose pelése ir a-Mpt
paveiktose Ziurkése normokinezijos atstatymo vaizdas néra panasus. Visy
tirtyjy doziy atveju, (R)-PAl metansulfonatas visada yra veiksmingesnis nei
atitinkama raceminio PAl metansulfonato dozé. Be to, maksimalus raceminio
PAI metansulfonato aktyvumas visada yra maZesnis uz maksimaly (R)-PAl
metansulfonato aktyvuma. Taigi, raceminio PAI metansulfonato tam tikra
dozé visada yra maziau veiksminga nei pusé Sios dozes (R)-PAl.
Padvigubinus raceminio PAI metansulfonato dozg (R)-PAl atzvilgiu, poveikio,
lygiavercio (R)-PAl, negaunama.

Farmakologiniu pozidriu, raceminio PAl metansulfonato negalima
laikyti susidedandiu i§ 50 % veikliojo ingrediento, kuris yra (R)-PAl
metansulfonatas, ir 50 % inertinés medziagos, kaip skiediklio. (S)-PAl
raceminiame PAI metansulfonate turi priedinga poveik| j (R)-PAl aktyvuma, ir
tai duoda veiksmingumo sumazéjima daugiau nei du kartus. Sis sumazéjimas
gali bati dél tiesioginio priesingo (S)-PAIl poveikio j elgsenos parametrus.

11 lentelé
Haloperidoliu sukeltos katalepsijos pelese atstatymas (R)-PAl metansulfonatu
ir raceminiu metansulfonatu

Pelés gavo kiekvieno vaisto nurodytg doze i.p. bldu. Po 2 val. jos

gavo haloperidolio kaip apraSyta tekste. Nurodytos dozés yra laisvos bazés

dozes.
Doze, R-PAIl metansulfonatas Raceminis PAl metansulfonatas
mag/kg Balaixsp n % NUO Balai+sp n % nuo
kontrolés kontrolés
1.8 7,2+1 6 60 7,0£0,6 6 59
3.0 6,4+0,5 6 60 59+0,7 6 49
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50 8,7+0,9* 6 73 6,404 6 53
75 11,0x0,4*** | 5 92 9,4+0,8** 6 78
10 11,3x03*** | 6 94 9,2+0,6*** 6 77
15 10,8+05*** | § 90 8,8+0,8* 6 73

Fiziologi- 120 12 100

nis tirp.

Tik halo- 6,6+0,3 16 59

peridolis

Statistinis reik§mingumas vieno haloperidolio atzvilgiu: *p<0,05; **p<0,01,
***p<0,001 pagal Stjudento “t" testa. (R)-PAl balai labai skiriasi nuo
raceminio PAI baly, esant 5 mg/kg, p<0,05; 10 mg/kg, p<0,01; ir 15 mg/kg,
p<0,05, dozéms.

11A lentelé

Raktas haloperidolio sukeltos katalepsijos ir jos atstatymo jvairiais agentais

baly jvertinimui

Vertikalus strypas:

Negali sugriebti strypo gallinémis
Gali sugriebti, bet slysta Zzemyn

Gali sugriebti, dalinai slysta, dalinai lipa Zzemyn

H W N L

Gali sugriebti, lipa Zemyn, naudodama visas gallnes

Horizontalus strypas:

Negali sugriebti, krenta nuo strypo
Gali sugriebti, negali paeiti daugiau nei 2 zingsnius

Gali sugriebti, nueina puse strypo ilgio

nhW N

Gali sugriebti, nueina visg strypo ilgj

Nejudrumas sédint pries siena;

Nejuda >5 min.

Nejuda 3-5 min.
Nejuda 1-3 min.

A WO N =

Nejuda 0,1min.
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Priskirti ir daliniai balai, tokie kaip 2,5, jeigu elgsena patenka tarp
dviejy kategorijy, pvz. tarp 2 ir 3.

12 lentelé

Ziurkiu, paveikty 100 ma/kq a-metil-p-tirozino (o-MpT) doze i.p. biidu,
motorinio aktyvumo atstatymas

Ziurkés gavo tiriamuosius vaistus i.p. bGdu nurodytomis dozémis. Po 2
val. jos gavo o-MpT ir tuoj pat buvo patalpintos j aktyvumo narvus. Bendras

motorinis aktyvumas buvo automatiSkai registruojamas 10 val. kaip aprasyta

tekste.
Doze, R-PAl metansulfonatas Raceminis PAIl
metansulfonatas
mg/kg Balai+sp n % nuo Balaixsp ni| % nuo
kontrolés kontrolés
2 14132+ 1457** 7 89 9035+829 |6 57
5 12893+ 1869* 7 81 10926+820* | 8 69
7.5 6679+414 4 42 9698+557 | 4 61
Fiziolog. 15862+ 1424 5 100
tirpalas
Tik 8108£810*** 6 51
o-Mpt

Statistinis reikSmingumas pagal Stjudento “t” testg: *p<0,01; ***p<0,001
tiriamajam vaistui + «-Mpt, lyginant su vienu a-Mpt. Vienas a-Mpt lyginant su
kontroliniu fiziologiniu tirpalu. (R)-PAIl balai labai skiriasi nuo raceminio PAI
balu, esant 2 mg/kg, p<0,01, dozei.

33 pavyzdys

(R)-PAI metansulfonato poveikis po uzdaro galvos suzeidimo Ziurkése

" Metodikos
1. Traumos padarymas

Anestezuotiems eteriu Ziurkiy patinéliams buvo padaryta galvos
trauma, panaudojant gerai sukalibruotg krentan¢io svorio jtaisg, kuriame
svoris krenta ant uZfiksuotos kaukolés, ir apima Kairjjj smegeny pusrutulj (1-2
mm j $ong nuo vidurio linijos) tarpinéje koronarinéje plokstumoje.
2. Motorinés funkcijos jvertinimas

Praéjus vienai valandai po traumos padarymo, Ziurkés buvo

testuojamos pagal eile kriterijy, kurie jvertina jy neurologinj stovj (Siuos
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kriterijus apra$é Shohami, et al., J. Neurotrauma, 10, 113 (1993)). Sie
kriterijai, vadinami neurologinio paZeidimo astrumo rodikliu (NSS), susideda
i§ eilés refleksy ir motoriniy funkcijy. Taskai skiriami remiantis Siy kriterijy
trikumu. Po 24 valandy Ziurkiy testavimas buvo pakartotas.

3. Smegeny edemos jvertinimas

Po antrojo motorinés funkcijos testavimo (po 24 val) buvo iSimtos
smegenys. Audinio gabaliukas (~20 mg) buvo pasvertas, norint gauti Slapig
svorj (WW). I18dziovinus dZioviniomo krosnyje 24 val. 95 °C temperatiroje, jis
buvo vél pasvertas ir gautas jo sausas svoris (DW). Vandens procentinis
kiekis audinyje i$skai¢iuotas pagal formule: (WW-DW)x100/WW.

4. Apdorojimas vaistais

(R)-PAl metansulfonatas buvo istirpintas vandenyje. Praéjus 0, 4, 8 ir
12 valandy po traumos padarymo, Ziurkéms buvo suleista 0,1 mg/kg doze
i.p. bldu. Kontrolinéms Ziurkéms tokiais pat laiko intervalais buvo suleistas
vanduo.

Rezultatai

NSS, kurie matuoja Zziurkiy “klinikinj” stovj, buvo beveik vienodi
paveiktose ir nepaveiktose grupése, praéjus 1 valandai po galvos suzeidimo,
bet jie buvo daug maZesni po 24 valandy (R)-PAl metansulfonatu paveiktose
Ziurkése (13 lentelé). Sie rezultatai rodo, kad PAl metansulfonatas yra
veiksmingas, pagerinant motorinés funkcijos atsistatymg po Ziurkiy uzdaro
galvos suzeidimo.

Praéjus 24 val. po traumos, didZiausia edema buvo rasta smegeny
pusrutulyje (854 % vandens kontrolinése Zziurkese, Iyginant su 785 %
nepaZeistame smegeny audinyje). PAl metansulfonatas mazino edema; tai
patvirtina jo poveikis | vandens procentinj Kiek].

Apibendrinant &ia pateiktus rezultatus, galima teigti, kad (R)-PAl
metansulfonatas turi neuroapsauginiy savybiy modelyje, imituojanciame

Zmogaus nervinius pakenkimus ir uzdarg kaukoles trauma,

13 lentelé
NSS ANSS H20 %
1 val. 24 val (1 val - 24 val.) | smegenyse
Kontrole 15,6 12,3 4,3+0,5 854+0,4
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(n=6)

(R)-PAI 10,2 82,1+0,6**
metansulfonatas 16,7 6,5+0,7*
(n=6)

* P< 0,05 (Mann Whitney U-testas); ** P < 0,005 (t-testas).

34 pavyzdys
PAl metansulfonato poveikis apsaugojimui nuo smegeneéliy lasteliy
kultiiry NMDA sukelto Iqsteliq Zuvimo
Bandymy in vitro rezultatai

Metodikos: Ziurkiu naujagimiu mechanidkai i$skirstyty smegeneliy kultdros.

6 arba 7 dieny amziaus Ziurkiy jaunikliy smegenelés buvo aseptiskai
atskirtos ir sudétos j 15 ml talpos sterily plastikinj kiginj meégintuvelj, kuriame
buvo praturtinta terpé (terpé buvo pagaminta i3 Dulbeccoo modifikuotos
Eagle terpés (DMEM) su didele gliukozés koncentracija (1 9/), 2mM
(tdris/tdris) L-glutamino, antibiotinio antimitozinio misinio ir praturtinta 15 %
(tdris/taris) Siluma inanktyvuoto verSiuko fetalinio serumo). Po to smegenéles
buvo i§skirstytos, 20-25 kartus praleidziant per sterilig 13 kalibro 10 cm ilgio
nerddijan&io plieno adatg, sujungtg su 5 ml $virkstu, kuriame buvo jdétas 45
um pory dydZio nailono sietelis. Mechaniskali iskirstytos lgstelés buvo
centrifiguojamos 5 min., esant 200g, atmetamas nuopilas, o Iastelés vel
suspenduojamos praturtintoje terpéje. Lasteliy gyvybingumas nustatomas
pagal tripano meélio pa3alinimo testa. Po to, 200/mm? tankiu lgstelés
paskleidZziamos ant poli-L-lizinu padengty pavirdiy (poli-L-lizinu padengti
dengiamieji stiklai pagaminami bent vieng valandg prieé .padengimg
lastelémis, panardinant juos j 15 ug/ml poli-L-lizino turintj tirpalg steriliame
distiliuotame vandenyje.'ir pried pat naudojima $ie stiklai perplaunami steriliu
distiliuotu vandeniu ir iddziovinami), uzdengty praturtinta terpe, ir inkubuojami
37 °C temperatiroje 5 % GO, ore ir 100 % drégmes atmosferoje. Po 4 dieny
kultivavimo, terpé pakeitiama terpe, kurioje yra norimy tiriamyjy junginiu.
Atliekami du lygiagretis eksperimentai ir pakartojama 2 arba 3 Kartus.
Nustadius tiriamojo junginio toksing dozg-atsakg, lyginamos keturios grupes:

(1) kontroliné (vien tik praturtinta terpé), (il) tiriamojo junginio (viena pogrupé
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kiekvienai koncentracijai (titos 2 koncentracijos)), (lll) N-metil-D-aspartato
(NMDA, palaikyta su 1 mM koncentracija 3 val.), kaip citotoksinio agento, (IV)
tiriamojo junginio plius NMDA (viena pogrupé kiekvienai i5 2 tiriamojo
junginio koncentracijy), (V) kontroliné grupé tirpiklio (kuriame istirpintas
tiriamasis junginys) poveikio iStyrimui ir (Vl) papildoma spermino (0,01uM,
iStirpintas  kultdrinéje terpéje) plius NMDA “teigiamos kontrolés” grupe.
Nerviniy lasteliy iSlikimas jvertinamas faziy kontrastine mikroskopija ir

nusidazymu tripano meéliu po 24 val.

Rezultatai

Gerai zinoma, kad glutamo rigstis (Glu) pasizymi neurotoksinemis
savybémis, Kkurios pasireiSkia kai kuriuose neurologiniuose sutrikimuose,
jskaitant epilepsijg ir insultg, ir labai panasu, kad jos pasireiSkia taip pat ir
smegeny neurodegeneracinése ligose, tokiose Kkaip Parkinsono liga,
Alchaimerio liga ir trauminis smegeny paZeidimas. Neurotoksiniuose Glu
poveikiuose tarpininkais yra sujungti su membranomis Glu receptoriai, tokie
kaip N-metil-D-aspartato (NMDA) receptoriai.

Rezultatai, pateikti 14 lenteléje, rodo, kad 10 upM (R)-PAl
metansulfonato 27 procentais padidina smegenéliy lasteliy iSlikima po
poveikio 1 pM NMDA. Sie in vitro rezultatai patvirtina (R)-PAl metansulfonato
poveikj in vivo, pateikta 33 ir 35 pavyzdziuose, rodantj, kad Sis vaistas
pasizymi neuroapsauginémis savybémis prie§ neurotoksines NMDA
koncentracijas.

14 lentele
(R)-PAl metansulfonato neuroapsauginis poveikis nuo NMDA sukelto
smegenéliu lasteliy zuvimo

| Eksperimentiné grupé | " 3likusios lastelés | Apsaugojimo procentai |
Smegeneliy kultlros
(Toksiékumas TD2s = 30 uM; TDso = 85 uM; TD10o = 320 uM)

Kontrole 100
Tirpiklis 97
NMDA 10
Tirpiklis + NMDA 10 0
Junginys + NMDA:
1)0,01 uM +*© 12 2
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2)1,00 uM + “ 22 12
3) 10,00 uM + © 37 27
Sperminas + NMDA 75 65

Reikdmes, idreikStos procentais nuo neapdorotos kontrolés, rodo 2
eksperimenty, atlikty dubliuotuose kultlros eksperimentuose, vidurkj ir 4
gyvuliuky su iSemija vidurkioxstvid.p. reikSmg. Apsaugojimo procenty
reikdme yra tiriamojo junginio poveikis, atémus tirpiklio poveik].

35 pavyzdys
(R)-PAl metansulfonato poveikis po Ziurkés optinio nervo dalinés

traumos

Buvo nustatytas (R)-PAl metansulfonato neuroapsauginis poveikis jo
pritaikymui tuoj pat po suaugusiy Ziurkiy optinio nervo trauminio pazeidimo.
Trumpalaikis poveikis buvo matuotas metaboliniu bddu, o ilgalaikis poveikis -

elektrofiziologiniu bldu.

METODIKOS

1. Metabolizmo matavimai

a) Bendroji dalis. Sj metoda apra3é Yoles, et al., Investigative Ophthalmology
& Visual Science, 33, 3586-91 (1992). Trumpai tariant, metabolizmo

matavimai buvo atliekami kontroliuojant mitochondrinio NADH/NAD santykj|,

kuris priklauso nuo elektrony transporto sistemos aktyvumo, ir tokiu bldu
atspindi energijos pagaminimo kiekius. Nervo gebos produkuoti energijg
pokydiai, atsirade dél pazeidimo, buvo nustatomi, lyginant NADH kiekius kaip
. atsakg | dirbtinj trumpalaikj anoksinj insultg pries ir po baiéidimo.

b) PavirSiaus f/uorometrija-reflektometfija. Intramitochondrinio NADH redoks-
bUsenos kontrolé remiasi faktu, kad NADH, prieSingai jo oksiduotai formai
NAD*, ap$vietus fluorescuoja ties 450 nm. Sviesos perdavimui j optinj nerva ir
i$ jo buvo panaudotas lankstus Y formos Sviesolaidis i optinio pluoto.
Nervo i$spinduliucjama $viesa matuojama imant du bangy ilgius: 366 nm
(atspindéta 8viesa) ir 450 nm (fluorescencijos Sviesa). Atspindétos Sviesos
pokyé&iai buvo koreliuojami su audiniy absorbcijos pokydiais, kuriuos sukelia

hemodinaminiai poveikiai, ir su optinio nervo judesiais, pasikeitus arteriniam
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kraujo spaudimui ir nervo tdriui. Buvo rasta, kad fluorescencijos matavimus
galima pritaikyti NADH redoks-bsenos matavimui, atimant atspindétg Sviesg
(366 nm) i$ fluorescencijos Sviesos  (1:1 santykiu) ir gaunant koreguotg
fluorescencijos signalg,
c) Gywuliuky paruo$imas. Gyvuliukai buvo panaudoti pagal gyvuliuky
naudojimo tyrimuose ARVO rezoliucija. Sprague-Dawley (SPD) Ziurkiy
patinéliai, sveriantys 300-400 g buvo anestezuojami natrio pentobarbitonu (50
mg/kg i.p.). Fiksuojant gyvuliuko galvg galvos laikikliu, po binokuliariniu
operaciniu mikroskopu atliekama $Soniné kantotomija ir iSpjaunama
konjunktyva $alia ragenos. Atskyrus retraktoriaus stormens raumenis,
surandamas optinis nervas ir apnuoginama jo 3-3,5 mm ilgio dalis ties akies
obuoliu, panaudojant bukgjg disekcija. Kietasis dangalas paliekamas
neliestas ir stengiamasi nepaZeisti nervo. Apie optinj nervg implantuojamas
specialus $viesolaidzio laikiklis taip, kad $viesolaidis atsidurty ant optinio
nervo pavirdiaus 1 mm atstumu nuo pazeidimo vietos. Gyvuliukams, Kurie vis
dar yra anestezuoti, leidziama atsigauti 30 min. nuo chirurginiy proceddry, ir
tada jie paveikiami anoksinémis saglygomis. Anoksiné blsena sukuriama,
paliekant Ziurke kveépuoti 100 % azoto atmosferoje 2 minutes, o po to ji
grazinama j oro atmosfera. Norint jvertinti optinio nervo metabolinj aktyvuma,
matuojami atspindétos ir fluorescencijos Sviesos santykiniai pokyCiai, kaip
atsakas j anoksijg, prie$ ir po trauminio pazeidimo.
d) Trauminio paZeidimo ir metabolizmo matavimy eksperimento metodika.
Kalibruotomis skerspjdvinémis Znyplémis sukeliamas nervo tarp akies ir
Sviesolaidzio laikiklio vidutinio dydZio trauminis pazeidimas, 30 sekundZiy
laikant sleg;, atitinkantj 120 g. Tuoj pat po pazeidimo gyvuliukal gavo
vandens su (R)-PAI (2 mg/kg) ir Sio junginio i.p. injekcijas. Norint nustatyti
energijos prodL'chijos sistemos aktyvuma, buvo matuojamas NADH atsakas |
2 minutes anoksijos prie$ pazeidima, pragjus 30 min. po pazeidimo ir po to
valandos intervalais iki 4 val. (Zr. fig.19).
2. Elektrofiziologiniai matavimai

Sj metodg aprasé Assia, et al., Brain Res., 476, 205-212 (1989).

Gyvuliuky paruodimas ir optinio nervo pazeidimas atliekamas taip pat, kaip ir
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metabolizmo tyrimuose. Tuoj pat po paZeidimo gyvuliukai gavo vienkarting
vandens arba vandens su (R)-PAl metansulfonatu (0,5 mg/kg) injekcija.
Praéjus 14 dieny po paZeidimo ir gydymo, buvo iSpjauti optiniai nervai ir
matuoti  elektrofiziologiniu  badu. Prie§ iSimant  optinius  nervus
elektrofiziologiniams matavimams, Ziurkés buvo giliai anestezuotos 70 mg/kg
pentobarbitono. Nuo kaukolés buvo nulupta oda ir i$ akiy obuoliy istraukti
optiniai nervai. Po to buvo visai nupjauta galva ir su kauly Znyplémis atidaryta
kaukolé. Didziosios smegenys buvo pastumtos | Song, apnuoginant
intrakranialing optinio nervo dalj. Disekcija buvo nervo lygyje, kuris buvo
perkeltas j indus su $vieZiu drusky tirpalu, susidedanciu i5 NaCl (126 mM),
KCI (3 mM), NaH:PO, (1,25 mM), NaHCO3 (26 mM), MgSO4 (2 mM), CaClz (2
mM) ir D-gliukozés (10 mM), aeruotu 95 % Oz Ir 5 % CO> kambario
temperatiroje. Nervai buvo laikomi Siame tirpale, ir jy elektrinis aktyvumas
iSliko stabilus maZiausiai 3-4 valandas. Palaikius 05 val kambario
temperatiroje, kad nervai atsigauty, buvo atlikti nervo, nutolusio nuo
pazeidimo vietos, elektrofiziologiniai matavimai. Po to nervo galai buvo
prijungti prie dviejy jsiurbiamy Ag-AgCl elektrody, jmerkty j plovimo tirpalg 37
°C temperatiroje. Stimuliuojanti pulsuojanti srové buvo prijungta per
elektrodg artimesniame gale, ir periferiniu elektrodu matuojamas veiksmo
potencialas. Stipriausiam elektriniam stimuliavimui (0,5 imp/sek) buvo
naudojamas Grass SD9 stimuliatorius. Matuojamas signalas buvo
perduodamas j Medelec PA36 pirminj stiprintuvg, o po to j elektromiografg
(Medelec MS7, AATT stiprintuvas). Tirpalas, stimuliatorius ’ir stiprintuvas turi
bendrg jZeminima. Buvo registruota astuoniy suvidurkinty junginio poveikio
potencialy (CAP) maksimali amplitudé ir nufotografuota Polaroid kamera.
Standartu buvo ‘priimta CAP reikémés.‘. iSmatuotos kontralateraliniuose

nepazeistuose nervuose.

Rezultatai
Rezultatai rodo, kad (R)-PAl metansulfonatas, panaudotas tuoj pat po

optinio nervo pazeidimo, blokuoja paZeidimo sukelta energijos produkavimo
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sumazéjima. (R)-PAl metansulfonatas taip pat turi ilgalaikj poveik]
matuojama elektrofiziologinés kontrolés bldu.
CAP (junginio poveikio potencialy) amplitudé yra tiesiogiai
koreliuojama su laidziy pluo$ty skaiCiumi tiriamajame nervo segmente.
(R)-PAl metansulfonatas labai smarkiai susilpnina pazeidimo sukelta
aktyvumo paradima pazeisto nervo tolimesniame segmente, ir tai rodo, kad

(R)-PAI metansulfonatas yra neuroapsaugantis agentas arba bent jau suletina

degeneracija.
15 lentelé
Elektrofiziologiniai matavimai
Grupe CAP amplitude (uV)
(Vidurkis + stand. paklaida)
Tirpiklis, N = 13 441£95
(R)-PAl metansulfonatas, N = 7 2104+313*

36 pavyzdys
R-PALl ir S-PAI drusky prieSkonvulsiniy savybiy palyginimas

Ir (R)-PAl, ir (S)-PAl HCI druskos pasizymi dideliu prieSkonvulsiniu
aktyvumu. Bandyme su pelemis (i.p. vartojmo bldas) maksimalaus
elektroSoko teste (MES testas) (S)-PAl HCI turi didesnj prieSkonvulsinj
aktyvuma (EDso = 57 mg/kg) nei (R)-PAI HCI (EDso = 79 mg/kg). Analogiski
rezultatai buvo pastebéti ir bandymuose su ziurkémis (p.o. vartojimo bldas).
Keturios i$ keturiy Ziurkiy buvo apsaugotos nuo apopleksijos smigio MES
teste, kai buvo panaudota 50 mg/kg (S)-PAl, tuo tarpu kai panaudojus tg
padia (R)-PAI HCI doze, buvo apsaugotos trys i§ keturiy peliy. Veiksmingumo
prie$ Parkinsono ligg atzvilgiu, padidintas antikonvulsirjis aktyvumas yra labai
zalingas paéalinis' efektas. Ta pati tendencija stebima ir su metansulfonatais.
(S)-PAl metansulfonatas turi didesnj antikonvulsinj aktyvuma, nei (R)-PAl
metansulfonatas MES teste. Panaudojus 100 mg/kg dozes, (S)-PAl
metansulfonatas apsaugojo tris i$ trijy peliy, o (R)-PAl métansulfonatas - tik

vieng i$ trijy.
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MES testas yra klasikinis modelis nustatant vaisto veiksminguma pries
dalinius arba generalizuotus apopleksijos smigius Zmonems. Agenty
veikimas pasireidkia per jy sugebéjimag sutrukdyti apopleksijos smugiy
plitima. Taciau kai kurie agentai, kurie trukdo apopleksijos smugiy plitima,
turi pasalinj efekta; jie mazina apopleksijos smagio slenkstj. Todél Sie agentai
turi ir prokonvulsinius, ir prieSkonvulsinius pasalinius poveikius.

Cia pateikti rezultatai ‘rodo, kad (S)-PAl metansulfonatas turi
prokonvulsinj aktyvuma. Laikiniame metrazolio intraveninés infuzijos teste 141
mg/kg (S)-PAl metansulfonato sumazino laikg, © tuo paciu ir metrazolio,
reikalingo sukelti tiek pirmojo Zidininio apopleksijos smagio, tiek ir klonuso
pradZia. kiek|. Kiti agentai, kurie paprastai yra vartojami prie$ dalinius ir
generalizuotus  apopleksijos ~ smdgius, tokie kaip fenitoinas  ir
karbamazepinas, tokio poveikio nerodo. (H.J. Kupferberg, Epilepsia, 30, s51-
s56 (1989)). Panasiai, (S)-PAI metansulfonatas rodo daug didesnj dmy
neurotoksi§kuma nei (R)-PAI metansulfonatas. Esant 300 mg/kg dozei, (R)-
PAl metansulfonatas nerodé jokio neurotoksiskumo bandyme su pelémis
sukamo strypo ataksijos teste. Naudojant (S)-PAl, keturioms i$ keturiy peliy

stebétas neurotoksiskumas ir spazmy atsiradimas.

Metodikos

TDso (viduriné toksiné doze). Siame teste matuojamas neurologinis
nepakankamumas, panaudojant sukamo strypo ataksijos testa. Pele
padedama ant gumbuoto strypo, sukamo 6 aps./min greiciu. Nustatoma, ar
pelé gali ilaikyti pusiausvyra ir iSsilaikyti ant strypo vieng minutg kiekviename
i8 trijy bandymuy.

Laikinis metrazelio intravenines ihfuzi/'os testas. * Siame teste
matuojamas minimalus apopleksijos smagio slenkstis kiekvienam gyvuliukui.
Metrazolis (0,185 mg/ml) leidZiamas | pelés uodegos veng. Registruojamas
laikas (sek.) nuo infuzijos pradzios iki pirmosios konvulsijos (pirmojo Zidininio
apopleksijos smagio) pasirodymo ir klonuso (kloninio apopleksinio smugio)
pradzios. Prokonvulsiniams agentams reikia maziau metrazolio Siems

simptomams sukelti, ir todél $ie rezultatai gaunami po trumpesnio laiko.
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37 pavyzdys
(R)-PAl ir (S)-PAl periferiniai efektai | Zarny lygiyjy raumenuy preparaty

susitraukiamuma

PAl enantiomery hidrochloridy periferiniai efektai buvo nustatyti,
panaudojant izoliuotas triusiy ir jary kiauly&iy plongsias Zarnas. Sie stebéjimai
suteikia naudinga informacija apie jy santykinius periferinius pasalinius
efektus Zmonéms. Pirmoji subjekto kontakto su peroraliniu bldu vartojamu
vaistu vieta yra virSkinimo traktas, kuriame vaisto koncentracijos yra daug
didesnés nei po jo absorbavimo ir pasiskirstymo. PAI hidrochlorido (mol.
masé = 208) atveju, 10 mg peroraliné dozé, esanti mazdaug 100 ml skyscio
tdryje, blty ekvivalentiSka mazdaug 1,5 mM koncentracijai. PrieSingai, (R)-
PAI hidrochlorido koncentracija plazmoje yra nanomoliy eilés.

Buvo nustatytas PAl enantiomery poveikis | izoliuotg triuio tuscigjg
Zarng ir jary kiaulytés klubine Zzarna, norint i3siaidkinti, ar (S)-PAl
panaudojimas kartu su (R)-PAl (kaip kad yra raceminiame miSinyje) sukels
pasalinius efektus, kuriy néra vartojant gryng (R)-PAl. (R)-PAIl yra labiau
tinkamas MAO-B inhibavimui smegenyse dél jo veiksmingumo ir didelio
selektyvumo S$iai fermento formai. Siuo poZidriu (S)-PAl yra daug maziau
veiksmingas nei (R)-PAl, ir jis yra neselektyvus MAO-B. IS principo jo buvimas
PAI racemate galéty bdti toleruojamas arba nekreipiama | jj démesio, jeigu
(S)-PAl bty inertinis, esant rekomenduojamoms (R)-PAl dozéms. Rezultatai,
pateikti 16-19 lentelése rodo, kad (S)-PAl néera inertiné medziaga. PrieSingai,
jary kiaulyc&iy klulbinés Zarnos tyrimuose, jis yra veiksmingesnis relaksantas
uz (R)-PAl. Taigi jo periferiniy efekty negalima laikyti nezymiais. Sie
duomenys rodo, kad turéty blti maziau periferiniy pasaliniy efekty vartojant
gryng (R)-PAl, nei raceminj miSinj, turintj ekvivalentine (R)-PAl doze.

16 lentelé
Tiramino veiksmingumo skatinimas_atskirais PAI HCI enantiomerais triusio
tusciosios zarnos preparate
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|tempta triudio tudCiosioji Zarna, jtaisyta organu voneléje, duoda
ritminius susitraukimus, kuriuos inhibuoja norepinefrinas, bet neinhibuoja
tiraminas. Tadiau, jeigu tudgioji Zarna buvo pries tai apdorota monoamino
oksidazes inhibitoriumi, tokiu kaip PAl, tada tiraminas sukelia spontaniniy
susitraukimy susilpnéjima, Sis susilpnéjimo laipsnis gali bati koreliuojamas su

santykiniu inhibitoriaus veiksmingumu.

Vaistas ir jo (uM) Susilpnéjimo procentai
koncentracija ‘
Tik tiraminas 40 0
Norepinefrinas 0.002 100
Tik (R)-PAl 0,2-4,0 0
Tik (S)-PAl 0,2-4,0 0
Tiraminas 40
po (R)-PAl 0,2 67
2 88
40 85-90
po (S)-PAl 0.2 0
2 35
40 35-50
Rezultatai

Kaip smegeny MAO-B inhibitorius (S)-PAl yra daug maziau
veiksmingas nei (R)-PAI. Todél (S)-PAl néra tinkamas agentas apsaugoti nuo
smegeny dopamino degradacijos, bet jis gali skatinti tiramino sukeltg
norepinefrino atpalaidavimg plonosiose Zarnose. Jo aktyvumas plonosiose
7arnose yra nepageidautinas pa3alinis poveikis, nes galima laukti, kad jis
didins nesuskilusio_tiramino absorbcijg ir poveik. Taigi, (S)-PAl néra inertine

medZiaga, kai jis vartojamas kartu su (R)-PAl, kaip yra raceminiame PAI. -

, 17 lentelé
PrieSinimasis jGru kiaulytés klubinés Zzarnos preparaty betanecholio
sukeltiems susitraukimams, esant 400 uM atskiry PAI HCI enantiomeru

Itempta jOry kiaulytés Kklubiné Zzarna, [taisyta organy vonioje
fiziologiniame tirpale, susitraukinéja priklausomai nuo dozés, kai ji

paveikiama betanecholiu, kuris yra fermenti$kai stabilus gamtinio virSkinimo



o LT 4455 B

trakto neuroperneSimo agento acetilcholino analogas. Sie susitraukimai

susilpnéja esant PAl. Duomenys yra iSreikti jtempimu gramais.

Betanecholis (uM) tempimas gramais
kontrolé (R)-PAl kontrolé (8)-PAI

0,8 0,5 0,2 0,6 0

2 1,5 0,3 2,2 0

4 2.2 0,7 3,0 0

8 40 1,0 3,8 0,6
20 56 20 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

Kaip MAO-B inhibitorius (S)-PAl yra beveik neaktyvus, lyginant su (R)-

PAI
degradacijos. Taliau jis yra efektyvesnis uz (R)-PAl, apsaugant nuo

ir todel jis néra efektyvus apsaugant nuo smegeny dopamino

betanecholio sukelty susitraukimy plonosiose Zarnose. Taigi, (S)-PAl néra
inertiné medziaga, kai jis vartojamas kartu su (R)-PAl, kaip yra raceminiame
PAI.

18 lentelé
PrieSinimasis jaru kiaulytés klubinés Zarnos preparaty histamino sukeltiems
susitraukimams, panaudojus atskirus PAlI HCI enantiomerus

Fiksuota histamino dozé (40 nM) sukelia nepertraukiamg jury kiaulytes
klubinés iStemptos Zarnos, jtaisytos organy vonioje fiziologiniame tirpale,
susitraukima. Pridedant atskiro PAI HCI enantiomero inkrementines dozes,
sukeliamas priklausantis nuo dozés raumens atpalaidavimas. Rezultatai yra
iSreikSti atpalaidavimo procentais bazinés linijos prie§ histamino (jo

atpalaidavimas priimamas 100 %) pridéjima atzvilgiu.

PAIl koncentracija (uM) Atpalaidavimo procentai
‘ (R)-PAl (S)-PAl

2 0 11
4 0 15
10 0 30
20 20
30 31 33
40 37 36

100 81 71

200 90

300 92
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400 100 98
700 100
1000 100

Rezultatai

(S)-PAl, lyginant su (R)-PAl, yra neaktyvus kaip MAO-B inhibitorius
smegenyse, ir todél jis yra netinkamas apsaugoti nuo smegeny dopamino
degradavimo, bet jis yra aktyvesnis uZ (R)-izomerg sukeliant Zarny lygiujy
raumeny atpalaidavima. Taigi, (S)-PAl néra inertiné medZiaga, kai jis imamas

kartu su (R)-izomeru, kaip yra raceminiame PAL.

19 lentelé
Priedinimasis jary kiaulytés klubinés Zarnos preparaty betanecholio
sukeltiems susitraukimams, panaudojus atsKirus PAI HCI enantiomerus

Fiksuota betanecholio dozé (0,8 uM) sukelia nepertraukiamg jury
kiaulytes istemptos klubinés Zarnos, jtaisytos organy vonioje fiziologiniame
tirpale, susitraukima. Pridedant atskiro PAl HC! enantiomero inkrementines
dozes, sukeliamas priklausantis nuo dozés preparato raumens
atpalaidavimas. Rezultatai yra iSreiksti atpalaidavimo procentais bazinés

linijos prie§ histamino (jo atpalaidavimas primamas 100 %) pridéjima

atzvilgiu.
PAl koncentracija (uM) Atpalaidavimo procentai
(R)-PAl (S)-PAl

20 25 40-50
60 . 25-50 60-70
100 50-70 100
300 100 100

Rezultatai

(S)-PAI, lyginant su (R)-PAl, yra neaktyvus kaip MAO-B inhibitorius
smegenyse, ir todél jis yra netinkamas apsaugoti nuo smegeny dopamino
degradavimo, bet jis yra aktyvesnis uz (R)-izomerg sukeliant zarny lygiyjy
raumeny atpalaidavima. Taigi, (S)-PAl néera inertiné medziaga, kai jis imamas

kartu su (R)-izomeru, kaip yra raceminiame PAI.
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38 pavyzdys
Kai kurie (R)-PAl metansulfonato efektai, stebimi ziurkiy vidurinés

smegeny arterijos okliuzijos, kaip insulto modelio, bandyme

1. Metodikos
1.1 Ziurkiy vidurinés smeneny arterijos okliuzija (MCAO)

Buvo panaudota modifikuota Tamura et al. (1981) aprasyta metodika.
Wistar Ziurkiy patinéliai, sveriantys po 300-400 g, buvo anestezuojami
ekvitezino tirpalu, i.p. badu suleidZiant 3 mi/kg doze. Ekvitezinas susideda i$
13,5 ml natrio pentotalio tirpalo (60 mg/mi), 3,5 g chloralio hidrato, 1,75 g
MgSO,, 33 ml propilenglikolio, 8,3 ml absoliutaus alkoholio, praskiesto iki 83
ml distiliuotu vandeniu. Chirurginé operacija atlikta, panaudojant didel]
padidinima turintj operacinj mikroskopg (SMZ-2B modelis, 102 tipas, Nikon,
Japonija). Norint apnuoginti kairigjg viduring smegeny arterija, buvo
padarytas pjavis smilkinio raumenyje. Taip pat buvo nupjautas apatinio
Zandikaulio vainikinés ataugos galiukas ir paSalintas plonomis kauly
Zznyplémis. Kraniotomija buvo atlikta danty graZtu prie sujungimo tarp
vidurinés sienelés ir posmilkininés duobutés virdutinés sienelés. Kietasis
smegeny dangalas buvo kruops$diai atidarytas, panaudojant 27 dydZio adata.
MCA buvo pastoviai uzkimsta mikrobipolinés elektrokoaguliacijos budu,
esant mazam galingumui, pradedant nuo 2-3 mm | vidurj prie uoslés trakto
tarp jos kortikalinés Sakos j rinaline Zieve ir Soninés dryZuotojo ktno arterijos.

Po koaguliacijos, MCA buvo perkirpta mikroZirklémis ir padalinta,
norint uztikrinti pilna okliuzija. Po to, smilkinio raumuo buvo susidtas ir
uzdeétas ant kraniotomijos vietos. Oda buvo susilita nepertraukiama 3-0 Silko
sitle. Kitai Ziurkiy grupei buvo atlikta apgaulinga kraniotomijos operacija, tik
be MCA kauterizacijos. Visos chirurginés‘operacijos metu (20-25 min)
abiejose grupése buvo palaikoma 37-38 °C kiino temperatlra, panaudojant
kino temperatlros reguliatoriy (Kyoristsu, Japonija), susidedantj i$
besireguliuocjancio Sildomojo minksto padeklo, sujungto su rektaliniu
termistoriumi. Praéjus 24 val. po operacijos, buvo nustatytas neurcloginis

rodiklis, norint nustatyti pazeidimo stiprumg vaistais paveiktose Ziurkése,
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lyginant su nepaveiktomis kontrolinémis Ziurkémis. Po 48 val. gyvuliukai buvo
anestezuoti ekvitezinu ir buvo nustatytas pazeidimo stiprumas pagal MRI
metodikg. Buvo jvertintas smegeny audinio negriftamo paZeidimo po

iSemijos tdris.

1.2. Vaisty jvedimas
[R](+)PAl metansulfonatas buvo jvedamas i.p. injekcijos budu 0,3-0,4
mi distiliuoto vandens pagal tokj grafika:
1 mg/kg tuoj pat po operacijos,
0,5 mg/kg praéjus 2 val. po operacijos,
1 mg/kg praéjus 20-24 val. po operacijos.

1.3. I8eminiy smegeny Zaizdy MRI vaizdo iSklotiné

Visi eksperimentai buvo atlikti panaudojant 4.7T BIOSPEC sistemg
(BRUKER) (Zr. T. Back, et al., “Diffusion Nuclear Magnetic Resonance
Imaging in Experimental Stroke: Correlation with Cerebral Metabolites,”
Stroke (February 1994) 25:494-500). Pragjus 48 valandoms po MCAQO arba
apgaulingos operacijos, kiekvienam gyvuliukui buvo atliekamas greitas
daugiasluoksnis T1 jvertintas vizualizavimas (TR/TE) (500/25) padéties
nustatymui. Tada buvo renkami daugiasluoksniy T2 |vertinty atvaizdy
matavimai (3000/80) (5 gretimi sluoksniai, 3 mm storio).

Infarkto apimto ploto dydis ir jo astrumas buvo jvertintas, panaudojant
hiperintensyvuma, stebimg T2 jvertintame MRI, praejus 48 valandoms po
okliuzijos arba po apgaulingos operacijos. Kiekvienai Ziurkiq grupei nustatyti
tokie parametrai:

c. I8emiijos plotas (mm?),
d. I$emijos pusrutulio plotas (mm?),
e. Nepaveikto pusrutulio plotas (mm?).
Gretimy sluoksniy panaudojimas leidzZia ploto vienetus paversti | tdrio

vienetus, paprasciausiai padauginant ploto reikSme i$ sluoksnio storio.

1.4. Neurologinis rodiklis
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Neurologinis rodiklis susideda i$ bendros sumos duotos Zziurkés
badingy lokomotoriniy veiksmy atlikimo jvertinimy. Skalé prasideda nuo 0
(pilnai normalios Ziurkeés) ir tesiasi iki 13 (nieko negalinCios Ziurkes).
Dauguma parametry jvertinami arba 0 (normalios) arba 1 (negalinios); kiti
parametrai yra laipsniuoti. Siame darbe buvo naudoti tokie testai:

Bendrojo stebéjimo testai: hipoaktyvumas, sedacija, piloerektija.

Motorinis refleksas. Ziurkeés buvo pakeltos uZz uodegos mazdaug 15 cm nuo

grindy. Normalios Ziurkés priima poza, kurioje jos tiesia abi priekines galuines
i grindis, o uZpakalines galines iStiesia | Sonus panasiai kaip trapecijoje.
MCAO, jeigu atvejis sunkus, sukelia pastovy prieSingoje puséje esancios
galdnes sulenkima,

Motoriniai_sugebéjimai. Jie vertinami kaip sugebéjimas sugriebti 1 cm

skersmens strypa prieSingoje puséje esancia gallne per 5-15 sek., kai ziurke
pakabinta ant strypo uz paZasties.

Motoriné koordinacija. Normalios Ziurkés gali vaiksCioti aukstyn ir Zemyn 5

cm ploéio vidutinisko nuoZulnumo rastu. Nesugebéjimas vaik3cioti tokiu rastu
abiem kryptimis parodo tam tikrg motorinés koordinacijos sutrikima,
pusiausvyros trikuma ir galliniy silpnuma,

Eisena. Sugebéjimas iSlaikyti normalig padétj bet kurios priedingos gallnés,
jeigu ji tyCia perstatoma j kitg vieta esant ant siauro strypo.

Pusiausvyra. Sugebéjimas pagriebti ir iSlaikyti pusiausvyrg ant siauro 2 cm

plocio strypo.

Lokomotorinis _aktyvumas. Bendras judéjimas 15 min. laikotarpyje
automatizuotame aktyvumo narve. '

|vertinimai, priskirti kiekvienam i$ auk8ciau apraSyty parametry, duoti
'20 lenteleje. .

20 lentele
Neurologiniai rodikliai, priskirti kiekvienam iS 10 pozos ir judejimo parametry

Parametras Rodiklis
a. Aktyvumas gyvenamajame narve normalus = 0
hipoaktyvumas = 1
b. Sedacija néra =0
pastebima = 1
c. Piloerektija néra =0
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pastebima = 1

d. Priedingoje puséje esancios priekinés
gallnés iStiesimas j grindis, Kai Ziurke yra
pakelta uz uodegos

geras =0
sulenkta galtine = 1

e. PrieSingoje puséje esanciy galniy
iStiesimas j Sonus, kai Ziurké yra pakelta uz
uodegos (trapecijos padétis)

geras =0
sulenkta galiine = 1

f. Strypo sugriebimas priedingoje puséje geras =0

esandia galiine per 5-15 sek., kai Ziurke blogas = 1

pakabinta uz paZasties

g. Ejimas per 5 cm plocio rasta geras =0
blogas = 1

h. Priedingoje puséje esancios galinés ir/arba | geras = 0

priekinés gallnés grazinimas j prading padetj,
kai jos padetis buvo tyCia pakeista

blogas = 1 (viena galline)
2 (dvi galunes)

i. Sugriebimas ir pusiausvyros iSlaikymas ant 2
cm plocio strypo

geras =0
blogas = 1

j. Motorinis aktyvumas kontrolés atzvilgiu (per
15 min automatizuotame aktyvumo narve)

<25 % nuo kontrolées 3
26-50 % nuo kontroles 2
51-75 % nuo kontrolés 1
76-100 % nuo kontroles O

2. Rezultatai
2.1. Infarkto dydis

MRI tyrimo rezultatai susumuoti 21 lenteléje ir fig.20. Infarkto dydis

buvo daug mazesnis [R](+)PAl metansulfonatu paveiktose Ziurkése (n = 9)

nei nepaveiktose Ziurkése (n =

mazdaug 60 % neapdoroty gyvuliuky infarkto dydzio.

10). Pirmu atveju infarkto dydis buvo

21 lentelé

Wistar Ziurkiu i§eminés.smegenu Zaizdos, jvertintos pagal MR! T2-SCAN,

pragjus 48 val. po MCA okliuzijos ir apdoiojimo [R](+)PAl metansulfonatu

MCA-O MCA-O + [R](+)PAI metansulfonatas*

Gyvuliuko Nr. | Infarkto dydis (mm® | Gywvuliuko Nr. | Infarkto dydis (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
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163,5+43,9 ‘

t = 5,0475
f=17
p < 0,001

[R](+)PAIl metansulfonatas sumazina infarkto dydj 40 %.

* [R](+)PAIl metansulfonato vartojimas:
Laikas po MCA okliuzijos:

0 -1,0mg/kgi.p.;
2val. -05mg/kgip.
24val. -1,0mg/kgi.p.

2.2. Neurologinis rodiklis

Nepriklausomas stebétojas nustaté penkiy [R](+)PAl metansulfonatu

apdoroty Ziurkiy ir $eSiy neapdoroty Ziurkiy neurologinj rodiklj. Rezultatai

duoti 22 lenteléje, kurioje jie yra palyginti su kiekvieno gyvuliuko infarkto

dydzZiu, nustatytu MRI testu, ir taip pat parodyti fig.21. Galima pastebeti, kad

gyvuliukai, kurie turi maZziausig neurologinj rodiklj, yra tie, kurie buvo paveikti

[R](+)PAl metansulfonatu. Neurologinis rodiklis buvo sumazintas 54 %, o
infarkto dydis 36 % [R](+)PAl metansulfonatu apdorotose MCAO Ziurkése,

lyginant su neapdorotomis Ziurkémis.

22 lentelé

Ziurkiu, kurioms buvo padaryta MCA okliuzija ir kurios buvo paveiktos

[R1(+)PAI metansulfonatu, neurologinis rodiklis ir ju iSeminio infarkto dydis

MCAOQO MCA-O + [R](+)PAl
metansulfonatas***
Gyvuliuko | Neurologi- Infarkto Gyvuliuko | Neurologi- infarkto
Nr. nis* dydis** - Nr. nis* dydis**
rodiklis” (mm?) rodiklis (mm?3)
1 50 201 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
Vidurkis= | 6,0%£1,19 270+65 | Vidurkisx= | 2,78%1,3 172+28
st. nukryp. st. NUKryp.
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Neurologinis rodiklis Infarkto dydis
t =425 t=334
f=9 f=9

p < 0,01 p < 0,01

[R](+)PAIl metansulfonatas sumazina neurologinj rodiklj 53,7 %, o infarkto
dydj 36,3 %.

* Tirta praéjus 24 val. po MCA okliuzijos.
** lvertinta pagal MRI T2 SCAN, praéjus 48 val. po MCA okliuzijos.
*** [R](+)PAl metansulfonato vartojimas:

Laikas po MCA okliuzijos:

0 -1,0mg/kgi.p.;

2val. -05mgkgi.p.;

24val. -1,0mg/kgi.p.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. R(+)-N-propargil-1-aminocindano arba jo farmaciskai tinkamos
druskos panaudojimas farmacinés kompozicijos, skirtos subjekto smegeny
iSemijos, insulto, galvos trauminio pazeidimo, nugaros smegeny trauminio
paZeidimo, neurotraumos, neurodegeneracines ligos arba neurotoksinio
pazeidimo gydymui arba nervy pakenkimy profitaktikai, gamyboje.

2. Panaudojimas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad
gydant smegeny i3emijg arba insulta, smegeny iSemijos plotas yra
sumazinamas mazdaug 35 procentais.

3. Panaudojimas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad
nervo pakenkimas yra struktdrinis nervo pakenkimas arba optinio nervo
pakenkimas.

4. Panaudojimas pagal bet kurj i§ 1-3 punkty, besiskiriantis
tuo, kad R(+)-N-propargil-1-aminoindano farmacidkai tinkamg druskg
pasirenka i§ grupés, kurig sudaro: metansulfonato, sulfato ir hidrochlorido
druskos.

5. Panaudojimas pagal bet kurj i$ 1-4 punkty, besiskiriantis
tuo, kad subjektui skiriamas R(+)-N-propargil-1-aminoindano arba jo
farmaci$kai tinkamos druskos efektyvus kiekis yra nuo 0,5 iki 2,5 miligramy
kilogramui subjekto kino masés.

6. Panaudojimas pagal bet kurj i§ 1-5 punkty, besiskiriantis
tuo, kad R(+)-N-propargil-1-aminoindang arba jo farmaciskai tinkamg druskg
vartoja intraveniniu, peroraliniu, rektaliniu, transderminiu arba parenteriniu
badu.

7. Panaudojimas pagal bet kurj i$ 1-4 punkty, besiskiriantis
tuo, kad subjektas yra Zmogus, o efektyvus kiekis yra nuo 0,01 iki 50,0 mg
per dieng.

8. Panaudojimas pagal 7 punktg, besiskiriantis tuo, kad

efektyvus kiekis yra nuo 0,1 iki 10,0 mg per diena.
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9. Panaudojimas pagal 7 arba 8 punktg, besiskiriantis tuo,
kad R(+)-N-propargil-1-aminoindang arba jo farmaciSkai tinkamag druskg

vartoja intraveniniu budu.
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Fig.3A

- Zmogaus galvos smegeny Zievé
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Fig.3B

Zmogaus galvos smegeny Zievé
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Haloperidolio sukeltos katalepsijos panaikinimas
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Fig.17
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