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Zplisob 16&by neurohumorélni nerovnovéhy zplsobené
poruchami srde&ni funkce za igelem zabrénéni rozvoje
srdedniho selhani, nebo zplsob zvyseni citlivosti
kontraktilnich bilkovin srdeéniho svalu vici kalciu, které
zahrnuji podéni u¢inného mnoZstvi (R)-N-[4-(1,4,5,6-
tetrahydro-4-methyl-6-oxo0-3-pyridazinyl)fenyl]acetamidu
savci potiebujicimu takovou 1é€bu.
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Nové pouziti pyridazinového derivatu

Oblast techniky

Vynadlez se tyk& zpusobu zvy3eni «citlivosti kontraktilnich
bilkovin v srde&nim svalu va&i kalciu a =zpisobu lééby
neurohumoré&lni nerovnovédhy zplUsobené poruchami srde&ni funkce
za UCelem zabranéni rozvoje srdeéniho selhani, kteréZto zpusoby
zahrnuji podani G¢inného mnoZstvi (R)-N-[4-(1,4,5, 6~tetrahydro-

4-metyl-6-oxo-3-pyridazinyl) fenyl]lacetamidu.

Dosavadni stav techniky

Racemicky N-[4-(1,4,5,6-tetrahydro-4-metyl-6-oxo-3-
pyridazinyl) fenyl] acetamid byl dfive popsdn jako hypotenzni
(US 3746712) a jako kardiotonickd 1latka majici inotropni
aktivitu (US 4397854). Bylo =zjisténo, Ze inotropni u&inek
racemického N-[4-(1,4,5,6-tetrahydro-6-oxo-3-
pyridazinyl) fenyl]acetamidu Jje =zaloZen na inhibici enzymu
fosfodiesterdzy III (PDE III) (Ishimori T. et al., Arzheim.-
Forsch. (1994), 44(5), 583-8). Slouc¢enina (I) m& asymetricky
uhlikovy atom a mlZe proto existovat v stereoizomernich
formach. (R)- a (S)- enantiomery slouCeniny (I) byly d#ive
popsadny v japonské patentové pf¥ihléSce &. (Heisei) JP 3163050.
Udaje tykajici se biologické aktivity enntiomerd vSak nebyly

popsany.

V soucCasnosti probihd celd rada klinickych studii na 1léc&bu
srdeCniho selhé&ni s inotropnimi sloudeninami, napf. milrinonem,
jejichZ mechanismus Jje zaloZen na inhibici PDE III. Tyto
slouceniny zvy3ujl kontraktilitu srde&niho svalu zvy3enim
pfenosu kalcia do srdeé¢niho wvalu, &imZ doché&zi k vazodilataci.
Kontrakce srde&niho svalu Jje spou3té&na vazbou kalcia na
troponin v tenkém filamentu kontraktilnich bilkovin. Je v3ak
mozné, Ze dlouhodob& aplikace inhibitort PDE III vede
k pretiZeni srdecniho svalu kalciem, které miZe vést k rozvoji
arytmie. Proto hlavnim mechanismem zvysSujicim srdeé¢ni

kontraktilitu by m&€l byt mechanismus, ktery nevede k pfetiZeni
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kalciem. ZvySeni obratu intraceluldrniho kalcia uvolné&ného ze
sarkoplazmatického retikula a zvySeni citlivosti kontraktilnich
bilkovin vG&i kalciu Jjsou ty mechanismy, které nevyvolavaji

pfretiZeni kalciem.

Pokud ma& pacient zavainé posSkozeni srde&ni funkce, maze byt
porad kontraktilita srdeé¢niho svalu udrZena prostfednictvim
neurohumoralni aktivace v té&le, coZ vede ke zvy3enému pFisunu
kalcia do srde&niho svalu. V této situaci mlZe prFetizZeni
kalciem vyvolat arytmie a prolongovand neurochumoralni aktivace
vede k akceleraci rozvoje srde&niho selhd&ni. Neurohumordlni
nerovnovdha miZe byt indikovéna napfiklad zmé&nami koncentraci
reninu a noradrenalinu v plazmé pacientl. Inhibitory PDE III
nemohou byt pouZivany chronicky v lécbeé neurohumoralni
nerovnovahy, protoZe mohou dale zvy3ovat p#isun kalcia do
srde¢niho svalu. Av3ak pouziti latek zvy3ujicich citlivost vadi
kalciu miZe dostatedné zvySovat kontraktilitu jiZ za normalnich
a sniZenych koncentraci kalcia, ¢imZ dochdzi ke sniZeni pot¥eby
neurohumoralni aktivace a timto i k zabrénéni rozvoje srde&niho

selhani.

Bylo =zjisténo, Ze (R)-enantiomer N-{4-(1,4,5,6-tetrahydro-4-
metyl-6-oxo-3-pyridazinyl) fenyl]acetamidu zvy3uje citlivost
vac¢i kalciu na tenkych filamentech kontraktilnich bilkovin, a
toto Jje jehb hlavni mechanismus zvy3$eni srded&ni kontraktility.
Tento efekt Dbyl neocdekévany, protoZze Dbylo popséano, Ze
mechanismus ucinku racemické slouceniny (I) spocivd v inhibici
PDE III. Z tohoto davodu jako latka zvy3ujici citlivost va&i
kalciu mé& (R)-enantiomer N—[4—(1,4,5,6—tetrahydro—4—metyl—6—
oxo-3-pyridazinyl) fenyl]acetamidu vyuziti v 1léébé
neurohumoralni nerovnovahy zplsobené poruchami srde&ni funkce

za UcCelem zabré&néni srde&niho selhéni.

Popis vynalezu

Predkléddany vyndlez se tykad zplsobu 1é&by neurohumordlni

nerovnovahy zplsobené poruchami srde&ni funkce =za WUcelem
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zabranéni srdeéniho selha&ni pomoci podani napfiklad perordalné
¢l parenteralné& pevné nebo tekuté davkové formy (R)-enantiomeru
slouCeniny (I) v Géinném mnoZstvi pacientovi potfebujicimu tuto

lécbu.

Pfedklddany vynélez se také tykd zptsobu zvySeni citlivosti
kontraktilnich bilkovin v(&i kalciu pomoci podani u&inného
mnozstvi (R) -enantiomeru slouc¢eniny (I) - pacientovi

potfebujicimu tuto 1lé&bu.

Predkladany vyndlez se dale tykd pouZiti (R)-enantiomeru
sloucCeniny (1) ve vyrobé léku pro pouziti v lécbé
neurohumoralni nerovnovdhy zplsobené poruchami srde&ni funkce

za Ucelem zabré&néni srdedniho selhani.

Pfedkladany vynédlez se ddle tykd pouZiti (R)-enantiomeru
slougeniny (I) ve vyrobé léku pro zvySeni citlivosti

kontraktilnich bilkovin vGéi kalciu.

Farmaceuticky 4&innd sloucdenina podle tohoto vynalezu je
formulovana do davkovych forem za pouZiti principl znamych
v oboru. Tato je podéna pacientovi jako takovad nebo v kombinaci
s vhodnymi farmaceutickymi excipienty ve form& tablet, drazé,
kapsli, <&ipkQ, emulzi, suspenzi nebo roztokli. Preparadt podle
vynadlezu obsahuje terapeuticky uc¢inné mnoZstvi farmaceuticky
aktivni sloucCeniny, kterd je pfedmétem vyndlezu. Obsah aktivni

slouc¢eniny je v prepardtu okolo 0,5 aZ 100% vahové.

V narokovaném zplUsobu miZe byt sloudenina, ktera e pfedmétem
vynédlezu podéna v perordlnich davkédch v rozmezi od. zhruba 0,1
az do 500 mg, prednostné od 0,5 do 10 mg za den. Volba vhodnych
sloZzek prepardtu je rutinni zaleZitosti pro osoby b&Zné& znalé
oboru. Je zfejmé, Ze mohou byt pouZity také vhodné nosice,
rozpoustédla, sloZky vytvéfejici gel ¢&i disperze, antioxidanty,
barviva, sladici latky, zvlh¢&ujici sloudeniny a dal3i slozZky

normalné pouzivané na tomto technologickém poli.




Priklady provedeni vyndlezu

Nasledujici pfiklad bude dale ilustrovat vynalez.

Priklad 1.
PfZiprava (R)~N—[4—(l,4,5,6—tetrahydro—4—metyl-6—oxo—3—
pyridazinyl) fenyl] acetamidu

(R)—6—[4—aminofenyl)—4,5—dihydro—5—metyl—3—(2H)—pyridazinon
(30,0 g) a acetonitril (600 ml) byly smiSeny a smés byla
zahfivana pod zpé&tnych chlazenim aZ do rozpudtdni vychoziho
materidlu. Ke smé&si byl pfidén anhydrid octovy (30,0 ml). Po 10
minutdch byla sm&s ochlazena na pokojovou teplotu. Produkt byl
zfiltrovan, promyt acetonitrilem a vysu$en. Vyt&Zek byl 30,8 g,
bod tani 230-232°C, 'H-NMR (DMSO-dg, 400 MHz) 1,06 (d, 3H, J =
7,3 Hz), 2,06 (s, 3H), 2,22 (d, 1H, J = 16,6 Hz), 2,67 (dd, 1H,
J = 16,6 Hz, 6,8 Hz), 3,35 (m, 1H), 7,63 (d, 2H, J = 8,8 Hz),
7,72 (d. 2H, J = 8,8 Hz), 10,09 (s, 1H), 10,88 (s, 1H). [oa]*°
= -466° (¢ = 2 mg/ml, DMF).

Pouziti slouceniny, kterd je pfedmétem vynadlezu je
demonstrovano nasledujicimi experimenty. Sloudenina A je (R)-N-
[4—(1,4,5,6—tetrahydro—4—metyl-6—oxo—3—pyridazinyl) fenyl]

acetamid.

U&inek zvy3ujici citlivost obnaZenych srde&nich vldken vaci

kalciu

Levy ventrikularni papilédrni sval mor&ete byl odfiznut a promyt
v ledovém Tyrodové roztoku. Poté byl papildrni sval poncren do
roztoku obsahujicim (mM): Octan draselny 74,7, EGTA 10, MgSOy
5,4, ATP-Na, 4, DTE 1, MOPS 20, pH 7,0 (pomoci 1 M KOH)..
Nasledné byl papildrni sonikovadn p¥i 10 Wattech po dobu 60
sekund v tomto ledovém roztoku. Vzdalenost mezi ultrazvukovou
sondou a papilarnim svalem byla 10 mm. V1ldkna (mén& neZ 200 um
v pruméru) byla odfiznuta od povrchu sonikovanych papilérnich
svald. Sonikovand a odfiznutd vladkna byla navic udrZovana po

dobu 30 minut v “obnaZovacim” (ledovém) roztoku obsahujicim
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.spolu s dalSimi sloZkami saponin (250 ug/ml). B&hem tohoto

postupu bylo pribé&Zné provadéno magnetické promichavéani.

Vlakna, kterd byla déle seFriznuta (méné ne? 100 um v praméru)
byla poté horizontdlné umisté&na spolu s lepidlem (celuléza
acetat v acetonu) mezi ocelovou ty&inku snimade izometrické
sily (mé&fici p¥fistroj nap&ti AME-801, Horten Electronics,
Norsko) a sklenénou tyfinku pfipojenou k mikromanipulétoru.
Snima¢ sily byl pfipojen k zesilovadi. Vldkna byla udrZovéna v
“relaxacnim” roztoku obsahujicim (mM): imidazol 30, ATP-Na, 10,
NaN; 5, EGTA 5, MgCl, 12,5 a 350 U kreatinkindzy. Teplota
roztoku byla 22°% a pH bylo nastaveno na 6,7 pomoci 1M KOH.
Iontova sila byla upravena pomoci 1M KCl, aby odpovidala
“aktivacénimu” roztoku. SloZeni “aktivadéniho” roztoku bylo
stejné Jjako sloZeni “relaxaéniho” roztoku s vyjimkou, Ze
“aktivalni” roztok obsahoval také CaCl,. Vlakna byly indukovéana
ke kontrakci v poZadovanych volnych pCa (-log(Ca®']), které
byly ziskadny vhodnym smisSenim “relaxadnich” a “aktivadnich”
roztokli. Napé&ti vytvorené vldknem p¥i pCa 4,8 bylo brano jako
maximalni odpoveéd. Na poCatku experimentu bylo vldkno napnuto

tak, jak Jje popséno vyse.

UCinky zvy3ujici citlivost pro kalcium jsou uvedeny pro

Slouc¢eninu A a milrinon v Tabulce 1.
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Tabulka 1. UZinek zvyZujici citlivost obna¥eného vlakna vi&i

kalciu p#¥i pCa 5,6

Zména v sile/$%
kontroly
Sloudenina A 0,3 uM + 26 £ 6 (N = 7)
3 uM +109 + 35 (N = 7)
Milrinon Neuc¢inny

Pozitivné inotropni u&inek na stimulovaném srdeé&nim svalu

Byla pouZita ¢&tyfi tydny stard mordata vaZici okolo 350 g.
V experimentech byl pravy ventrikuldrni papildrni srde&ni sval
umistén pro mé&feni izometrického napéti v orgdnové lazni
obsahujici modifikovany Tyrodiv roztok (37°C) probublavany 95%
O2, 5% CO;. SloZeni modifikovaného Tyrodova roztoku bylo (mM):
NaCl 135; MgCl, . 6 H,O 1; KCl 5; CcaCl?2 . 2 H,O 2; NaHCO; 15;
NaHPO, . 2H,O0 1; glukdza 10; pH 7,3-7,4. Objem oteviené
horizont&lni komory byl 1 ml a pratok perfﬁzniho roztoku
protékajiciho komorou byl 5 ml/min. Papiladrni sval (méné& nes 1
mm v primé&ru) byl napnut horizontdln& mezi snimad posunu sily
(FT 0,3 C) a jehlu fixovanou ke dnu komory. Na sval byla
aplikovana inici&lni natahovaci sila 300 mg, ktera byla
elektricky stimulovdna (Stimulator model SEC 48 F, Grass
Instruments) platinovymi elektrodami pti 1 Hz pomoci
pravouhlych pulsl (trvédni 4 ms). Stimulace byla provadéna pri
napéti dvojnadsobném neZ je nap&ti prahové, aby bylo dosaZeno
simultanni aktivace v3ech myocytl v kapildrnim svalu. Snimac
posunu sily byl pfipojen k zesilova&i (polygraph D.C. driver,
model 7 DA, Grass Instruments) a programovatelnému skeneru
(model ST 5010, Tetronix). Amplifikovany signéal byl
digitalizovadn 1 kHz frekvenci programovatelnym digitalizadnim

zatizenim (model 390 A, Sony Tetronix).

Inotropni uc¢inky Sloudeniny A a milrinonu jsou uvedeny
v Tabulce 2.
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Tabulka 2. Pozitivné inotropni dU&inek na papilarni sval morc&ete

ECso/uM

Sloucenina A 0,1

Milrinon 2
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PATENTOVE NAROKY

Pouziti (R)~N—[4~(1,4,5,6—tetrahydro—4—metyl—6—oxo—3~
pyridazinyl) fenyl] acetamidu ve vyrob& léku pro pouZiti
v 1léZbé neurohumordlni nerovnovdhy zpusobené poruchami
srdec¢ni funkce za Glelem zabrané&ni srdedniho selhé&ni.
Pouziti (R)—N—[4—(1,4,5,6—tetrahydro—4—metyl—6-oxo—3—
pyridazinyl) fenyl] acetamidu ve vyrob& léku pro zvySeni
citlivosti kontraktilnich bilkovin va&i kalciu.

Zpusob 1écby neurohumoralni nerovnovahy zpusobené
poruchami srde&ni funkce za Ucelem =zabranéni srde&niho
selhani pomoci podani G¢inného mnoZstvi (R)-N-[4-(1,4,5,6-
tetrahydro-4-metyl-6-oxo-3-pyridazinyl) fenyl] acetamidu
savci potfebujicimu tuto l1lécbu.

Zpisob zvySeni «citlivosti kontraktilnich bilkovin va&i
kalciu pomoci podéni uc¢inného mnoZstvi (R)-N-[4-(1,4,5,6-
tetrahydro—4—metyl—6—oxd-3—pyridazinyl)fenyl]acetamidu

pacientovi pot¥ebujicimu tuto lécbu.
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