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(57) Anoticia:

Poutzitic derivitov 1,4-dihydropyridinu v3eobecného
vzorca (I), v ktorom vyznam susbtituentov R, Ar, Ph,
A.R' a R? je uvedeny v opisnej &asti prihl4sky vynale-
zu na vyrobu liediv na prevenciu, zastavenie a zvratenie
aterosklerotickych zmien arteridlnych stien u Il'udi.
Uprednostiiované 1,4-dihydropyridiny na tento G&el su
lerkanidipin, (S)-lerkanidipin a (R)-lerkanidipin.
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POUZITIE DERIVATOV 1,4-DIHYDROPYRIDINU V PREVENCII A LIECBE
ATEROSKLEROTICYCH ZMIEN ARTERIALNYCH STIEN

Oblast techniky

Vynédlez sa tyka vyuZitia 1,4-dihydropyridinov na inhibiciu
viacerych procesov zohrdvajidcich vyznamnd dGlohu vo vyvoji
aterosklerotickych  vaskuldrnych 1lézii ako je napriklad
proliferdcia a migracia myocytov, metabolizmus cholesterolu
v makrofdgoch a oxidacia 1lipoproteinov s nizkou S8pecifickou
hmotnostou. Priaznivé ovplyvnenie horeuvedenych procesov moZno
povaZfovat za zdklad prevencie aterosklerotického poSkodenia
arteridlnych stien u &loveka. Vyndlez sa takisto tyka vyuZitia
1,4-dihydropyridinov na vyrobu liekov sliGZiacich na prevenciu,
zastavenie, pripadne zvrétenie aterosklerotickych zmien arte-

ridlnych stien.

Doteraj8i stav techniky

Arteriosklerbéza je v3eobecné oznaenie pre zhrubnutie
a stvrdnutie arteridlnej steny. Arteriosklerdza je zodpovedna
za velky pofet dUmrti v Spojenych 3Stdtoch a inych Statoch
s modernym - zdpadnym spbsobom Zivota. Jednym 2z typov
arteriosklerézy je aj aterosklerbza, ochorenie velkych tepien
predstavujice etio-patogeneticky podklad va&3iny pripadov
ischemickej choroby srdca, aortdlnej aneuryzmy, ischemicke]
choroby dolnych kon&atin a takisto zohrdva vyznamnd Glohu aj
v patogenéze cerebrovaskuldrnych ochoreni. Aterosklerdza je
zdaleka naj&astejSou pri&inou smrti v Spojenych Statov, a to

vo vekovej skupine pod aj nad 65 rokov.

V stG&asnosti sa v3eobecne uzndva, Ze aterosklerébza je
multifaktoridlny proces, spodivajlci v nadmernej proliferacii
imigrovanych hladkych svalovych buniek v intime postihnutych
artériou. Tvorbu aterosklerotickych platov moZno povaZovat za



1/ migrdcia a proliferdcia hladkych svalovych buniek intimy,
spolu s kolisajlicim mnoZstvom akumulovanych makrofagov
a T-lymfocytov;

2/ tvorba velkého mnofstva vdzivovej matrix bunkami proliferu-
jdcich hladkych svalovych buniek, a to vratane kolagénu,
elastickych vldkien a proteoglykdnov a

3/ akumuldcia 1lipidov, najmid vo forme volného cholesterolu

a jeho esterov, v bunkédch a okolitom vézivovom tkanive.

Okrem toho, viaceré experimentdlné Stddie upozoriiuji na
k1G&ovd ddlohu oxiddcie lipoproteinov s nizkou Specifickou
hmotnostou (LDL) v skorych St&diach aterosklerdzy u ludi,
pridom hypercholesterolémia predstavuje hlavny rizikovy faktor
pre rozvoj tohto ochorenia. Dostupné ddaje ukazujd, Ze LDL sa
oxiduji a ¥e oxidovany LDL mdZe viest k rozvoju aterosklerdzy.
Uplatiiuje sa pritom niekolko rdznych mechanizmov, ako je
napriklad zvyZené ukladanie LDL v tkanivovych makrofagov, &o
vedie k akumuldcii lipidov a chemotaktickej aktivite monocy-
tov, alebo priame cytotoxické pdsobenie na endotelidlne bunky

arteridlnej steny.

Podstata vyndlezu

V st&asnosti sa prekvapivo zistilo, Ze niektoré 1,4-dihyd-
ropyridiny znédme =z amerického patentu 4 705 737 pre svoje
koronarodilatacné a antihypertenzivne G&inky s0 schopné
inhibovat mnohé ? biologickych procesov ve@ﬁcich k vzniku
aterosklerotick§ch 1ézii a preto md%u byt vyuZité u ITudi na
prevenciu a liecbu aterosklerotickych zmien arteridlnych
stien, hypercholesterolémie ako aj rdznych nimi sp&sobenych
ochoreni, napriklad ischemickej choroby srdca - infarktu
myokardu &i cerebrovaskuldrnych ochoreni, ako si mozgovy
infarkt &i intracerebrdlne krvacanie.

Zld&eniny vynilezu mo¥no taktieZ pouZit pri zabrédneni vzniku
restendzy po perkuténnej translumindlnej korondrnej angioplas-
tike (PTCA) a pri inhibicii progresie vaskuldrnej hypertrofie



v sdvislosti s hypertenziou.

Zv148t perspektivny spomedzi derivatov 1,4-dihydropyridinu
je lerkanidipin, jeho enantioméry a ich farmakologicky prija-
telné soli. Lerkanidipin je metyl-1,1,N-trimetyl-N-(3,3-di-
fenylpropyl-2-aminoetyl 1,4-dihydro-2,6-dimetyl-4-(3-nitro-
fenyl) -pyridin-3,5-dikarboxyléat.

Na jednej strane, (S)-enantiomér aj racemdt lerkanidipinu
majd antihypertenzivny G&inok a moZno ich vyuZit u pacientov,
u ktorych je indikovand 1liedba hypertenzie a =z&rovell aj

aterosklerotickymi zmenami podmienenych taZkosti.

Na druhej strane, (R)-lerkanidipin nemid prakticky Ziadne
antihypertenzivne G€inky a moZno ho vyuZit pri liedbe stavov,
pri ktorych dochddza k migrdcii a proliferdcii hladkych
svalovych buniek bez inych kardiovaskularnych porich. Tento
enantiomér je preto vyuZitelny najmd wu pacientov, u ktorych

nie je Ziaddce zniZenie krvného tlaku.

Vyndlez sa tyka vyuZitia zlG&eniny s nasledovnym vSeobec-

nym vzorcom I
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kde

Ph je fenylova skupina,

Ar je 2-nitrofenylova, 3-nitrofenylovéa, 2,3-dichlorofenylova
alebo benzofuran-4-ylova skupina,

A je rozvetvend alkylovad skupina obsahujGca 3 aZz 6 atdémov

uhlika, '
R je nerozvetvena alebo rozvetvena alkylova skupina



obsahujidca 1 aZ 6 atédmov uhlika, volitelne mono-substituo-
vanid alkoxy skupinou obsahujicou 1 aZ 6 atdmov uhlika,

Ry Je atém vodika, hydroxy skupina alebo alkylovad skupina
obsahujica 1 aZz 4 atémy uhlika a

R 5, je atém vodika alebo metylovad skupina

alebo soli, enantioméru, hydratu alebo solvatu takejto zlGle-

niny na pripravu lieku sldZiaceho na prevenciu, zastavenie

alebo zvratenie aterosklerotickych zmien v arteridlnej stene

pacienta.

Vynédlez sa dalej t¥ka metddy prevencie, zastavenia alebo
zvrdtenia aterosklerotickych zmien v arteridlnych stenéch
pacienta, pricdom zahfila podavanie terapeuticky G&innych davok
zli&eniny s v8eobecnym vzorcom I alebo soli, enantioméru,

hydratu alebo solvatu takejto zlG&eniny.

Uprednostiiovanymi 1,4-dihydropyridinovymi deriviatmi I na
pripravu lieku ur&eného na poddvanie pacientom sG lerkanidi-
pin a jeho (R)- a (S)-enantioméry.

Lerkanidipin wmoZno pripravit Hantzschovou cyklizaciou
metyl 3-aminokroténanu (1) s 1,1,N-trimetyl-N-(3,3-difenylpro-
pyl) -2-aminoetyl ol-acetyl-3-nitrocinamdtom (2) metddou zna-
zornenou ni%Sie v reak®nej schéme 1, ktorid je podrobnejSie

opisand v americkom patente US 4 707 797.
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Inym spdsobom pripravy lerkanidipinu je esterifika-
cia 1,4-dihydro-2,6-dimetyl-5-metoxykarbonyl-4- (3-nitrofenyl) -
pyridin-3-karboxylovej kyseliny (3) s 2,N-dimetyl-N-(3,3-di-
fenylpropyl) -1-amino-2-propanolom (4) metédou znédzornenou
ni¥%ie v reak&nej schéme 2, ktora je podrobnejSie opisana

v priklade 3.
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Enantioméry lerkanidipinu moZno pripravit esterifikaénou
metéddou uvedenou v reakénej schéme 2 za vyuZitia vhodnych
homochirdlnych kyselin, ktoré v pomere 1:1 vytvarajd uvedeni
kyselinu 3. Tieto homochirdlne kyseliny, dalej v naSom texte
ozna&ované ako kyselina 5 [(R)-enantiomér] a kyselina 6
[(S) -enantiomér], moZno Jjednoducho pripravit rozpustenim
racemickej kyseliny 3 metédou publikovanou A. Ashimorim a kol.
v Chem. Pharm. Bull. 39, 108 (1991).

Esterifikdciu podla reak&nej schémy 2 moZno uskutoénit
v pritomnosti spojiva ako je napr. dicyklohexylkarbodiimid,
N,N”-karbonyldiimidazol alebo dietylkyanofosfonat, a volitelne
v pritomnosti prométora, ako je N-hydrosukcinimid alebo 4-di-
metylaminopyridin v aprotickych alebo chlérovanych rozpustad-
l4ach, napriklad dimetylformamid alebo chloroform, pri teplo-
tich v rozmedzi -10 a¥ 140 °C pomocou vSeobecne zndmych orga-
nickych syntéz: Albertson, Org. React 12, 205 (1982); Doherty
a kol., J. Med. Chem. 35, 2 (1992); Staab a kol., Newer



Methods Prep. Org. Chem. 5, 81 (1988); Ishihara, Chem. Pharm.
Bull. 39, 3238 (1991).

Enantioméry lerkanidipinu moZno pripravit aj tak, Ze naj-
prv reaguje kyselina 5 (alebo 6) s alkylchloroformdtom v pri-
tomnosti tercidrneho aminu ako je napr. trietylamin a potom sa
pridd medziprodukt (4) pri teplote 0 - 80 C. Volitelne moZno
pred pridanim medziproduktu (4) pridat prombétor, napr.
1-hydroxipiperidin, vid Albertson, Org. React. 12, 157 (1982).

Enantioméry lerkanidipinu moZno tieZ pripravit konverziou
kyseliny 5 (alebo 6) na zodpovedajici acylhalid pomocou anor-
ganického halidu kyseliny, ako je napriklad chlorid fosfored-
ny, oxalylchlorid, chlorid fosfority, oxychlorid fosfority
alebol chlorid tionylu v chlérovanom rozpistadle ako napr.
chloroform, dichldéretén, dichldérmeté&m alebo 1,1,1l-trichléretén
volitelne v pritomnosti prométora ako napr. dimetylformamid
pri teplote -10 a% 85 °C. Acylhalid mé%e, ale nemusi byt izo-

lovany pred pridanim medziproduktu (4).

Enantioméry lerkanidipinu, ziskané Iubovolnym z uvedenych
spdsobov, moZno &istit pomocou vieobecne pouZivanych metdd,
a to &i u¥ ako zé&sady (napr. stipcovou chromatografiou) alebo
ako soli (napr. 2zrdZanim alebo rekryStalizdciou). Uvedené
metdédy moZno taktieZ pouZit aj pri vSetkych ostatnych

zlt&eninich v3eobecného vzorca I.

Podla tohto vyndlezu moZe byt 1,4-dihydropyridinovy deri-
viat I podany pacientovi ako taky, alebo v podobe niektorej
farmakologicky prijatelnej soli, hydr&tu alebo solvatu. Vhodné
si farmakologicky prijatelné kyslé adi&né soli vytvorené
s kyselinou chlorovodikovou, sirovou, maleinovou, jantérovou,
citrédnovou, metadnsulfdnovou a toluénsulfénovou; mbéZu byt
pripravené klasickym spdsobom z volnych zdsad. Bez ohladu na
formu (z&sada, sol, hydrat, solvat) aktivna zloZka sa podava

po primieSani do farmakologicky vhodného nosida.



Na perorédlne vyuZfitie mé%Zu byt 1,4-dihydropyridinové deri-
vty inkorporované do vhodného nosida a podavané vo forme
tabliet, pastiliek, kapsuli, elixirov, suspenzii, sirupov,
obliatok, Zuvad&iek, a pod. Tieto pripravky musia obsahovat
aspoii 0,5 % aktivnych zloZiek, priom mnoZstvo aktivnej zlozky
mé%e v zivislosti od konkrétnej farmakologickej formy kolisat
od 5 do 70 ¥ hmotnosti celej jednotky pripravku. MnoZstvo
aktivnej zloZky v takychto =zmesiach ma umoZnit praktické
davkovanie, hoci ¥Yiaddcu davku mo¥no  dosiahnut podanim
viacerych divkovacich foriem. Zldeniny podla vynalezu moZno
poddvat v perordlnej ddvke 0,1 aZ 400 mg, prifom sa uprednost-
fuje rozsah 1 a% 200 mg. Tabletky, pilule, kapsule, pastilky a
pod. md%u obsahovat napr. nasledujlce prisady: spojivo ako
napr. mikrokryStalickd celuléza, tragant alebo Zelatina; vehi-
kuluko napr. Skrob alebo laktéza; dezintegra&né €inidlo ako
napr. alginovd kyselina, &krobovy glykolat sodny, kukuriény
gkrob a pod; lubrikant ako napriklad stearan hore&naty alebo
hydrogenovany ricinovy olej; a glidant ako napriklad koloidny
oxid kremi&ity. MOzZu sa pridat aj sladidla (sachardza, sacha-
rin) ako aj aromatizujice prisady (mita piepornd, salicylan
metylnaty alebo pomaranovd esencia). Ak je davkovacou jednot -
kovou formou kapsula, md%e t&to okrem uvedenych zloZiek obsa-
hovat aj tekuté vehikulum ako je napr. mastny olej. Perordlne
davkovacie jednotky md%u obsahovat rdzne dalfie materidly
modifikujice tvar davkovacej jednotky, ako napr. povlakové
materidly. Tabletky alebo pilulky méZu byt pokryté cukrom,
Selakom, alebo inymi enterdlnymi povlakovymi materidlmi. Sirup
md¥e okrem aktivnych zloZiek obsahovat sachardézu ako sladidlo,
ako aj ur&ité konzerva®né prisady, farbiva, pigmenty, aroma-
tické esencie a prichute. Materidl pouZity na pripravu rdznych
zmesi musi byt farmakologicky &isty a v pouZitych mnoZstvéch

netoxicky.

Pre parenteridlne poddvanie moZno 1,4-dihydropyridinové
derivity zabudovat do roztoku alebo suspenzie. Tieto pripravky

musia obsahovat aspoil 0,1 % aktivnej zloZky, prifom mnoZstvo



umo¥nit praktické ddvkovanie. Uprednostiiuje sa parenteralna
davkovacia jednotka obsahujica 0,05 a% 100 mg aktivnej zloZky.
Roztoky alebo suspenzie mdZu obsahovat nasledujlce zloZky:
sterilné riedidloc ako napr. aqua pro injectione, iontové
roztoky, netuhnice oleje, polyetylénglykoly, glycerin, propy-
lénglykol alebo iné syntetické rozpi&tadld; antibakteridlne
prostriedky ako napr. benzylalkohol alebo metylparabény; anti-
oxidanty ako napr. kyselinu askorbovi alebo hydrosiriditan
sodny; cheldtotvorné &inidld ako napr. kyselinu etyléndiamin-
tetraoctovi; tlmivy roztok ako napr. acetdt, citrdt alebo
fosfdt a prisadu na Gpravu toxicity ako napr. chlorid sodny
alebo dextréza. Parenterdlne viacddvkové ampulky mdZu byt zo

skla alebo plastu.

Uvedené davkovacie formy, pomocné prisady a spbsoby poda-
vania zahffiajd aj tie, ktoré si uvedené v patentoch US
4 089 969 a US S5 091 182. Obidva dokumenty sG zahrnuté v po-

dobe odkazu v plnom rozsahu.

Prehlad obrizkov na vykresoch
Na priloZenych vykresoch je znédzornené:

Obr. 1 je grafickym zndzornenim G&inku lerkanidipinu a
jeho enantiomérov na zabudovanie [3H]—tymidinu do myocét

buniek hladkého svalu krysy.

Obr. 2 je grafickym zndzornenim schopnosti lerkanidipinu
a jeho enantiomérov interferovat s migrédciou arteridlnych

myocét .
Obr. 3 je grafickym zndzornenim schopnosti lerkanidipinu
a jeho enantiomérov inhibovat enzym ACAT a esterifikdciu

cholesterolu indukovand AcLDL v peritonedlnom makrofdgu my3i.

Obr. 4 je grafickym zndzornenim vplyvu koncentracie



lerkanidipinu a jeho enantiomérov na esterifikéciu choleste-

rolu v makrofdgoch naplnenych esterom cholesterolu od davky.

Obr. 5 a 6 je grafickym zndzornenim G&inku lerkanidipinu

a jeho enantiomérov na bunkami sprostredkovand oxidaciu LDL.

Obr. 7 je &asovy priebeh bunkami sprostredkovanej oxidéacie

a G&inkov lerkanidipinu po inkubécii.

Priklady uskutoénenia vynédlezu

Nasledujice priklady ilustrujd pripravu (R, S)-lerkanidi-

pinu a jeho (S)- a (R)-enantiomérov.
PRIKLAD 1
(S)-(+) -metyl 1,1-N-trimetyl-N-(3,3-difenylpropyl)-2-aminoetyl

1,4-dihydro-2,6-dimetyl-4- (3-nitrofenyl) -pyridin-3,5-dikarbo-
xylat [(S)-lerkanidipin] hydrochlorid hemihydrat.

0,13 ml tionyl chloridu sa pridalo pri -10 °C do mieSanej
suspenzie 0,54 g (R)-1,4-dihydro-2,6-dimetyl-4-(3-nitrofenyl) -
-5-metoxykarbonyl -pyridin-3-karboxylovej kyseliny v 2,9 ml
bezvodého dichlérmetdnu a 0,75 ml bezvodého dimetylformamidu
v atmosfére dusika, chrénenej pred priamym svetlom. Po 1 hodi-
ne inkubdcie pri teplote 0 ©°C sa pri teplote -5 °c pridal
roztok 0,48 g 2,N-dimetyl-N-(3,3-difenyl-propyl)-1l-amino-2-
-propanolu (pripraveného podla postupu uvedeného v americkom
patente US 4 705 797) v 1 ml dichlérmetdnu. Po troch hodinéch
mieSania pri teplote 0 ©C a stiti cez noc pri teplote 20 - 25
Oc sa rozpiastadlo odparilo vo véakuu a zvySok sa potom rozpus-
til v 20 ml etylacetitu. Organickd fiza sa postupne premyla
roztokom soli (4 ml), 10 % vodnym roztokom uhliditanu sodného
(5 x 4 ml), roztokom soli (4 ml), 1N kyselinou chlorovodikovou
(5 x 5 ml), roztokom soli (4 ml), 10% vodnym roztokom



uhli&itanu sodného (2 x 5 ml) a nakoniec roztokom soli (4 ml).
Organickd fdza sa vysuSila nad bezvodym siranom sodnym a odpa-
rila do sucha vo vdkuu. 2vysok sa vy&istil na silikagélovej
koléne vymyvanim petrolejovym é&terom a acetdnom Vv pomere
85:15. Jednotlivé TLC frakcie (petrolejovy éter:acetédt v obje-
movom pomere 7:3 a chloroform:5N metanolicky roztok amoniaku
v objemovom pomere 99:1,1) sa odparili za vzniku zvySku, ktory
sa rozpustil v 75 ml dietyléteru obsahujiceho 3 % acetdnu. Po
filtrdcii sa roztok okyslil 3N éterickym roztokom chlorovodika
a vzniknutd zrazenina sa odsala a vysu$ila pri 78 °C/15 mmHg
za vzniku 0,66 g zlGleniny uvedenej v titule prikladu.

Bod topenia 115-125 °C; [&]p%° = + 70,56° (MeOH; c = 0,981).
Elementdrna analyza CygH, N30 .HC1.0.5 H,0 v percentéch
Namerané: C:65,47; H:6,57; N:6,29; Cl:5,32; H,0:1,68

Vypo&itané C:65,79; H:6,60; N:6,39; Cl:5,39; Hy0:1,37

1y-NMR spektrum zdkladnej zloZky 200 MHz (CDCl,,d):

8,10 (m, 1H) nitrofenyl, 2-CH

7,97 (m, 1H) nitrofenyl, 4-CH

7,62 (m, 1H) nitrofenyl, 6-CH

7,33 (dd, 1H) nitrofenyl, 5-CH
7,29-7,10 (m, 10H) aromatické atémy vodika CH(Ph)2
5,79 (bs, 1H) " pyridin, NH

5,05 (s, 1H) pyridin, 4-CH

3,92 (t, 1H) CH(Ph),

3,63 (s, 3H) COOCH4,

2,57 (m, 2H) OC(CH3)2CEZN
2,40-2,23 (m, 2H) N (CH;) CH,CH,
2,33-2,27 (28, 6H) pyridin, 2-CH; a 6-CH,
2,19-2,09 (m, 2H) N(CH3)CH2CH2

2,17 (s, 3H) NCH,



PRIKLAD 2

(R)-(-)-metyl 1,1-N-trimetyl-N-(3,3-difenylpropyl)-2-aminoetyl
1,4-dihydro-2,6,dimetyl-4-(3-nitrofenyl) -pyridin-3,5-
-dikarboxyldt [(R)-lerkanidipin] hydrochlorid hemihydrat

ZlG&enina uvedend v titule prikladu bola pripraven&d postu-
pom opisanym v priklade 1 na pripravu (S)-enantioméru, s tym
rozdielom, Ze bol pouZity (S)-enantiomér 1,4-dihydro-2,6-dime-
tyl-4- (3-nitrofenyl) -5-metoxykarbonyl-pyridin-3-karboxylove]

kyseliny namiesto (R)-enantioméru.

Bod topenia 115-120 °C, [4]p2° = -70,88 (MeOH, ¢ = 0,975).
Elementédrna analyza C3¢H,; N304 .HC1.H50 v percentéach
Namerané: C:64,93; H:6,62; N:6,24; Cl:5,41; H,0:2,50

Vypo&itané C:64,90; H:6,60; N:6,31; Cl:5,32; H,0:2,70

1H-NMR spektrum zdkladnej zloZzky v CDCl,; bolo Uplne identické

so spektrom (S)-enantioméru z prikladu 1.

PRIKLAD 3

Metyl 1,1-N-trimetyl-N-(3,3-difenylpropyl)-2-aminoetyl 1,4-di-
hydro-2,6-dimetyl-4-(3-nitrofenyl) -pyridin-3,5-dikarboxylat
[lerkanidipin] hydrochlorid

45,8 g (0,385 mol) chloridu tionylu sa nakvapkalo polas 15
mindt do mieSanej 2zmesi obsahujdcej 116,2 g (0,35 mol)
2,6-dimetyl-5-metoxykarbonyl-4- (3-nitrofenyl)-1,4-dihydro-

pyridin-3-karboxylovej kyseliny (3), pripravenej spdsobom
uvedenym v DE 2 847 237, 645 ml bezvodého dichlérmetédnu a 160
ml bezvodého dimetylformamidu, udrZiavaného v atmosfére dusika

pri teplote -4 °ca +1 ©C. 2Zmes sa mieSala pri uvedenej



teplote po dobu 1 hodiny, nédsledne sa po kvapkdch podas 15
mindt pri teplote -10 °C a¥ 0 ©C pridalo 104,1 g (0,35 mol)
2,N-dimetyl-N-~(3,3-difenylpropyl) -1-amino-propanolu (4), pri-
praveného podla metédy opisanej v amexrickom patente US
4 705 797, rozpusteného v 105 ml bezvodého dichlérmeténu. Po
3-hodinovom premie$avani pri teplote 0 ©C a odstiti po&as noci
pri teplote miestnosti sa rozpistadlo odparilo vo vékuu a
zvySok sa rozpustil v 3500 ml etylacetdtu. Organickd faza
sa postupne premyvala roztokom soli (700 ml), 10 % vodného
roztoku uhliditanu sodného (5 x 700 ml), roztoku soli (700
ml), 1N kyseliny chlorovodikovej (5 x 700 ml) a nakoniec roz-
tokom soli (700 ml). Organicka f&za sa 30 minGt su8ila nad
bezvodym siranom sodnym a potom prefiltrovala, pretrepala s 23
g Zivoligneho wuhlia a 2znovu prefiltrovala. Objem roztoku sa
potom odparovanim vo vdkuu zredukoval na pribliZne 1 liter a
po 24 hodinovom stdti pri teplote 0 aZ 5 °C sa kry3tdly odde-
1ili vakuovou filtraciou a rekryS8talizovali =z 99 % etanolu za
vzniku 179,5 (78 %) 2lGCeniny uvedenej v titule prikladu,

s bodom topenia 186 - 188 °C.

FARMAKOLOGICKE UDAJE
U&inky na migrédciu a proliferdciu arteridlnych myocytov

Zvieraci model cievnej lézie ukdzal, Ze poSkodenie artérie
vedie k proliferdcii myocytov médie, z ktorych mnoho migruje
do intimy a dalej proliferuje za vzniku neointimdlnej lézie.
Pridiny tychto procesov  zatial neboli celkom objasnené.
Neddvne objavy uk&zali, Ze myocyty predstavujiG 90 - 95 %
bunkovej populdcie aterosklerotickych 1lézii u mladych dospe-
lych a tvoria priemerne 50 % aterosklerotickych plakov v po-
krodilom 8tadiu. Okrem toho sa vaskulirne myocyty podielajd na
rozvoji lézie syntézou extraceluldrnej matrix. Takisto dokéazZu

akumulovat lipidy, &im sa premenia na tzv. penové bunky.



Objasnenie faktorov ovplyviiujlicich tieto fenomény poskytuje

nové moZnosti pre selektivne ovplyvnenie a inhibiciu procesov

aterogenézy.

Na vyzkum migrdcie myocytov boli pre potreby tohto vyna-
lezu pou?ité bunky hladkych svalov z krysej aorty v pritomnos-
ti fibrinogénu ako chemotaktického faktora. Pri Stidiach
proliferdcie boli pou?ité krysie ako aj Yudské bunky. Rast
myocytov bol hodnoteny stanovenim podtu buniek a inkorporécie
[3H]-tymidinu. Postup bol nasledovny:

Kultivovali sa myocyty z intimdlnej-medidlnej vrstvy aorty
sam&ekov krys druhu Sprague-Dawley (200 - 250 g). Bunky sa
kultivovali v monovrstvidch pri teplote 37 ©°C vo zvlh&enej
atmosfére 5 % CO, v Eaglovom minimilnom esencidlnom médiu
obohatenom 10 % (v/v) telacim fetdlnym sérom, 100 j./ml peni-
cilinu, 0,1 mg/ml streptomycinu, 20 mM tricinového tlmivého
roztoku a 1 % (v/v) roztokom neesenciilnych aminokyselin.
Médium sa menilo raz za tri dni. Bunky sa pouZivali medzi
Stvrtou a desiatou pasdZou, pridom sa ich Zivotnost testovala
vyludovanim tripanovej modrej. Boli identifikované vlastnosti
rastu myocytov, morfolégia a pouZitie monoklonného ochranného
telieska 3Specifické pre a-aktin, aktin je typyckd podoba
myocytov. Iudské vaskuldrne myocyty (A 617 z ludskej femoral-
nej artérie) boli kultivovéné za rovnakych podmienok. Bunky sa
inokulovali s réznou hustotou pri krysich (2 x 10°) a ludskych
(5 x 10% myocytoch/Petriho misku (35 mm) a inkubovali
s Eaglovym minimdlnym esenci&lnym médiom obohatenym 10 % tela-
cim fetilnym sérom. Po 24 hodindch bolo toto médium vymenené
za médium obsahujice 0,4 % fetdlne telacie sérum, ¢&im sa
dosiahlo zastavenie rastu buniek a kultdry sa inkubovali 72
hodin. V tomto ¢ase (&as 0) sa médium vymenilo za médium obsa-
hujdce 10 % fetdlne telacie sérum v pritomnosti alebo nepri-
tomnosti znamych koncentrdcii skdSanych zldcenin. Kultiry sa
nato inkubovali dal¥ich 72 hodin pri teplote 37 ©C. V &ase 0

sa tesne pred pridanim testovanych zlG&enim odobrali =z kaZdej



Petriho misky vzorky na stanovenie po&tu buniek. Proliferacia

buniek sa hodnotila stanovenim poltu buniek pomocou Coulter

Counter model ZM po trypsinizdcii monovrstiev. Zivotnost

buniek sa testovala vyludovanim tripanovej modrej, pri&om pri
°

pouZitych koncentrédcidch lieku bola vy$Sia ako 95 %. Vysledky
si uvedené v tabulke 1.

TABULKA 1 - Inhibicia rastu myocytov merand po&tom buniek

Myocyty LE (R) -LE (S) -LE NI LA
krysa SD 31,2 30,7 33,3 38,8 23,6
krysa SHR 14,1 9,2 16,8 n n
krysa WK 16,4 15,3 20,7 n n
&loveka 25,3 n n n

LE = lerkanidipin SD = Sprague Dawley*

NI = nikardipin SHR = sponténne hypertenzné*

LA = lacidipin WK = Wistar Kyoto*

ICgy = koncentricia potrebnd na inhibovanie bunkového rastu

o 50 %
n = neskisany

*

z Charles River, Calco, Taliansko

]

Lerkanidipin a jeho enantioméry zniZily proliferdciu kry-
sich a lYudsk§ch myocytov v zdvislosti od koncentrécie, pozri
tabulku 1, a vykazovali prakticky rovnakd G¢innost ako ostatné
skiSané 1,4-dihydropyridiny. Je potrebné poznamenat, Ze
lerkanidipin (a jeho enantioméry) mali G&inok na bunky zo

v3etkych skidfanych druhov, najmé u &loveka.

V inej sérii pokusov sa dosiahla synchronizédcia myocytov
do Gy/G, interfdzy bunkového cyklu inkubovanim logaritmicky



rastdcich kultdr (= 3 x 10° buniek/platfia) po dobu 96 - 120

hodin v médiu obsahujdcom 0,4 % fetdlne telacie sérum. Kludové
bunky boli inkubované po dobu 20 hodin v erstvom médiu s 10 %
fetdlnym telacim sérom v pritomnosti skiSanych liekov.
Proliferacia buniek sa hodnotila pomocou zabudovavania
[3H]-tymidinu do jadier. Bunky boli inkubované s [3H]-tymidi—
nom (1 uCi/ml média) po dobu 2 hodin. Radioaktivita sa merala

scintilaénym koktejlom Filter-Count.

Vysledky uvedené na obr. 1 potvrdzuji silny inhibiény

G¢inok lerkanidipinu a jeho enantiomérov na rast buniek.

Migrécia krysich myocytov bola skiiSand pomocou 48-jamko-
vej mikrochemotaktickej komory (Neuro-Probe, USA). Cerstvo
trypsinované myocyty boli suspendované v médiu obohatenom
05 % fetilne telacie sérum (testovacie médium). Dolné jamky
s 27 mul skiSobného média obsahujiceho fibrinogén (600 jug/ml),
ktory sliZil ako chemotaktické &inidlo, boli prikryté bezpoly-
vinylpyrrolidonovym polykarbondtovym filtrom (velkost pdrov
8 uM). Do hornej <&asti komory so skidSanymi zlGCeninami sa
umiestnilo 50 ul bunkovej suspenzie (1 x 10® buniek/ml). 5-ho-
dinovd inkubdcia prebehla pri teplote 37 °C v atmosfére 95 %
vzduchu a 5 % CO,. Po inkubédcii sa filter z komory odstréanil a
z jeho horného povrchu sa zotreli nemigrované bunky a filtre
sa trikrat prepléachli fyiiologick?m roztokom s fosfatovym
tlmivym roztokom. Filtre sa potom ofarbili Diff-Quikom (Merz-
Dade AG, Svaj&iarsko). Pod mikroskopom sa stanovil po&et myo-
cytov, pri 100-krit zvalSenom zornom poli, ktoré migrovali na
dolny povrch filtrov. V kaZdej vzorke sa vyhodnotilo 6 zornych

poli pri velkom zvadSeni a vypofitala sa priemernd hodnota.

Vy§sledky zobrazené na obrdzku 2 demonstrujd schopnost
lerkanidipinu a jeho enantiomérov interferovat s migréciou
arteridlnych myocytov. VS8etky ski$ané 2zldfeniny boli v miere
zdvislej od d&vky schopné inhibovat migrdciu myocytov, pri&om

naji&innej8im sa ukdzal byt (R)-enantiomér.



Ovplyvnenie metabolizmu cholesterolu v makrofdgoch mySacieho

peritonea

Aterdmy obsahujd hlavne dva typy buniek, makrofdgy a bunky
hladkych svalov. Makrofagy pochadzaja z cirkulujdcich
monocytov a s hlavnymi lipidy obsahujicimi bunkami v lézii.
Mechanizmus, ktorym akumulujd lipoproteinovy cholesterol a
samy sa pritom menia na tzv. penové bunky, zdvisi najmad na
procesoch sprostredkovanych receptormi. Zifastifiuje sa nich
tzv. scavengerovy (zametalovy) receptor, ktory rozozndva che-
micky a biologicky zmenené formy LDL, ako si napr. acetyl LDL
(AcLDL) a oxidovany LDL. Scavengerovy receptor na rozdiel od
LDL receptora nie je regulovany spétnou vazbou, &o ma za na-
sledok masivnu akumuldciu cholesterolu v bunké&ch. Cholesterol
sa akumuluje v makrofdgoch v esterifikovanej forme za agasti
enzymu acyl-koenz§m A-cholesterol-acyltransferdzy (ACAT),
ktory katalyzuje esterifikdciu cholesterolu v cytoplazme.
Z makrofdgov moZno odstrédnit len volny cholesterol.

Esterifikdcia cholesterolu indukovand AcLDL v mySacich
peritonedlnych makrofdgoch sa 3tudovala nasledujdcim sp&sobom.
MySacie peritonedlne makrofdgy sa ziskali peritonedlnou
lavdZou u my3i (Balb/c Charles River, Calco, Taliansko) tri
dni po intraperitonedlnom podani tioglykoldtu. Bunky (2 - 3 x
x 10°%) sa naniesli do 35 mm jamiek s Dulbeccovym minimalnym
esenciidlnym médiom obsahujticim 10 % fetdlneho hovédzieho séra.
Po 3 hodindch sa 2z jamiek premytim odstrdnili nefixované
bunky. Jamky sa nésledne na dal3ich 24 hodin pred pouZitim
prekryli Dulbeccovym minimilnym esencidlnym mé&diom obsahujicim
10 % fetdlneho hovadzieho séra. Po naneseni buniek sa pri
teplote 37 °C v bezsérovom Dulbeccovom minimdlnom esencidlnom
médiu obohatenom o 0,2 % bovinneho albuminu obsahujiceho uve-
dené aditiva a neobsahujiceho esencidlne mastné kyseliny.
Zz plazmy zdravych dobrovolnikov sa sekven&nou ultracentrifugéa-
ciou (Beckman LS-50, Palo Alto, CA) izoloval ITudsky LDL
(d = 1,019 - 1,063 g/ml). Za uG&elom acetyldcie sa LDL



dialyzoval oproti 0,15 M NaCl, pH 7,4, zriedil rovnakym obje-
mom nasyteného octanu sodného a nésledne upravil bezvodym
octanom. Pre [12°I]AcLDL, lipoproteiny sa oznackovali jodi-
dom [1257] sodnym odsolenym gélovou filtraciou na Sephadexe
G-25 eluovanom fyziologickym roztokom s fosfatovym pufrom.
S8pecifickd aktivita bola 100 - 200 cpm/ng proteinu. Radio-
aktivita nevyzrédZatelnd kyselinou trichléroctovou bola pod 2 %
celkovej hodnoty. VSetky lipoproteiny boli sterilne prefiltro-
vané. Bunky sa inkubovali so skiSanymi =zld¢eninami 24 hodin.
Po vymene média za rovnaké médium sa pokracovalo v inkubacii
dalSich 24 hodin. Pofas druhej inkubdcie sa pridal 12513
AcLDL (50 pmug/ml). Esterifikfcia cholesterolu sa merala po
pridani [1 —14C] olejovej kyseliny (0,68 mCi vzorka) doplnenej
polas poslednych 1 aZ 2 hodin bovinnym albuminom a po nésled-
nom stanoveni r&dioaktivity viazanej na celuldrne estery
cholesterolu. Podla potreby boli bunky pred pridanim liekov a
meranim obohatené o cholesterol 24 hodinovou inkubédciou s 50

Mg/ml AcLDL.

Bolo dokédzané, Ze lerkanidipin a jeho enantioméry sud
schopné v zavislosti od koncentrdcie inhibovat aZ na 90 %
tvorbu esterifikovaného cholesterolu indukovand v mySacich
peritonedlnych makrofdgoch (inymi slovami esterifikadny G&inok
enzymu ACAT). Hodnoty ICg, pre lerkanidipin a jeho enatioméry
sa pohybovali od 8 do 15 _ﬁM, ako bolo ukdzané na obrazku 3,
pridom (R)-enantiomér sa ukdzal byt najG&innejSim z uvedenych

zlddenin.

Dal%ia séria pokusov mala za ciel =zhodnotit "&inok
lerkanidipinu na esterifikdciu cholesterolu v makrofagoch
naplnenych esterom cholesterolu eSte pred pridanim zld€eniny,
t.j. za podobnych podmienok ako v penovych bunkdch. Bunky sa
naplnili estermi cholesterolu 24-hodinovym inkubovanim v médiu
obsahujicom 50 aug acetyl LDL. V¢sledky, na obr. 4, ukazujd,
¥e lerkanidipin inhiboval esterifikdciu cholesterolu aZ na

75 % v z&avislosti od koncentrdcie s hodnotou ICgy pribliZne



7 muM. (R)-enantiomér lerkanidipinu sa ukdzal byt o trochu
G¢innejsi ne%Z racemdt alebo (S)-lerkanidipin, ktory bol =zo
skidSanych zld&enin najmenej G&inny.

Nakoniec bolo doké&zané, Ze lerkanidipin a jeho enantioméry
pri 5 uM neinterferovali so schopnostou makrofdgu hydrolyzovat
esterifikovany cholesterol nachadzajici sa Vv cytoplazme.
Opisané experimenty spo&ivali v inkubdcii buniek naplnenych
[H] cholesterolom v pritomnosti Specifického inhibitora ACAT
S-58035. Blokada intraceluldrnej re-esterifikdcie cholesterolu
umoZnila stanovenie schopnosti buniek hydrolyzovat akumulované
estery cholesterolu. Pridanie lerkanidipinu alebo jeho enan-
tiomérov neovplyvnilo bunkovid hydrolytickd aktivitu, &o bolo
dokumentované hladinou ré&dioaktivity vo frakcii esterifikova-

ného cholesterolu.

VSetky nasycovacie média obsahovali [1,2-3H] cholesterol
v koncentrécii 0,5 auCi/ml. Po 24 hodinovej nasycovacej féaze,
polas ktorej sa zabudovava a esterifikuje radioaktivne
oznadkovany cholesterol, boli bunkové monovrstvy premyvané
a inkubované po dobu dalSich 24 hodin v médiu obsahujicom 0,1
% bovinneho albuminu, & umoZnilo vyrovanie intraceluldrnych
poolov oznalkovaného cholesterolu na td istd Specifickid
aktivitu. Za d&elom kvantifikécie hydrolyzy esteru choleste-
rolu boli naplnené bunky inkubované po dobu 24 hodin v Dulbec-
covom minimdlnom esencidlnom médiu obsahujicom 1lieky, 0,1 %
bovinneho albuminu a zlG&eninu S-58035 v llohe inhibitora
acyl-koenzymu A-cholesterol acyltransferdzy. Inhibicia acyl-
-koenzymu A-cholesterol acyltransferdzy blokuje reesterifikéa-
ciu volného cholesterolu vznikajiceho pri hydrolyze esteru
cholesterolu, a tak umoZfiuje stanovenie aktivity hydrolazy.
Hydrolyza esterov cholesterolu sa kvantifikuje stanovenim
poklesu hladiny radioaktivne oznadkovanych esterov choleste-
rolu. [E. H. Harrison a kol., J. Lipid. Res 31, 2187 (1990)].
Po uvedenych inkubdciach sa bunky premyli fyziologickym
roztokom s fosfatovycm pufrom a extrahovali zmesou



hexén:izopropanol v pomere (3:2 v/v). MEdid sa extrahovali
zmesou chloroform:metanol (2:1 v/v). Po odstrineni rozpiitadla
sa volny a esterifikovany cholesterol odseparovali pomocou TLC
(izooktan:dietyléter:kyselina octovd Vv  objemovom pomere
75:25:2). MnoZstvo cholesterolu a radioaktivita &Skvfn sa
stanovili enzymatickou metdédou (Boehringer Mannheim, Nemecko)
[F.Bernini a kol., Atherosclerosis 104, 19 (1993)] alebo
kvapalinovou scintildciou (Lipoluma Lumac, Landgraf, Holand-

sko) . Vysledky si uvedené v tabulke 2.

TABULKA 2 - Vplyv lerkanidipinu a jeho enantiomérov na
hydrolyzu esterov cholesterolu v makrofédgoch

% esteru cholesterolu

AcLDL 50 jug/ml 31 0,8
AcLDL 50 jug/ml + S-58035 1 ug/ml 15 0,5
AcLDL 50 mg/ml + S-58035 1 jug/ml + 5 x 10°% M LE 12 1,2

AcLDL 50 ug/ml + S-58035 1 ug/ml + 5 x 10" M (S)-LE 14 0,4
AcLDL 50 pug/ml + S-58035 1 ug/ml + 5 x 10 M (R)-LE 16 2,1

Vplyv na oxidaciu LDL

Vysledky experimentdlnych $tddii nazna&ujd klG&ovid dlohu
oxida&nych zmien LDL v rannych Ztadiach rozvoja aterosklerdzy
u ¢loveka. Dostupné uGdaje potvrdzujd, Ze LDL sa in vivo
oxidacne meni a Ze oxidadne zmenené LDL (Ox-LDL) mbéZe celym
radom rdznych mechanizmov spdsobovat aterosklerdzu a zvySenie
jeho vychytavania v tkanivovych makrofagoch {cez drahy
scavengerovych receptorov), méd za nasledok akumuldciu lipidov,
chemotakticky G&inok na monocyty a cytotoxické pdsobenie na

bunky endotelu arteridlnej steny.
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Antioxida&nid kapacita lerkanidipinu sa hodnotila inkubova-
nim LDL s 20 uM Cu** v pritomnosti alebo nepritomnosti réznych
koncentrdcii skiSanych zlG&enin (0,01 uM - 50 uM). Po oxidacii
LDL nasledovalo monitorovanie tvorby konjugovanych diénov pri
234 nm. Podmienky pokusu boli nasledovné: LDL (d = 1,019-
1,063) bolo izolované z poolovanej ludskej plazmy sekvendnym
ultracentrifugovanim pri 4 OCc a 40000 ot&&ok/min v 50Ti rotore
za pouZitia ultracentrifdgy L5-50 (Beckman, Palo Alto, CA).
LDL sa potom dialyzovalo oproti 0,15 M NaCl obsahujicemu 0,01
% etyléndiamintetraoctovej kyseliny pH 7,4, sterilizovalo
filtrdciou cez 0,2 uM milipdrovy filter a aZ do pouZitia (do
3 tyZdiiov) sa skladovalo pri teplote 4 °C v dusikovej atmosfé-
re a v tme. Pred pouZitim sa LDL dialyzovalo oproti fyziolo-
gickému roztoku s fosfatovym pufrom pH 7,4 bez etyléndiamin-
tetraoctovej kyseliny na stlpcoch Sephadex G-25 (PD-10,
Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Svédsko). N&asledne sa LDL
prefiltrovalo cez sterilny 0,22 uM filter. LDL vo fyziologic-
kom roztoku s fosfiatovym tlmivym roztokom (50 mug lipopro-
teinového proteinu/ml) sa oxidovalo inkubaciou pri 25 Oc s 20
MM CusO, po dobu 3 hodin. Roztok lerkianidipinu sa pripravil
ako 1072 M z&sobny roztok v metanole a pridal sa ako etano-
lovy roztok (maximum 1 % v/v) eSte pred pridanim medi. Vplyv
lerkanidipinu na oxiddciu LDL sa stanovil kontinudlnym monito-
rovanim tvorby konjugovanych diénov pomocou zaznamenavania
vzostupu absorbancie pri 234 nm a 5 minutovych intervaloch
v priebehu 3 hodin. Merand vzorka sa porovnavala s kontrolnou
vzorkou obsahujicou fyziologicky roztok s fosfatovym pufrom.
Bol pouZity UV spektrofotometer (Beckman DU 640) s plynulym
snimanim a s automatickou vymenou 6 kyviet. Casovy posun
zaliatku oxidacie bol vypo&itany ako interval medzi krivkou
maximalneho vzostupu propagac¢nej fazy a bazalnej absorbancie
v &ase 0. Vysledky si uvedené v tabulke 3.



TABUIKA 3 - Vplyv lerkanidipinu na dasovy posun zadiatku
oxidacie LDL

Lerkanidipin uM dasovy posun
0 46,5 + 4,6
0,5 45,1 + 3,7
1,0 49,8 + 4,7
2,5 53,6 + 3,3 ©
5,0 73,2 + 4,8 *
10,0 112,7 + 5,2 *
* +
P < 0,05 P < 0,01

Ako uvéddza tabulka 3, 10uM racemdt lerkanidipinu predlZil
fdzu <&asového posunu zadiatku oxidacie LDL na dvojnasobok.
O&inok zld&eniny bol dmerny jej koncentrdcii. Aktivita enan-

tiomérov bola porovnatelnd s aktivitou racemitu.

Hodnotili sa takisto antioxida¢né G&inky lerkanidipinu a
jeho enantiomérov na oxidaciu sprostredkovand bunkami. LDL
neobsahujlci etyléndiamintetraoctovi kyselinu sa za sterilnych
podmienok inkuboval s 5 uM Cutt (100 ug Apo B/ml) v pritom-
nosti bud buniek J774 alebo buniek EAhy-926. Po 22 hodinédch
inkubdcie bola oxidacia zablokovanad pridanim butylovaného
hydroxytoluénu rozpusteného v etanole do média (vysledna kon-
centrdcia 40 juM). Miera peroxidacie lipidov sa merala stanove-
nimlpercenta inhibicie tvorby aldehydovych degrada&nych pro-
duktov s pouZitim skisSky tiobarbiturovou kyselinou [A.N.Hanna
a kol., Biochem. Pharmacol. 45, 753 (1993)]. V strulnosti,
k 0,250 ml inkubovanych vzoriek bolo pridanych najpxrv 0,750 ml
trichléroctovej kyseliny (0,20 % w/v), ndsledne 0,750 ml
kyseliny tiobarbiturovej kyseliny (0,67 % w/v). Vzorky sa
zahrievali 20 min na teplotu 100 C, nasledne sa ochladili a
centrifugovali. Boli vypo¢itané maldéndialdehydové ekvivalenty,
prifom ako Standard slaZil 1,1,3,3-tetrametoxypropén.



Vysledky, zobrazené na obrdzku 5, ziskané s bunkami ATTC
TIB 67 J774A.1 ukazuji, %e lerkanidipin a jeho enantioméry
efektivne inhibujd oxid&ciu LDL. Vysledky zobrazené na
obrézku 6, ziskané s bunkami EAhy 926, ktoré majd mnoho
spolo&nych vlastnosti s endotelidlnymi bunkami, ukazujd, Ze
lerkanidipin inhiboval oxiddciu LDL v rozsahu koncentrédcii od

10 do 100 M.

V opisanych experimentoch bol 1G&inok lerkanidipinu na
bunkami sprostredkovani oxiddciu stanovovany po 22 hodinovej
inkubdcii. V snahe vysvetlitf ni%¥%iu G&innost lerkanidipinu za
tychto podmienok, zistovala sa miera peroxiddcie lipidov
v pritomnosti 30 MM lerkanidipinu v r&znych &asoch odobratim
vzoriek inkuba®ného média a stanovenim oxidadnych zlidenin
vyS8ie opisanym spdsobom. Vysledky zobrazené na obrazku 7
ukazuji, %e 30 uM lerkanidipin vykazoval po 10 hodinéch
inkubdcie velmi vysokd inhibi&nd aktivitu na oxidéciu lipidov.
Tieto vysledky podporujd nédzor, Ze lerkanidipin podany vo
vhodnom Zase mdéZe mat rovnako vyrazny uG&inok na oxiddciu LDL
sprostredkovand bunkami ako m& na oxidaciu sprostredkovani

cu*tt.

Bolo dokizané, %e lerkanidipin je zo v3etkych doteraz
skiSanych 1,4-dihydropyridinov naji&innejsi. Lerkanidipin je
pribliZne o jeden r&d G&innejsi ako lacidipin, ktory bol
dosial v danych experimentdlnych podmienkach zo zndmych

1,4-dihydropyridinov najGéinnejsi.

Vplyv na krvny tlak u psov s hypertenziou

Boli skimané antihypertenzivne G&inky perordlne podavaného

lerkanidipinu a jeho enantiomérov u psov s rendlnou

hypertenziou.

Pri skidZke boli pouZiti psi samci rasy beagle s hmotnostou



12 - 13 kg, vo veku 1 a% 3 rokov (Nossan Allevamenti, Talian-
sko) . Chronicka stabilnd hypertenzia bola navodend konstrik-
ciou obidvoch rendlnych artérii podla Goldblattovej metddy
"hypertenzia dvoch obli&iek a dvoch klipov". V celkovej barbi-
turdtovej anestézii (35 mg/kg i.v.) boli v dvoch zakrokoch
s odstupom jedného mesiaca zaklipované obidve rendlne artérie
origindlnou striebornou rendlnou svorkou, priom sa ich limen
zd%il o cca 60 - 70 %. Dva mesiace po poslednom zdkroku bola
u psov pritomnd experimentdlna rendlna hypertenzia a zvierata
boli pripravené na implantdciu katétra. V celkovej anestézii
pentobarbitalom sodnym (35 mg/kg i.v.) bola za sterilnych
podmienok cez arteria carotis comunnis lateris dextri katétrom
PE 200 Clay Adams 2zakanylovand aorta ascendens. Katéter bol
podkoZne vyvedeny v dorzdlnej &asti krku, naplneny heparini-
zovanym fyziologickym roztokom a denne preplachovany, aby sa
zabrédnilo koaguldcii. Po uplynuti jedného tyZdila na zotavenie
boli zvieratd napojené na tlakovd hlavu HP 1290A, ktoréd bola
pripojend na =zosilfiova® HP 8805B multikandlového polygrafu
Hewlett Packard HP 7700, &im bolo zabezpelené invazivne moni-
torovanie arteridlneho krvného tlaku. Frekvencia srdca sa

od¢itavala manudlne z tlakovej krivky.

VSetky zvieratd boli lie&ené bud placebom alebo lerkanidi-
pinom a jeho (R)- a (S)-enantiomérmi. Lieky sa podavali per-
ordlne rovnym aseptickym katétrom s kruhovym prierezom (Pores

Serlat - Francizsko). Lieky boli suspendované vo vodnom 0,5 %

Methocele A4C s Antifoam M10 (10 %). Poddval sa objem 1 ml/kg.
Ako placebo bola pouiité suspenznd zmes. Polas experimentu bol
arteridlny krvny tlak kontinudlne zaznamendvany 30 mindt pred
(bazdlne hodnoty) a 8 hodin po podani lieku.

Lerkanidipin a (S)-lerkanidipin navodili pokles arteridl-
neho krvného tlaku v zdvislosti od dévky lieku. Hodnoty ED,g
(ddvka spdsobujica 25 % pokles DBP v dobe maximdlneho G&inku)
boli vyhodnotené 1linearnou regresnou analyzou a zhrnuté
v tabulke 4.
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TABULKA 4
Zld&enina ED,c (mg/kg) 95 % C.L.
Lerkanidipin 0,9 (0,5 = 1,6)
(S) -Lerkanidipin 0,4 (0,3 + 0,7)
(R) -Lerkanidipin >> 30

C.L. = konfidené¢ny limit
(S) -lerkanidipin mal najvadsi antihypertenzivny uG¢inok,
bol pribliZne dvakrat G&innejS$i neZ racemat, prifom (R)-enan-
tiomér aZ do davky 30 mg/kg krvny tlak neovplyvnil (menej neZ
10% pokles DBP).
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PATENTOVE NAROKY

1. PouZitie zlG&eniny so vSeobecnym vzorcom I,

O ~A—N—CH—CH,CH(Phl, )
Ry Ra

kde
Ph je fenylova skupina,
Ar je 2-nitrofenylové, 3-nitrofenylové, 2,3-dichlorofenylova

alebo benzofurén-4-ylova skupina,

A je rozvetvend alkylovéd skupina obsahujica 3 az 6 atémov
uhlika,
R je nerozvetvend alebo rozvetvend alkylova skupina obsahu-

jGca 1 a% 6 atémov uhlika, volitelne mono-substituovana
alkoxy skupinou obsahujicou 1 a% 6 atdmov uhlika,

Rq je atém vodika, hydroxy skupina alebo alkylova skupina
obsahujica 1 aZ 4 atémy uhlika,

R, je atdém vodika alebo metylovd skupina,

alebo sol, enantiomér, hydrit alebo solvédt takejto zld€eniny
na pripravu lieku slGZiaceho na prevenciu, zastavenie alebo
zvratenie aterosklerotickych zmien v arteridlnej stene

pacienta.

2. PouZitie lerkanidipinu, (S) -lerkanidipinu alebo
(R) -lerkanidipinu, alebo soli, hydrdtu alebo solvatu takejto
zld&eniny na pripravu lieku slGZiaceho na prevenciu,
zastavenie alebo zvratenie aterosklerotickych  zmien

v arteridlnej stene pacienta.
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3. PouZitie podla ndroku 1 alebo ndroku 2 na pripravu

lieku, ktory obsahuje farmakologicky prijatelné vehikulum.

4. Pou?itie podla lubovolného z predchddzajlicich narokov

na pripravu lieku vhodného na perordlne podavanie.

5. PouZitie podla ndroku 4 na pripravu lieku, ktory

obsahuje 5 aZ 70 % zldGleniny.

6. PouZitie podla néroku 4 alebo ndroku 5 na pripravu
lieku, ktory obsahuje od 0,1 mg do 400 mg zlG&eniny vo forme

jednorazovej davky.

7. PouZitie podla ndroku 4 alebo nédroku 5 na pripravu
lieku, ktory obsahuje od 1 mg do 200 mg zldeniny vo forme

jednorazovej davky.

8. PouZitie podla Yubovolného z narokov 1 aZ 3 na pripravu
lieku v podobe vhodnej na parenterdlne podanie.

9. PouZitie podla naroku 8 na pripravu lieku, ktory

obsahuje 0,5 aZ 30 % zludceniny.

10. PouZitie podla nédroku 8 alebo ndroku 9 na pripravu
lieku, ktory obsahuje 0,5 mg aZ 100 mg udcinnej zlGCeniny vo

forme jednorazovej davky.
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