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Piridilftalazindionai, turintys formule (1), kurioje R1 ir R2 yra parinkti i$ grupés, susidedancios i$ vandenilio,
halogeno ir metoksigrupés, arba kurioje R1 ir R2 kartu sudaro metilendioksigrupe, ir jy farmacigkai priimtinos
druskos, ir farmacinés kompozicijos, turindios savyje efektyvy glicinui-B antagonistinj jy kiekj, skirti
neurologiniy susirgimy, susijusiy su ekscitotoksiskumu ir glutamaterginés neurotransmisijos sutrikimais
gyvinuose, jskaitant Zmogy, gydymui. o
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ISradimas  apima naujus  cheminius  junginius, kurie yra
piridoftalazindionai, juos turindias farmacines kompozicijas ir jy panaudojimg
prie§ neurologinius susirgimus, susijusius su ekscitotoksiSkumu  ir

glutamaterginés neurotransmisijos sutrikimais.
ISradimo prielaidos ir technikos lygis

Glutamatas yra, tikriausiai, pagrindinis dirgikliq mediatorius centringje
nervy sistemoje, bet jis taip pat dalyvauja daugelyje patologiniy ir
ekscitotoksiniy procesy. Siuo poZiliriu yra labai svarbu surasti glutamato
antagonistus terapiniam naudojimui (Zidr. apzvalgg Dansyz W., Parsons C.G,
Bresik I, Quack G. (1995): Drug News & Perspectives 8, p. 261-277).
Glutamatas aktyvuoja tris pagrindinius jonotropiniy receptoriy tipus, bitent, a-
-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropano riigstj (AMPA), kainatg ir N-metil-
D-aspartatg (NMDA) ir keleta metabotropiniy receptoriy tipy. Antagonistai
NMDA receptoriams potencialiai gali turéti platy terapin pritaikyma. Funkcinis
NMDA receptoriy inhibavimas gali biiti Igyvendintas veikiant jvairius atpaZinimo
sritis, tokias kaip pirminio perne$éjo sritj, strichninui nej;autria glicino sritj
(glicinas-B), poliamino sritj, ir fenilciklidino sritj, esandia katijony kanalo viduije.

Receptoriy  desensebilizacija gali blti  fiziologinis  procesas,
igyvendinantis endogeninés kontrolés mechanizma, siekiant uZkirsti kelia
ilgalaikiam glutamato receptoriy neurotoksiniam aktyvavimui, bet leid¥iant iu
trumpalaikj fiziologinj aktyvavima. NMDA receptoriy atveju ko-agonistas glicinas
yra endogeninis ligandas, inhibuojantis tokig desensibilizacijg per glicino-B
srities aktyvavima, [domu, kad iSemija padidina ne tik ekstralastelinio glutamato
koncentracijg, bet ir glicino, ir, nors pastarasis efektas yra maziau iéreik$tas, jis

faktiskai ilgiau iSlieka. Taigi, kai kurie visiski glicino-B antagonistai tokiose
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sglygose galéty atstatyti normaly sinaptinj perdavima, padidinant NMDA
receptoriaus desensibilizacijg iki fiziologinio lygio. 1§ tikryjy, jvedimo i
laboratoriniy gyvuliuky centrine nervy sistemg pagrindu"pateikta mintis, kad
glicino-B antagonistai galéty pasidlyti geresne teraping nisg, negu agentai,
veikiantys kitose NMDA receptoriy komplekso atpazinimo vietose. Deja,
daugumos glicino-B antagonisty prastos farmakokinetinés savybés ki
pastarojo meto nepatvirtino $io spéjimo, jvedant | organizmg. Ta&iau praneita,
kad keletas glicino-B antagonisty, jvedus juos j organizma, turi gerus terapinius

indeksus hiperalgezijos modeliuose ir kaip anksiolitikai.
ISradimo aprasymas

Mes iSradome tricikliniy piridoftalazindiony serijas. | klasés junginiai yra
panasios struktiiros kaip Zeneca uZpatentuoti glicino-B antagonisfai (ICl, EP
0516297 A1, 1992.12.02). Il klasés junginiai yra ty junginiy N-oksidai, ir néra nei
apraSyti, nei pasillyti Zeneca patente. Il klasés junginai taip pat yra stiprus
glicino-B antagonistai in vitro, ir rodo daug geresnj in vivo sistemin;j
prieinamumg ir/arba prasiskverbimg per hemato-encefalinj barjerg, negu |
klasés junginiai. Be to, $iy junginiy druskos, gautos, pavyzdziui, prijungiant
choling ir tetrametilamonj (4-NH), turi dar geresn| bioprieinamuma,

Nauji Sio iSradimo junginiai turi spéjamq tinkamuma, gydant tokius
sutrikimus:

1. Umus ekscitotoksiSkumas, toks kaip ‘iSemija insulto, traumos,
hipoksijos, hipoglikemijos ir encefalopatijos atvejais.

2. Chroniski neurodegeneraciniai susirgimai, tokie kaip Alcheimerio liga,
vaskuliariné demencija, Parkinsono liga, Hantigtono liga, i$sétiné skleroze,
Soniné amiotrofiné sklerozé, AIDS-neurodegeneracija, smegenéliy atrofija, Ture
sindromas, motoriniy neurony susirgimas, mitochondriné disfunkcija,

Korsakovo sindromas ir Kroisfeldo-Jakobo susirgimas.
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3. Kiti sutrikimai, susijg su ilgalaikiais plastiniais centrinés nervy sistemos
pakitimais, tokiais kaip chroniSkas skausmas, vaisty toleravimas,
priklausomybé nuo jy ir jpratimas (pvz., opioidy, kokaino, benzodiazepiny ir
alkoholio) ir vélyva diskinezija.

4. Epilepsija (iSplitusi ir daliniai traukuliai), $izofrenija, nerimas, depresija,

raumeny spazmai ir Uzesys ausyse.
ISradimo tikslas

Sio idradimo tikslas yra pateikti naujus ir efektyvesnius junginius -
piridoftalazindionus, jy farmacines kompozicijas ir neurologiniy sutrikimy,
susijusiy su ekscitotoksiSkumu ir glutamaterginés  neurotransmisijos
sutrikimais, gydymo Siais junginiais bGdus. Dar vienas iSradimo tikslas yra
pateikti tokius naujus junginius, kompozicijas ir bidus, kurie'patenkintq
auk$ciau pateiktus teorinius reikalavimus. Papildomi tikslai bus aigkis toliau, o

dar kiti tikslai bus ai$kis $ios srities specialistams.

ISradimo santrauka

Taigi, iSradimas tarp kity, pavieniui ar derinyje, apima $iuos aspektus:

Junginj, parinktg i$ piridilftalazindiony, turintj formule
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kurioje R1 ir R2 yra parinkti i§ grupés, susidedandios i§ vandenilio,
halogeno ir metoksigrupés, arba kurioje R1 ir R2 kartu sudaro
metilendioksigrupe, ir jo farmaciskai priimtinas druskas;

tok| junginj, kuriame druska yra parinkta i§ cholino ir 4-tetrametilamonio
jo druskuy;

tokj junginj, kuris yra parinktas i$ grupés, susidedancios i§

4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chinolino 5-oksido,

8-chlor-4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chinolino  5-oksi-

do,

8-brom-4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-{4,5-b]-chinolino  5-oksi-
do,

8-fluor-4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-[4,5-b})-chinolino  5-oksi-
do,

7,8-dichlor—4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chiﬁolino 5-
oksido,

7-brom-8-chlor-4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chinolino
5-oksido, ir
7-chlor-8-brom-4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-[4,5-b}-chinolino
5-oksido, ir i§ bet kurio i$ auk$¢iau pateikty farmaciSkai priimtinos druskos; ir
tokj junginj, parinktg i§ grupés, susidedancios i$
4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chinolino 5-oksido choli-
no druskos,
8-chlor-4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chinolino  5-oksi-
do cholino druskos, A
8-brom-4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chinolino  5-oksi-
do cholino druskos,
8-fluor-4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chinolino 5-oksido
cholino druskos,
7,8-dichlor-4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chinolino  5-

oksido cholino druskos,
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7-brom-8-chlor-4-hidroksi-1-okso-1 ,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chinolino
5-oksido cholino druskos, ir

7-chlor-8-brom-4-hidroksi-1-okso-1 ,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chinolino
5-oksido cholino druskos;

be to, apima farmacine kompozicija, turinéia savo sudétyje kaip aktyvy
ingredientg tokio junginio efektyvy glicinui-B antagonistinj kiek;

tokig farmacing kompozicija, turinia savo sudétyje kaip aktywy
ingredientg tokio junginio efektyvy glicinui-B antagonistinj kiekj to junginio
cholino druskos pavidale;

tokig farmacing kompozicija, turinCia savo sudétyje kaip aktywy
ingredientg efektyvy glicinui-B antagonistinj kiek junginio, parinkto i§ grupés,
susidedancios i$

4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chinolino 5—0ksjdo,

8-chlor-4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chinolino  5-oksi-

do,

8-brom-4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chinolino 5-oksi-
do,

8-fluor-4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chinolino  5-oksi-
do,

7,8-dichlor-4-hidroksi-1-okso-1,Zfdihidropiridazino-[4,5-b]-chinolino 5-
oksido,

7-brom-8-chlor-4-hidroksi-1-okso-1 ,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chinolino
5-oksido, ir ‘

7-chlor-8-brom-4-hidroksi-1-okso-1 ,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chinolino
5-oksido, arba i§ bet kurio i§ jy farmacigkai priimtinos druskos:

tokia farmacing kompozicijg, turintia savo sudétyje kaip aktyvy
ingredientg efektyvy glicinui-B antagonistinj kiekj junginio, parinkto i& grupes,
susidedancios i$

4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chinolino 5-oksido choli-

no druskos,
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8-chlor-4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chinolino  5-oksi-
do cholino druskos,

8-brom-4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chinolino  5-oksi-
do cholino druskos,

: 8-fluor-4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chinolino 5-oksido

cholino druskos,

7.8-dichlor-4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chinolino  5-
oksido cholino druskos,

7-brom-8-chlor-4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-{4,5-b]-chinolino
5-oksido cholino druskos, ir

7-chlor-8-brom-4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chinolino
5-oksido cholino druskos;

be to, apima tokio junginio - glicino-B antagonisto ar farmacinés
kompozicijos efektyvaus kiekio taikyma neurologiniy susirgimy, éusijusiq su
ekscitotoksiskumu ir glutamaterginés transmisijos sutrikimais gyvinuose,
gydymui;

tokj taikyma, kuriame junginys yra jo cholino druskos pavidale;

tokj taikyma, kuriame junginys yra parinktas i$ grupés, susidedancios i$

4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chinolino 5-oksido,

8-chlor-4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chinolino  5-oksi-

do,

8-brom-4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chinolino  5-oksi-
do, _

8-fluor-4-hidroksi-1-okso-1';2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chino|ino 5-oksi-
do,

7,8-dichlor-4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chinolino  5-
oksido,

7-brom-8-chlor-4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chinolino

5-oksido, ir
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7-chlor-8-brom-4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazin 0-[4,5-b]-chinolino
5-oksido, arba i$ bet kurio i$ jy farmaci$kai priimtinos druskos:

be to, apima tokio junginio - glicino-B antagonisto ar farmacinés
kompozicijos efektyvaus kiekio taikyma neurologiniy susirgimy, susijusiy su
ekscitotoksiSkumu ir glutamaterginés transmisijos sutrikimais gyvinuose,
gydymui, kai junginys yra parinktas i§ grupés, susidedandios i§:

4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chinolino 5-oksido choli-
no druskos,

8-chlor-4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chinolino  5-oksi-
do cholino druskos,

8-brom-4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chinolino  5-oksi-
do cholino druskos,

8-fluor-4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chinolino 5-oksido
cholino druskos, |

7,8-dichlor-4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chinolino -
oksido cholino druskos,

7-brom-8-ch|or-4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chinolino
5-oksido cholino druskos, ir

7-chlor-8-brom-4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino- [4,5-b]-chinolino

5-oksido cholino druskos.
Smulkus iSradimo apraSymas

Toliau pateikiami aptarimas, pavyzdziai ir farmakologiné dalis siekia

iliustruoti §j iSradima, bet jo neapriboja.
Metodikos ir rezultatai

Iir Il klasiy tricikliniy piridoftalazindiony pagrindiné struktira:
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R1/R2 = H ir/arba halogenas;
R1/R2 = H ir/arba O-CHg;
R1/R2 = H ir/arba metilendioksigrupé;

Chemija

Bendra chinolin-2,3-dimetildikarboksilaty 1-oksidy (3) gavimo

metodika.

-AtSaldytas ledo vonioje 2-nitrobenzaldehido 1 (25 mM) ir natrio (27 mM)
tirpalas sausame metanolyje: (40 ml) per 30 min. paveikiamas
dimetil(dietoksifosfinil)sukcinatu 2 (30 mM, pagamintas pagal metodika,
apradSyta S.Linke et al., Lieb. Ann. Chem., 1980(4), 542) sausame metanolyje
(10 ml). Susidares tamsus tirpalas 1,5 val. maiSomas 0-5 °C temperataroje,
tirpiklis nugarinamas vakuume, o liekana paskirstoma tarp etilo acetato ir
vandens. Etilo acetatas iSdziovinamas natrio sulfatu, po to nugarinamas

vakuume. Liekana perkristalinama i$ izopropanolio ir gauna chinolin-2,3-
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dimetildikarboksilato 1-oksidg nevisai balty ( arba $viesiai geltony) milteliy
pavidale.
Junginiy 3 fizikinés savybés ir 'H-BMR spektry duomenys pateikti 1 ir 2

lentelése.

a. 5-Brom-4-chlor-2-nitrobenzaldehidas (1f).

| sulfato ragsties (40 ml) ir natrio nitrato (2,66 g, 31,3 mM) miinj 0-5 °C
temperetlroje sudedamas 3-brom-4-chlorbenzaldehidas (6,25 g, 28,5 mM).
Susidargs miSinys 7 val. maiSomas kambario temperatiiroje, po to
praskiedZiamas lediniu vandeniu (300 ml). ISkritusios nuosédos nufiltruojamos,
praplaunamos vandeniu ir i8dZiovinus gauna miltelius. Sig medziagg
perkristalinus i§ izopropanolio ir vandens (2:1), gauna antra$téje nurodytg 2-
nitrobenzaldehida 1f (3,6 g, 51,5 %) $viesiai gelsvy milteliy pavidale; |. temp.
81-82 °C. |

Analizés duomenys C;H3;BrCINO3:

apskaiciuota (%): C 31,79 H1,14 N 5,30

gauta (%): C 31,55 H 0,98 N 5,09

'H-BMR (CDCly), &: 8,22 (s, 1H), 8,23 (s, 1H), 10,39 (s, 1H).

b. 4-Brom-5-chlor-2-nitrobenzaldehidas (1g).

Pagal (a) metodika, bet pradedant nuo 4-brom-3-chlorbenzaldehido
(2,97 g, 13,5 mM), gauna antra$téje nurodyta 1g junginj (1,9 g, 53,0 %) Sviesiai
geltony milteliy pavidale; I. temp. 95-98 °C.

Analizés duomenys C;HsBrCINO:

apskaiciuota (%): C 31,79 H1,14 N 5,30

gauta (%): C 31,60 H 1,01 N 5,11

'H-BMR (CDCly), &: 8,02 (s, 1H), 8,43 (s, 1H), 10,39 (s, 1H).
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Bendra chinolin-2,3-dimetildikarboksilaty (7) gavimo metodika.

N-oksido 3 (10 mM) ir fosforo trichlorido (80 mM) tirpalas sausame
choroforme (100 ml) virinamas su griztamu 8Saldytuvu 7 val. Tirpiklis
paSalinamas vakuume, o liekana paskirstoma tarp etilo acetato ir vandens.
Organinis sluoksnis iSdZiovinamas natrio sulfatu, po to nugarinamas vakuume.
Liekang perkristalina i$ izopropanolio ir gauna antrastéje nurodytg chinolin-2,3-
dimetildikarboksilatg 7 nevisai balty (arba $viesiai geltony) milteliy pavidale.

Junginiy 7 fizikinés savybés ir 'H-BMR spektry duomenys pateikti 3 ir 4

lentelése.

Bendra 4-hidroksi-1-okso-1 ,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chinoliny 5-

oksidy (5) gavimo metodika.

| maiSomg chinolin-2,3-dimetildikarboksilato 1-oksido 3 (5 hM) tirpalg
(arba suspensijg) verdangiame etanolyje (25 ml) argono atmosferoje
pridedama hidrazinhidrato (15 mM) ir miinys virinamas su grjztamu Saldytuvu
3 val., kol per tg laikg susidaro tamsios nuosédos. Atdaldzius iki kambario
temperatiros, reakcijos misinys nufiltruojamas, o atskirta kieta medziaga
praplaunama etanoliu ir eteriu, i§dZiovinama ir gauna hidrazino druska 4. Si
medziaga mai§oma acto riigstyje 70-110 °C temperatiiroje 3 val., atSaldzius iki
kambario temperatlros, misinys praskiedziamas vandeniu (45 ml) ir
nufiltruojamas. Atskirta kieta medziaga praplaunama etanoliu, idziovinama ir
gauna tamsiai geltong kietgq medziaga. Sia medZziagg keletg karty perkristalinus
i$ dimetilformamido, gauna an';craétéje nurodytg piridazin-[4,5-b]-chinolino 5-
oksidg 5 oranziniy milteliy pavidale.

Junginiy 5 fizikinés savybés ir 'H-BMR duomenys pateikti 5 ir 6

lentelése.
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Bendra 1,4-diokso-1,2,3,4-tetrahidropiridazin-[4,5-b]-chinolinq 9)
gavimo metodika.

| maisomg chinolin-2,3-dimetildikarboksilato 7 (6 mM) tirpalg (arba
suspensijg) verdanciame etanolyje (25 ml) pridedama hidrazinhidrato (30 mM)
ir miSinys virinamas su griztamu $aldytuvu 8 val., kol susidaro nuosédos.
AtSaldzius iki kambario temperatiros, reakcijos misinys nufiltruojamas, o
atskirta kieta medziaga praplaunama etanoliu, eteriu ir iSdzZiovinama; gauna
hidrazino druska 8. Si medziaga 3 val. maidoma acto rigstyje (15 ml) 70-100
°C temperatdroje, ir, atSaldZius iki kambario temperatdros, misinys
praskiedZiamas vandeniu (45 ml) ir nufiltruojamas. Atskirta kieta medziaga
praplaunama etanoliu ir eteriu, idziovinama, ir gauna antrastéje nurodyta
piridazin-[4,5-b]-chinoling 9 geltony milteliy pavidale.

Junginiy 9 fizikinés savybés ir 'H-BMR duomenys pateikti 7 ir 8

lentelése.

Bendra 4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chino|inq 5-
oksidy cholino drusky (6) ir 1,4-diokso-1,2,3,4-tetrahidropiridazin-[4,5-b]-
chinoliny cholino drusky (10) gavimo metodika.

| maiSomg piridazin-[4,5-b])-chinolino 9 arba N-oksido 5 (10 mM)
suspensijg metanolyje (50 ml) pridedama cholino hidroksido (10,5 mM, 45
masés % ftirpalas metanolyje). Susidares tirpalas sukoncentruojamas
rotoriniame garintuve, o kieta liekana perkristalinama i3 etanolio; gauna
antrastéje nurodytg cholino druska 10 arba 6 oranziniy (arba raudony)
higroskopiniy milteliy pavidale.

Junginiy 6 ir 10 fizikinés savybés ir 'H-BMR duomenys pateikti 9,10 ir

11, 12 lentelése, atitinkamai.
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FARMAKOLOGIJA
In vitro

Receptoriy suris§imo tyrimai

Membrany preparatai ir baltymo nustatymas.

Audiniy preparatai paruosti pagal Fosterio ir Vongo metodikg (Foster
A.C., Wong E.H.F. (1987): Brit. J. Pharmacol. 91, p. 403-409). Sprague-Dawley
Ziurkiy patinéliai (200-250 g) buvo dekapituoti, ir jy smegenys i§ karto
pasalintos. ISpjauta galvos smegeny Zievé homogenizuota 20 tiriy ledu
atSaldytos 0.32 M sacharozés stiklo-teflono homogenizatoriuje. Homogenatas
centrifuguotas 10 min. su 1000 x g. Nuosédos resuspenduotos 20 tariy
distiliuoto vandens ir centrifuguotos 20 min. su 8000 x g. Po to supernatantas ir
kreSulio Sviesusis sluoksnis centrifuguojamas tris kartus (20 min., su 48000 x
g), esant 5 mM Tris-HCI, pH 7,4.visi centrifugavimai atlikti 4 °C temperatiroje.
Resuspendavus 5 tariuose 5 mM Tris-HCI, pH 7,4, membranos suspensija
staigiai atSaldyta iki -80 °C ir palikta iki tyrimy dienos. Tyrimy dieng membranos
buvo atSildytos ir praplautos keturis kartus, resuspenduojant 5 mM Tris-HCI, pH
7,4 ir centrifuguotos 20 min. su 48000 x g. Galutinés nuosédos suspenduotos
tyrimo buferyije.

Baltymo kiekis galutiniame rﬁémbranos preparate nustatytas Louri
metodu su kai kuriomis modifikacijomis (Lowry O.H., Rosenbrough N.J., Farr
A.L., Randell R.J. (1951): J. Biol. Chem. 193, p. 265-275; Hartfree E.F. (1972):
Analytical Biochemistry 48,---p. 422-427). Trys vienodi baltymo pavyzdziai po 50
ul praskiesti iki 1 ml distiliuotu vandeniu ir paveikti 0,9 ml tirpalo, susidedanégio
i$ 2 g kalio natrio tartrato ir 100 g Na,CO3 500 ml 1N NaOH ir 500 ml vandens.
Palyginimo ir standartinis (su jaucio serumo albuminu) tirpalai paruoéti tokiu
pat budu. Mégintuvéliai 10 min. palikti 50 °C temperatiros vandens vonioje, po
to at3aldyti iki kambario temperatiros. Pridedama 100 p! tirpalo, susidedanéio

iki i5 2 g kalio natrio tartrato ir 1 g CuSO4 x 5H,0 90 ml vandens ir 10 ml 1N
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NaOH. PavyzdZiai laikomi kambario temperatiiroje maziausiai 10 min., po to
maiSant greitai pridedama 3 ml Folin-Ciocalteu reagento (1 ml reagento
praskiesto 15 ml vandens). Mégintuvéliai vél kaitinami 10 min. 50 °C
temperaturoje, po to atSaldomi iki kambario temperatiros. ISmatuojama
absorbcija 1 cm kiuvetése ties 650 nm. Galutiné baltymo koncentracija,
naudota miisy tyrimuose, buvo tarp 100 ir 250 pg/ml.

Inkubavimas abiejuose suri§imo tyrimuose buvo nutrauktas naudojant
Milliporre filtrus. PavyzdZiai, kiekvienas trijuose egzemplioriuose, praplaunami
tris kartus 25 ml ledu atSaldyto tyrimo buferio ant stiklo filtro, jsigyto i$
Schleicher & Schuell, pastoviame vakuume. Atskyrus ir praplovus, filtrai
sumerkiami j scintiliacinj skystj (5 ml; Ultima Gold) ir, naudojant jprastg skysciy
scintiliacijos skaitiklj (Hewlett Packard, Liquid Scintillation Analyser),
iSmatuojamas ant filtry likes radioaktyvumas. “Visas surigimas” buvo absoliutus
radioligando kiekis, suritas nesant jokiy priedy, tuo tarpu “ﬁespeciﬁnis
suriSimas” buvo nustatytas esant didelei konkurencinio reagento

koncentracijai.

[*H]5,7-DCKA surigimo tyrimas

Eksperimentai atlikti pagal modifikuota ankstesniy tyréjy metodikg
(Canton T., Doble A., Miquet J.M., Jimonet P., Blanchard J.C. (1992): J. Pharm.
Pharmacol. 44, p. 812-816). Membranos suspenduotos ir inkubuotos 10 mM
Tris-HCI buferyje, pH 7,4. Inkubavimo laikas - 45 min. 4 °C temperaturoje.
Nespecifinis [*H]5,7-DCKA suriéimas nustatytas pridedant 0,1 mM nezyméto
glicino. Sustabdymo tirpalas SUsideda i§10 mM Tris-HCI ir 10 mM magnio
sulfato, pH 7,4. Filtruojama kaip jmanoma greitiau. Pakeitimo eksperimentai
atlikti su pastovia [*H]5,7-DCKA 10 nM koncentracija. Tiriami junginiai praskiesti
vandeniu arba DMSO, ir pridedami maZiausiai 5 skirtingy koncentracijy

pavidale.
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[*H]glicino surisimo tyrimas

[*H]glicino suridimo tyrimai atlikti pagal metodika, apraSyta Kessler ir
bendradarbiy (Kessler M., Terramani T., Lynch G., Baudry M. (1989): J.
Neurochem. 52, p. 1319-1328). iiurkiq kortikalinés membranos parucstos kaip
apraSyta anksciau, ir galutinés nuosédos suspenduotos 50 mM Tris-acetate,
pH 7,4. Maziausiai 5 skirtingos tiriamy junginiy koncentracijos inkubuotos su 20
nM [3H]glicin0~30 min. 4 °C temperatlroje, esant 100 puM strichnino. Visi
junginiai buvo istirpinti vandenyje arba DMSO, atitinkamai. Nespecifinis
suriS$imas nustatytas jvedant 100 uM glicino j inkubavimo misinj. Inkubavimas
nutrauktas praskiedziant pavyzdzius 2 ml stabdymo tirpalo (50 mM Tris-HCl,
turintis 10 mM magnio sulfato, pH 7,4, atSaldytas iki 2 °C) ir po to praplaunant

2,5 ml buferio. Filtruota kaip jmanoma greiciau.

Rezultatai

I$ visy tirty junginiy [*H]-DCKA tyrime astuoni turéjo ICso < 1 uM. Sesiy
parinkty junginiy stiprumas [*H]-glicino tyrime i§ pirmo 2vilgsnio atrodo
didesnis, bet tai neatsispindi dideliuose skitumuose tarp Ky reikdmiy
(neparodyta). YpaC jdomiy junginiy pory atveju Il klasés junginiai pasizymi

didesniu afiniSkumu, nei | klasés junginiai, [*H]-glicino tyrime.

Rysio fiksavimas

VirSutiniai pozievio kalneliai iSskirti i§ Ziurkiy embriony (E20 iki E21) ir
patalpinti | atSaldytg Iedu'.’buferinj Hank druskos tirpalg, neturintj kalcio ir
magnio (Gibco). Lastelés mechaniSkai disocijuojamos 0,05 % DNR-azés/0,3 %
ovomukoido tirpale (Sigma), prie§ tai 15 minuciy inkubavus 0,66 % tripsino/0, 1
% DNR-azés tirpale (Sigma). Disocijavusios Igstelés centrifuguojamos su 18 g
10 minuciy, resuspenduojamos minimaliame pagrindinés terpés tlryje (Gibco),

ir uzneSamos ant poli-L-lizinu (Sigma) padengty plastikiniy Petri 1éksteliy
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(Falcon) 200000 Igsteliy | cm? tankiu. Lgstelés maitinamos NaHCOs/HEPES

istirpinta pagrindine terpe, papildyta 5 % fetalinio ver&elio serumo ir 5 % arklio

13a lentelé
Mrz2/ Junginys ["H]-DCKA | PHiglicinas
1Cs0 uM ICs0 uM
499 Il 16,0
501 8-Cl-l 0,120 0,080
502 8-ClI-lI 0,020 0,013
503 8-Br-| 0,250 0,013
8-Br-ll 0,010 0,004
8-F-I 1,100 0,015
8-F-ll 0,300 0,017
7,8-diCl- 0,530
7,8-diCl-ll 0,650
13b lentelé _
Mrz2/ Junginys [QH]-DCKA
1Cs0 uM
572 8-F-1 (Chol) 1,14
571 8-F-Il (Chol) 0,32
569 8-CI-l (Chol) | 0,97
576 8-Cl-ll (Chol) 0,45

serumo (Gibco), ir inkubuojamos 37 °C temperatiroje 5 % CO, ir 95 %
drégnumo atmosferoje. Neuroglijy mitozé inhibuojama su citozin-f-D-
arabinofuranozidu (20 uM, Sigma) po mazdaug 7 dieny in vitro, po to terpé
pilnai pakeitiama. Toliau terpé keidiama dukart per savaite. VirSutiniy kalneliy
kultGra parinkta Siems eksperimentams, nes ji duoda stabilius atsakus, kas yra

bitina salyga nuo potencialo priklausanéiuose ir kinetiniuose eksperimentuose.
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Be to, santykinai mazi neuronai (kino & 15-20 um) idealiai tinka sumazinti su
buferio difuzija susijusioms problemoms.

Rysio fiksavimo tyrimai $iuose neuronuose atlikti, naudojant poliruoty
stiklo elektrodg visos gardelés modelyje kambario temperatiroje (20-22 °C),
naudojant EPC-7 stiprintuva (List). Junginiai tiriami perjungiant kanalus
jprastinéje greito supylimo sistemoje su jprastiniu istekéjimu (pasikeitimo laikas
- 10-20 ms). Tirpalo gardelés viduje sudétis buvo tokia (mM): CsCl (120) TEACI
(20), EGTA (10), MgCl, (1), CaClz (0,2), gliukozé (10), ATP (2), cAMP (0,25); pH
privedamas iki 7,3 su CsOH arba HClI. Tirpaly gardelés iSoréje sudétis buvo
tokia (mM): NaCl (140), KCI (3), CaCl, (0,2), gliukozé (10), HEPES (10),
sacharozé (4,5), tetrodoksinas (TTX 3*10%). Daugelyje eksperimenty tirpaluose
buvo 1 pM  glicino. Eksperimentai glicino priklausomybés nuo pirido-
ftalazindiony nustatymui  atlikti  su tolygiai didéjanéiomis glicino

koncentracijomis (1-10 uM).

Rezultatai

Penkios poros tricikliniy piridoftalazindiony turi ICs, vidiniy sroviy dél
NMDA (200 pM) atzvilgiu mazy pM srityje, ir Il klasés junginiai paprastai buvo 2-
3 kartus stipresni uz | klasés junginius (Zidr. 14a lentele). Stipriausi i jy buvo
Mrz 2/502 ir Mrz 2/514. Sis efektas pasireiSkia glicino-B suri§imo vietoje, kas
parodoma lygiagrediu pasislinkimu atsako | koncentracijg kreivése, esant
didéjandiai glicino koncentracijai. Tokiu bddu, junginio Mrz 2/502 K, , jvertintos
pagal Cengo-Prusovo priklausomybe, turéjo panasias reikimes glicinui 1, 3, ir
10 uM (80, 124 ir 118 nM, atitinkamai. Be to, Mrz 2/501 ir 2/502 jtaka
nepriklauso nuo potencialo. Visi tirti junginiai buvo maZdaug 3-10 karty
stipresni stacionarios baklés sroviy atzvilgiu, negu piko sroviy atzvilgiu. Cholino
dariniai buvo panasaus stiprumo, kaip ir laisvos riigétys in vitro sglygose (14b
lentelé).

Priesingai, trys i$ $iy stipriy glicino-B antagonisty buvo tik labai silpni
antagonistai vidiniy sroviy dél AMPA (100 pM) atzvilgiu. Mrz 2/502, 2/514 ir
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2/516 1C50 reikSmés AMPA indukuoty sroviy at2vilgiu buvo, atitinkamai, 25, 73
ir 18 uM, bet jie buvo visiSkai neaktyvis plato sroviy atzvilgiu, visos ICsy > 100
uM (14a lentelé). Toks veikimo pobudis, nors ir labai silpnas, yra tipidkas
konkurenciniams AMPA receptoriy antagonistams, kurie pirmenybiskai
blokuoja piko nedesensibilizuotg blkle, receptoriaus mazo afiniSkumo bikle
(ziar. Parsons C.G., Gruner R., Rozental J. (1994): Neuropharmacology 33, p.

589-604).

14a lentelé
Mrz2/ | Junginys | Piko NMDA | Plato NMDA | Piko AMPA | Plato AMPA
ICso M ICs0 pM ICs0 uM ICso uM

585 I 65,9 19,1

499 il 51,2 13,8

501 8-Cl-l 2,3 0,7

502 8-CI-Il 0,8 0,3 25,0 150,0
503 8-Br-I 1,7 0,6 307,0
514 8-Br-li 0,5 0,2 72,7

519 8-F-I 18,0 5,8

516 8-F-ll 6,3 1,6 17,6 >100
515 7,8-diCl-l 3,7 0,9

518 7,8-diCl-ll 3,8 0,8

539 7-Cl,8-Br-l 53 0,7

551 7-Cl,8-Br-l| 2,4 0,6

538 | 7-Br,8-Cl 93,9 2,5

568 | 7-Br,8-Cl-ll 10,0 1,5

554 | 8-O-CHj-l 170 36,2
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14b lentelé
Mrz Junginys Pikas NMDA | Plato NMDA
2/ [Cso pM {Cso uM

569 8-Cl-I (Chol) 2,0 0,5
576 8-Cl-1l (Chol) 1,1 0,5
586 8-Br-1 (Chol) 2,2 0.6
570 8-Br-1l (Chol) 0,6 0,1
572 8-F-1 (Chol) 12,4 3,5
571 8-F-Il (Chol) 4,9 1,0
578 | 8-0O-CHjs-ll (Chol) 101 7,7
575 | 7-O-CHg-1 (Chol) 94,0 14,5

Ekscitotoksi$kumas in vitro

Kortikaliniy neurony iSskyrimas vyko panasiai, kaip aprasyta rySio
fiksavimo eksperimentuose, iSskyrus tai, kad naudoti Ziurkiy 17-19 dieny
né$tumo embrionai. Neuronai paskleisti 24 duobuCiy ploksteléje (Greiner),
padengtoje  poli-L-lizinu, 300000
kultivuojamos modifikuotoje Dulbeko terpéje (DMEM, GIBCO), papildytoje

kaitinant inaktyvuotu fetaliniu verdeliy serumu (GIBCO). Kultdra laikoma 37 °C

lasteliy j duobute tankiu. Lastelés

temperatiroje ir 5 % CO, atmosferoje. Terpé pirmg kartq pakei¢iama po
savaités, o po to kas trys dienos puse terpés pakeiiama -$viezia.
Eksperimentams naudota 17 dieny kultdra.

Kontaktas su EAA éﬂiktas MEM-N2 terpéje be serumo (Bottenstein J.E.,
Sato G.H. (1979): Proc. Natl. Acad. Sci. USA 76, p. 514-517), turinCioje 0,5 mM
NMDA/1 uM glicino ir vaisto, kuris tiriamas. Prie$ pridedant NMDA, Igstelés 15
min. Inkubuojamos su vaistu ir 1 uM glicino. Po 24 val. citotoksiniai efektai
tiiami morfologidkai, naudojant faziy kontrasto mikroskopa, ir kiekybiSkai

jvertinami biochemiskai pagal LDH emanacija.
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LDH aktyvumas supernatante po 24 val. nustatytas Vrublevskio ir La Due
metodu (Wroblevski F., La Due J.S. (1955): Soc. Exp. Biol. Med. 90, p. 210).

Trumpai, 0,1 ml supernatanto kambario temperatlroje pridedama | natrio

fosfatinio buferio 0,9 ml (pH 7,5), turinio natrio piruvato (22,7 mM) ir NADH

5 (0,8 mg/10 ml). Piruvato virtimas | laktata uZregistruojamas po 10 minudiy,

matuojant optinj tankj ties 340 nm Kontron spektrofotometru.

Rezultatai

Pilny atsako priklausomybés nuo kancentracijos kreiviy $iuo metu dar

10 neturime. Taciau, Mrz 2/501 ir Mrz 2/502 zemos puM koncentracijos veikia kaip

efektyvis neuroprotektoriai in vitro, ir Siuo poziGriu Mrz 2/502 atrodo stipresnis

(zidr. 15 lentelg).

15 lentelé
15
Mrz 2/ Junginys CitotoksiSkumas in vitro,
ICso }J.M
501 8-CHl <5
502 8-ClI-ll <<5
503 8-Br-l - >20
In vivo
20 Antispazminis aktyvumas

Tikslas - jvertinti tirtyjy agenty antagonistines savybes NMDA receptoriy

atzvilgiu, jvertinant antispazminius efektus. Be to, naudojant inhibitoriy,

probenicida, dar buvo jvertintas organiniy rigsciy transportuojantis vaidmuo,

paSalinant i§ smegeny tiriamus agentus.

25
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Metodikos

Baltyjy Sveicarijos peliy patinéliai (19-21 g), patalpinti po 10-15
narvelyje, buvo naudoti NMDA letaliniam testui (Leander J.D., Lawson R.R.,
Ornstein  P.L., Zimmerman D.M. (1988): Brain Res. 448, p. 115).
Pentilentetrazolo (PTZ) indukuotoms konvulsijoms naudoti baltyjy Sveicarijos
peliy patinéliai (25-34 g), patalpinti po 40 narvelyje (58x38x20 cm), o
maksimalaus elektrodoko ir motorinio pakenkimo tyrimuose naudotos NMR
peliy patelés (18-28 g), patalpintos po 5 narvelyje. Visi gyvuliukai buvo laikomi
ad libitum su vandeniu ir maistu, sudarant 12 val. $viesos-tamsos ciklg (3viesa
jjungiama 6 val. ryto), kontroliuojamoje temperatiroje (20 + 0,5 °C). Visi
eksperimentai atlikti tarp 10 val. ryto ir 5 val. popiet. Tiriami junginiai jvedami
intraperitoniskai 15 min. prie§ konvulsijy sukélima, jei nenurodoma kitaip (Zidr.
Zemiau). Mrz 2/502 istirpintas druskos tirpale, pridéjus NaOH. Dauguma kity
agenty istirpinti tokiame tirpiklyje: 0,606 g Tris, 5,0 g gliukozés, 0,5 g Tween 80,
95 ml vandens. Cholino ir tetrametilamonio druskos itirpintos distiliuotame
vandenyje.

Tiriant NMDA indukuotas konvulsijas pelése, dozés - atsako
priklausomybé NMDA pirmasyk atlikta siekiant nustatyti EDg; doze, kuri po to
buvo naudota tiriant antagonistines savybes. |vedus EDg; NMDA doze,
gyvuliukai patalpinti | mazg narvel; (20x28x14 cm) ir stebimi 20 minudiy. Mirtis
po kloniniy konvulsijy ir toniniy priepuoiliq buvo farmakologiné baigtis.

Pentilentetrazolas jvestas intraperitoniskai 90 mg/kg doze. Po to 30
minuCiy vertinamas bendry toniy konvulsijy buvimas, kadangi $is parametras
yra jautresnis NMDA rec.eptoriq antagonistams negu kloninés konvulsijos.
Farmakologiné baigtis skaiiuojama , kai uzpakalinés galinés nevalingai
jsitempia iSsitiesdamos.

MES (100Hz, Soko trukmé 0,5 s, $oko intensyvumas 50 mA, impulso
trukme 0,9 ms, Ugo Basile) taikomas per ragenos elektrodus. Vertinamas
toniniy  konvulsijy buvimas (toninis uzpakaliniy gallniy itempimas su

minimaliu kampu kino atzvilgiu 90°). Papildomuose eksperimentuose 30 min.
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prie§ tiriamy junginiy jvedimg eksperimentinéms peléms suleidZiama
probenicido (200 mg/kg), siekiant jvertinti organinés rigsties transporto
vaidmenj eliminavime (veikimo trukmé). Tikslas buvo gauti visy parametry
EDso reikSmes, panaudojant Litcfildo Vilkoksono (Litchfield J.T., Wilcoxon F.
(1949): J. Pharmacol. Exp. Ther. 96, p.99) testg kiekybiniam atsako j doze

jvertinimui.

Rezultatai

I$ visy tirty junginiy tik keturi junginiai, visi i§ Il klasés, buvo efektyvis
MES teste jvedus juos intraperitoniskai (Mrz 2/499, Mrz 2/502, Mrz 2/516 ir Mrz
2/514, Ziar. 16a lentelg). Atitinkami | klasés junginiai buvo neaktyvis. Pana3u,
kad keturi junginiai turi labai trumpus gyvavimo laikus in vivo. PTZ testas
pasirode kaip jautresnis modelis incino-B antagonisty, jvesty intraperitoniskai,
aktyvumui, ir i$ tikryjy, tie patys Il klasés junginiai buvo aktyvis esant 2-4 kartus
mazesnéms dozéms, kai | klasés junginiai liko neaktyvis (16a lentelé).

Ty paciy N-oksidy dariniy cholino druskos (Il struktlra) pasizyméjo
aiSkiai iSreikStu antikonvulsiniu aktyvumu visuose trujuose modeliuose, tuo
tarpu jy ne N-oksidy dariniai buvo arba neaktyvis, arba silpni (16b lentelé). Be
to, atrodo, kad cholino druskos pasizymi ilgesniu veikimo laiku. Probenicido
injekcijos Zymiai pratgsé visy tirty agenty antikonvulsinio veikimo trukme.

Pavyzdziui, 2/514 ir 2/570 gyvavimo puslaikiai, nesant probenicido, buvo

atitinkamai apie 40 ir 80 minuciy. Jvedus probenicido, gyvavimo puslaikiai

pailgéjo atitinkamai iki 180 ir 210 minuciy. Tokiu bidu, atrodo, kad organiniy
ragsciy transportas kraujagyslin"iame rezginyje iS smegeny vaidina svarby
vaidmenj dél tirty junginiy trumpos veikimo trukmés. Naudota probenicido
doze (200 mg/kg) neduoda jokio nepriklausomo efekto MES indukuoty

konvulsijy per se atzvilgiu.
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16a lentelé
Mrz Medziaga MES i.p. NMDA i.p. PTZi.p.
2/ (IDso mg/kg) (IDso mg/kg) (IDso mg/kg)
585 | >100,0 58,9 59,0
499 Il 87,0 18,6
501 8-Cl-I >100,0 >100,0 >40,0
502 8-CI-Il 47,6 26,0 8,3
503 8-Br-l >100,0 >100,0 >100,0
514 8-Br-ll 20,2 99,0 12,8
519 8-F- >60,0 >100,0 >100,0
516 8-F-lI 16,6 40,0 7.9
515 7,8-diCl-l >100,0 98,0 >100,0
518 7,8-diCI-ll >60,0 >100,0
539 7-Cl, 8-Br-1 >60,0 >100,0 >100,0
538 7-Br, 8-Cl-| >60,0 106,0 >100,0
554 8-OCHjs-l >100,0
16b lentelé

Mrz 2/ MedzZiaga MES i.p. (IDso mg/kg)

577 Il"(Chol) 23,7

569 8-Cl-I (Chol) >50

576 8-Cl-Il (Chol) 7,7

586 8-Br-1 (Chol) >50

570 8-Br-Il (Chol) 12,8

572 8-F-1 (Chol) >100

571 8-F-1l (Chol) 15,5

574 7,8-diCl-l (Chol) >100

578 7,8-diCl-ll (Chol) >100,0

575 7-OCHg-l (Chol) >100,0
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EAA agonisty mikroelektroforetinis jvedimas | nugaros smegeny
neuronus in vivo

Siy glicino-B antagonisty sugebéjimas veikti kaip NMDA receptoriy
antagonistai in vivo iStitas jvedant intraveniniu budu ir matuojant pavieniy
neurony Ziurkiy nugaros smegenyse atsaka | AMPA ir NMDA
mikroelekroforetinj jvedima. 1l klasés junginiai Mrz 2/502 ir Mrz 2/516

pasireioSké kaip stipris NMDA receptoriy antagonistai in vivo, kuriy |Dsg

~ atitinkamai 1,2 ir 1,8 mg/kg, tuo tarpu giminingi | klasés junginiai buvo visiskai

neaktyvis iki 16 mg/kg intaveniskai. Tris-keturis kartus aukStesnés dozés taip
pat veiké antagonistiSkai | atsakg | AMPA, nors Sis tariamas selektyvumo

nebuvimas kontrastuoja su in vitro tyrimais (17a lentele).

17a lentelé
Mrz Medziaga Mikroelekroforezé Mikroelekroforezée
2/ NMDA (IDso mg/kg iv.) | AMPA (IDso mg/kg iv.)
501 8-Ci-l >16,0 >16,0
502 8-Cl-ll 1,2 4,9
519 8-F-1 >16,0 >16,0
516 8-F-Ii 1,8 - 3,6

Siame modelyje cholino druskos buvo mazdaug tiek pat stiprios, kaip ir
laisvos ragstys, jvedus intraveniniu bldu, bet buvo Siek tiek selektyvesnés
NMDA atzvilgiu, negu AMPA (17b lentelé). Be to ne N-oksido dariniai (I klasés

junginiai) buvo neaktyvus.
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17b lentelé
Mrz Medziaga Mikroelekroforezé Mikroelekroforezée
2/ NMDA (IDso mg/kg iv.) AMPA (IDsq mg/kg iv.)
577 Il (Chol) 34,0 >32,0
569 8-Cl-1 (Chol) >16,0 >16,0
576 8-CI-Il {Chol) 2,8 >16,0
586 8-Br-1 (Chol) >16,0 >16,0
570 8-Br-1l (Chol) 4,5 >16,0
572 8-F-1 (Chol) >16,0 >16,0
571 8-F-Il (Chol) 4,7 9,2
Aptarimas

Keturi Il klasés junginiai - Mrz 2/499, 2/501, 2/514 ir 2/516 yra glicino-B
antagonistai in vitro ir pasizymi daug geresniu in vivo sisteminiu ir/farba CNS
prieinamumu negu atitinkami | klasés junginiai (Mrz 2/585, 2/501, 2/503 ir
2/519). Patekimas j CNS yra pagrindiné beveik visy iki Siol surasty glicino-B
antagonisty problema, bet §i nauja junginiy klasé apeina tokig pagrindine kliGtj

ir, atitinkamai, yra terapiskai reikSmingi glicino-B antagonistai.

Prisijungimo druskos

Pagal metodikas, ab'raéytas Cia auksc¢iau, pagamintos junginiy 5, 6, 7, 8,
9 ir 10 prisijungimo druskos su ketvirtiniais aminais (pavyzdziui, 4-
tetrametilamonio, 4-tetraetilamonio druskos), ketvirtiniais aminoalkoholiais
(pavyzdziui, cholino), arba ketvitinémis aminortagstimis (pavyzdziui, N,N,N-
trimetilserino druskos). Cholino ir 4-tetrametilamonio druskos Zymiai pagerina

bioprieinamuma, ir joms teikiama pirmenybeé.
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Farmacinés kompozicijos

Sio i$radimo junginiai gali bti jtraukti | farmacines kompozicijas,
susidedancias i§ farmaciSkai priimtino neSiklio arba skiediklio ir aktyvaus $io
iSradimo junginio. Tokios kompozicijos gali bati skiriamos gyvinui, ypaé
Zmogui, peroraliniu arba parenteraliniu budu. Pavyzdziui, kieti preparatai arba
farmacinés kompozicijos peroraliniam jvedimui gali buti kapsuliy, tableéiy,
piliuliy, milteliy arba granuliy pavidale. Tokiose kietose farmacinése
kompozicijose aktyvi medziaga arba jos provaistas yra sumaiSytas su
maziausiai vienu farmaciskai priimtinu skiedikliu arba nesikliu, tokiu kaip
cukradvendriy cukrus, laktozé, krakmolas, talkas arba sintetiné “ar natdrali
derva, risikliu, tokiu kaip Zelatina, lubrikantu, tokiu kaip natrio stearatas ir/arba
dezingruojancCiu agentu, tokiu kaip natrio bikarbonatas. Kad bity jgyvendintas
sulétinto atpalaidavimo efektas, | farmacine kompozicijg gali bdti jjungta
medziaga, tokia kaip hidrokoloidas arba kitas polimeras. Gali bdti pridéta
papildomy medziagy, tokiy kaip lubrikantai arba buferiai, kaip jprasta $ioje
srityje. Jei norima, tabletés, piliulés arba granulés gali bati padengtos enterine
danga. SkyscCiai peroraliniam vartojimui gali biti liposomy, emulsijy, tirpaly
arba suspensiju, turinCiy jprastai vartojamy inertiniy skiedikliy , tokiy kaip
vanduo, pavidale. Be to, tokios skystos farmacinés kompozicijos gali turéti
drékinanciy, emulsuojanciy, disperguojanéiq arba aplamai pavirSinio aktyvumo
agenty, taip pat saldinanciy, skonj arba aromatg suteikianc¢iy medzZiagy.

“Tinkami parenteraliniam jvedimui preparatai, be kity, gali- bti sterills
vandeniniai arba nevandeniniai ﬁrpalai, suspensijos, liposomos arba emulsijos.
Siai farmacinés kompozicijos pateikimo formai jau Zinomos papildomos
medziagos, kuriy yra daugybé, gali biti vartojamos kaip farmaciskai priimtinas
skiediklis arba nesiklis.

Priklausomai nuo norimos jvedimo formos ir gydymo trukmés, tiksli
aktyvaus junginio dozé Sio iSradimo preparatuose gali varijuoti, ypaé

priklausomai nuo to, kaip mano esnt tinkamu gydantis gydytojas ar veterinaras.
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Sio iSradimo aktyvus agentas jj skiriant paprastai gali biti derinamas su kitais
farmaciSkai aktyviais agentais.

Sio isradimo kompozicijose aktyvaus agento ar agenty dalis gali varijuoti
plaCiose ribose, reikia tik, kad Sio iSradimo aktyvus ingredientas ar jo provaistas
sudaryty efektyvy kiekj, t.y., kad tinkama efektyvi dozé buty gauta sutinkamai
su naudojama dozavimo forma. Paprastai tuo pat metu ar netgi toje pacioje
farmacinéje kompozicijoje ar vaisto formoje skiriamos kelios dozavimo formos ,
taip pat keli individuoalls aktyvUs junginiai.

Kaip nurodyta anksciau, Sio iSradimo junginiai tinka, ypac¢ farmaciniy
kompozicijy ar jy vaisto formy pavidale, peroraliniam arba parenteraliniam
jvedimui, o tikslus individualus dozavimas, taip pat paros dozés kiekvienu
konkre€iu atveju nustatomos pagal gerai Zinomus medicinos ir/arba
veterinarijos principus, sutinkamai su gydanciojo gydytojo ar veterinaro
nurodymais. |

Be peroralinio ir parenteralinio jvedimo, gali bdti vartojamas rektalinis
ir/arba intraveninis; paprastai dozés buna Zymiai mazesnés, kai naudojamas
parenteralinis jvedimas, nors pirmenybeé teikiama peroraliniam jvedimui. Tinka
mazdaug 1-3 gramy kiekis per dieng kartotiniy arba padalinty doziy pavidale.
Platesnés ribos, mazdaug 0,5-10 gramy per dieng, taip pat gali buti
naudojamos, priklausomai nuo indivdualaus atvejo aplinkybiy. Taciau
nustatyta, kad 500 mg aktyvaus jﬁnginio ypaC tinka naudoti tabletése,
individuali dozé gali varijuoti nuo mazdaug 200 iki 1000 mg, ir 500 mg kiekis,
pasillytas naudoti tabletémis, gali biti jvedamas peroraliai, pavyzdziui, 1-3
kartus per diena. Nereiki‘é sakyti, kad gali biti jvedama daugiau nei viena
tableté vienoje dozéje, jei to reikia pasiekti aukSCiau nurodytg siilomg dienos
peroralinio jvedimo kiekj 1-3 g per diena.

Kaip jau minéta, Sio iSradimo junginys arba jo provaistas gali buti
skiriamas gyvlnui, jskaitant Zzmogy, bet kokiu i§ daugelio budy, pavyzdziui,
peroraliai kapsuliy arba tableCiy pavidale, parenteraliai steriliy tirpaly arba

suspensijy pavidale, arba implantuojant po oda, ir kai kuriais atvejais
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intraveniniu bldu steriliy tirpaly pavidale. Kiti jprastiniai jvedimo bidai yra per
oda, po oda, per gleiving, | raumenis ir intraperitoniskai, ir konkretus jvedimo
bldas kaip jprasta, bus parinktas gydanciojo gydytojo arba veterinaro.
Suprantama, kad Sis iSradimas neapsiriboja apraSytais konkreciais
junginiais, kompozicijomis, metodais ar bidais, kadangi daug jy modifikacijy ir
pakeitimy bus tuoj pat akivaizdis Sios srities specialistui, susijusiam su $iuo
iSradimu, dél to iSradimas suprantamas kaip apribotas tik tokia apimtimi, kurig

teisiSkai apibrézia pridedama apibréztis.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Junginys, parinktas i$ piridilftalazindionu, turin€iy formule

kurioje R1 ir R2 yra parinkti i§ grupés, susidedancios i§ vandenilio,
halogeno ir metoksigrupés arba R1 ir R2 kartu sudaro metilendioksigrupe,

arba jo farmaciskai priimtinos druskos.

2. Junginys pagal 1 punktg, besiskiriantistuo, kad druska yra

parinkta i§ jo cholino ir 4-tetrametilamonio druskuy.

3. Junginys pagal 1 punktg, besiskiriantis tuo, kad jis yra
parinktas i$ grupes, susidedancios i$:

4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chinolino 5-oksido,

8-chlor-4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chinolino  5-oksi-

do,

8-brom-4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chinolino  5-oksi-
do,

8-fluor-4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chinolino 5-oksi-do,

7,8-dichlor-4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chinolino 5-
oksido,

7-brom-8-chlor-4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chinolino
5-oksido, ir

7-chlor-8-brom-4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chinolino
5-oksido,
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ir i% bet kurio i§ aukd&iau pateikty farmaciskai priimtinos druskos.

4. Junginys pagal 2 punkta, besiskiriantistuo, kad jis yra
parinktas i§ grupés, susidedancios is:

4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chinolino 5-oksido choli-no
druskos,

8-chlor-4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chinolino 5-oksi-do
cholino druskos,

- 8-brom-4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chinolino 5-oksi-do

cholino druskos,

8-fluor-4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chinolino  5-oksido
cholino druskos,

7.8-dichlor-4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chinolino 5-
oksido cholino druskos,

7-brom-8-chlor-4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chinolino
5-oksido cholino druskos, ir

7-chlor-8-brom-4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chinolino

5-oksido cholino druskos.

5. Farmaciné kompozicija, besiskirianti tuo, kad turi savo
sudetyje kaip aktyvy ingredienta efektyvy glicinui-B antagonistinj kiekj junginio

pagal 1 punktg kartu su farmaciskai priimtinu nesikliu arba skiedikliu.

6. Farmacine kompozicija, besiskirianti tuo, kad turi savo
sudetyje kaip aktyvy ingredientg efektyvy glicinui-B antagonistin kiekj junginio
pagal 1 punktg jo cholino druskos pavidale kartu su farmaciskai priimtinu

nedikliu arba skiedikliu.

7. Farmaciné kompozicija pagal 5 punkta besiskirianti tuo, kad
turi savo sudétyje kaip aktyvy ingredienta efektyvy glicinui-B antagonistin kiekj

junginio pagal 1 punkta, parinkto i§ grupés, susidedancios i8:
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4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chinolino 5-oksido,
8-chlor-4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chinolino  5-oksi-

do,

8-brom-4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chinolino  5-oksi-
do,

8-fluor-4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chinolino 5-oksi-do,

7,8-dichlor-4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chinolino 5-
oksido,

7-brom-8-chlor-4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chinolino
5-oksido, ir

7-chlor-8-brom-4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chinolino
5-oksido,

ir i§ bet kurio i§ aukséiau pateikty farmaciskai priimtinos druskos.

8. Farmaciné kompozicija pagal 6 punkta, besiskirianti tuo, kad
turi savo sudétyje kaip aktyvy ingredientg efektyvy glicinui-B antagonistinj kiek|
junginio pagal 1 punkta, parinkto i§ grupés, susidedancios is:

4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chinolino 5-oksido choli-no
druskos,

8-chlor-4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-{4,5-b]-chinolino 5-oksi-do
cholino druskos,

8-brom-4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chinolino 5-oksi-do
cholino druskos,

8-fluor-4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chinolino  5-oksido .
cholino druskos, "

7,8-dichlor-4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chinolino 5-
oksido cholino druskos,

7-brom-8-chlor-4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chinolino
5-oksido cholino druskos, ir

7-chlor-8-brom-4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chinolino

5-oksido cholino druskos.
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9. Junginys pagal 1 punkta, skirtas neurologiniy susirgimy, susijusiy su

ekscitotoksiskumu ir glutamaterginés neurotransmisijos sutrikimais, gydymui.

10. Junginio pagal 1 punktg cholino druska, skirta neurologiniy
susirgimy, susijusiy su ekscitotoksiS8kumu ir glutamaterginés neurotransmisijos

sutrikimais, gydymui.

11. Junginys pagal 9 punktg, besiskiriantis tuo, kad jis yra
parinktas i$ grupés, susidedandios is:

4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chinolino 5-oksido,

8-chlor-4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chinolino  5-oksi-

do,

8-brom-4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chinolino  5-oksi-
do,

8-fluor-4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chinolino 5-oksi-do,

7.8-dichlor-4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chinolino 5-
oksido,

7-brom-8-chlor-4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chinolino
5-oksido, ir

7-chlor-8-brom-4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chinclino
5-oksido, |

ir i$ bet kurio i§ auks&iau pateikty farmaciskai priimtinos druskos.

12. Junginys pagal 10 punkta, besiskiriantis tuo, kad jis yra
parinktas i$ grupés, susidedancios is:
4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chinolino 5-oksido choli-no )
druskos, .
8-chlor-4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chinolino 5-oksi-do
cholino druskos, »
8-brom-4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chinolino 5-oksi-do

cholino druskos,
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8-fluor-4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chinolino  5-oksido
cholino druskos,

7 8-dichlor-4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-{4,5-b]-chinolino 5-
oksido cholino druskos,

7-brom-8-chlor-4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-[4,5-b]-chinolino
5-oksido cholino druskos, ir

7-chlor-8-brom-4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazino-{4,5-b]-chinolino

5-oksido cholino druskos.

13. 4-Hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazin-[4,5-b]-chinolino 5-oksido (5)
gavimo bldas, besiskiriantis tuo, kad jis apima chinolin-2,3-
dimetildikarboksilato 1-oksido (3) virtimo | hidrazino druska (4) stadija,
reaguojant su hidrazino hidratu, ir hidrolizuojant susidariusig hidrazino druska
(4), kad gauty norimg 4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazin-[4,5-b]-chinolino 5-
oksida (5).

14. Badas pagal 13 punkta, besiskiriantis tuo, kad tuo badu
gautg 4-hidroksi-1-okso-1,2-dihidropiridazin-[4,5-b]-chinolino  5-oksidg  (5)

paverdia | jo cholino druska reakcijoje su cholino hidroksidu.
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