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Derivat pyridazinonu pro lé¢eni neurochumoralni nerovnovihy

Oblast techniky

Vynélez se tyka pouZiti uritého derivatu pyridazinu pro vyrobu Iéiva pro 1é¢eni neurohumoralni
nerovnovahy zplisobené zménami srde¢ni funkce za G¢elem zabranéni vyvoji srdeéniho selhéni
a/nebo zvy3eni citlivosti kontraktilnich bilkovin srdegniho svalu vii&i vapniku.

Dosavadni stav techniky

Racemicky N-{4-(1,4,5,6—tetrahydro—4—methyl-6—oxo-3-pyridazinyl)fenyl]acetamid byl d¥ive
popsan jako hypotenzni (US 3 746 712) a jeho kardiotonicka latka majici inotropni aktivitu (US
4 397 854). Bylo zjisténo, Ze inotropni G¢inek racemického N-[4—(1,4,5,6-tetrahydro—6—oxo—3—
pyridazinyl)fenyl]acetamidu je zaloZen na inhibici enzymu fosfodiesterazy 111 (PDE III) (Ishimo-
ri T. et al., Arzheim.~Forsch. (1994), 44(5), 583-8). Slougenina I m4 asymetricky uhlikovy atom
a miZe proto existovat v stereoizomernich formach. (R)— a (S)- enantiomery sloueniny I byly
difve popsany v japonské patentové prihlasce (Heisei) JP 3163050. Udaje tykajici se biologické
aktivity enantiomeri v8ak nebyly popsany.

V souCasnosti probiha cela fada klinickych studii na 1é¢bu srde&niho selhéni s inotropnimi slou-
¢eninami, napt. milrinonem, jejichz mechanizmus je zaloZen na inhibici PDE III. Tyto slouéeniny
zvySuji kontraktilitu srde¢niho svalu zvySenim pfenosu kalcia do srdedniho svalu, &im% dochazi k
vazodilataci. Kontrakce srdeéniho svalu je spousténa vazbou kalcia na troponin v tenkém fila-
mentu kontraktilnich bilkovin. Je v§ak mozné, Ze dlouhodoba aplikace inhibitori PDE III vede
k pietiZeni srde¢niho svalu kalciem, které miZe vést k rozvoji arytmie. Proto hlavnim mechaniz-
mem zvySujicim srde¢ni kontraktilitu by mé&l byt mechanizmus, ktery nevede k pietiZeni kalciem.
Zvy$eni obratu intraceluldrniho kalcia uvolnéného ze sarkoplazmatického retikula a zvyseni citli-
vosti kontraktilnich bilkovin vii¢i kalciu jsou ty mechanizmy, které nevyvolavaji pretizeni kal-
ciem.

Pokud ma pacient zavaZzné poskozeni srdedni funkce, miZe byt pofad kontraktilita srde¢niho
svalu udrZena prostfednictvim neurohumoralni aktivace v t&le, coz vede ke zvySenému piisunu
kalcia do srde¢niho svalu. V této situaci miiZe pfetiZeni kalciem vyvolat arytmie a prolongovana
neurohumorélni aktivace vede k akceleraci rozvoje srde&niho selhani. Neurohumoralni nerovno-
vaha miZe byt indikovana napiiklad zménami koncentraci reninu a noradrenalinu v plazmé pa-
cientd. Inhibitory PDE III nemohou byt pouZzivany chronicky v 1é&bé neurohumoralni nerovno-
vahy, protoZze mohou dale zvySovat pfisun kalcia do srde¢niho svalu. Avsak pouziti latek zvysu-
Jicich citlivost vii¢i kalciu miiZe dostatetné zvySovat kontraktilitu jiz za normalnich a snizenych
koncentraci kalcia, ¢imz dochazi ke sniZeni potfeby neurohumoralni aktivace a timto i k zabra-
néni rozvoje srde€niho selhani.

Bylo zjiSténo, Ze (R)-enantiomer N—[{4—(1,4,5,6-tetrahydro—4-methyl-6-o0xo—3-pyridazinyl)-
fenyl]acetamidu zvySuje citlivost vii¢i kalciu na tenkych filamentech kontraktilnich bilkovin,
atoto je jeho hlavni mechanizmus zvySeni srdeni kontraktility. Tento efekt byl neoekavany,
protoZe bylo popséno, Ze mechanizmus G¢inku racemické sloudeniny I spo&iva v inhibici PDE
II. Z tohoto ditvodu jako latka zvy3ujici citlivost viigi kalciu ma (R)—enantiomer N-[4—(1,4,5,6—
tetrahydro—4—methyl-6-oxo-3-pyridazinyl)fenyljacetamidu vyuziti v 16¢b& neurohumoralni ne-
rovnovéhy zpiisobené poruchami srdeéni funkce za Gicelem zabranéni srdeéniho sethéni.
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Podstata vynalezu

Pfedmétem vynalezu je pouZiti (R)-N-[4—(1,4,5,6-tetrahydro—4-methyl-6-ox0-3-pyridazinyl)-
fenyl]acetamidu pro vyrobu Ié€iva pro lé¢eni neurohumoralni nerovnovahy zptisobené zménami
srde¢ni funkce za i¢elem zabranéni vyvoji srdedniho selhani.

Pfedmétem vynélezu je dile také pouziti (R)-N-[4—(1,4,5,6-tetrahydro—4—methyl-6-0x0—3—
pyridazinyl)fenyl]acetamidu pro vyrobu lé&iva pro zvySeni citlivosti kontraktilnich bilkovin
srde¢niho svalu viuci vapniku.

Farmaceuticky u¢inna sloucenina podle tohoto vynalezu je formulovana do davkovych forem za
pouziti principli znamych v oboru. Tato je podana pacientovi jako takova nebo v kombinaci
s vhodnymi farmaceutickymi excipienty ve formé tablet, drazé, kapsli, &ipkd, emulzi, suspenzi
nebo roztoki. Preparit podle vynalezu obsahuje terapeuticky (&inné mnoZstvi farmaceuticky
aktivni slouCeniny, ktera je pfedmétem vynalezu. Obsah aktivni sloudeniny je v preparatu okolo
0,5 az 100% hmotnostné.

V nérokovaném zplsobu miize byt sloudenina, ktera je pfedmé&tem vynélezu, podana v peroral-
nich davkach v rozmezi od zhruba 0,1 aZ do 500 mg, pfednostné od 0,5 do 10 mg za den. Volba
vhodnych sloZek preparatu je rutinni zéaleZitosti pro osoby b&Zn& znalé oboru. Je ziejmé, Ze
mohou byt pouZity také vhodné nosice, rozpoustédla, slozky vytvaiejici gel &i disperze, antioxi-
danty, barviva, sladici latky, zvlh¢ujici slouGeniny a dal3i slozky normalné pouZivané na tomto
technologickém poli.

Priklady provedeni vynélezu

Nasledujici pfiklad bude dale ilustrovat vynalez.

Priklad 1
Ptiprava (R)-N-[4—(1,4,5,6-tetrahydro—4—methyl-6—ox0-3—pyridazinyl)fenyl]acetamidu

(R)-6-[4—aminofenyl)—4,5-dihydro—5-methyl-3—(2H)-pyridazinon (30,0g) a acetonitril
(600 ml) byly smiseny a smés byla zahiivana pod zp&tnym chlazenim az do rozpusténi vychoziho
materialu. Ke smési byl pfidan acetanhydrid (30,0 ml). Po 10 minutich byla smés ochlazena na
pokojovou teplotu. Produkt byl zfiltrovan, promyt acetonitrilem a vysusen. Vyt&zek byl 30,8 g,
teplota tani 230 a% 232 °C, 'H-NMR (DMSO-d¢, 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 =828 Hz), 7,72 (d, 2H, J = 8,8 Hz), 10,09 (s, 1H), 10,88 (s, 1H). [a]p™ =-466° (c = 2 mg/ml,
DMF).

Poutziti sloudeniny, ktera je pfedmétem vynélezu, je demonstrovano nésledujicimi experimenty.
Slougenina A je (R)-N-[4—(1,4,5,6-tetrahydro—4-methyl-6—oxo-3-pyridazinyl)fenyljacetamid.

Utinek zvySujici citlivost obnaZenych srde¢nich vlaken viiéi kalciu

Levy ventrikularni papilarni sval mordete byl odfiznut a promyt v ledovém Tyrodové roztoku.
Poté byl papilrni sval ponofen do roztoku obsahujicim (mM): Octan draselny 74,7, EGTA 10,
MgSO; 5,4, ATP-Na, 4, DTE 1, MOPS 20, pH 7,0 (pomoci 1 M KOH). Nasledng byl papilarni
sval sonikovan pii 10 Wattech po dobu 60 sekund v tomto ledovém roztoku. Vzdalenost mezi
ultrazvukovou sondou a papildrim svalem byla 10 mm. Vlakna (méné neZ 200 um v priméru)
byla odfiznuta od povrchu sonikovanych papilarnich svald. Sonikovana a odtiznuta vldkna byla
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navic udrzovana po dobu 30 minut v "obnaZovacim" (ledovém) roztoku obsahujicim spolu s dal-
§imi slozkami saponin (250 pg/ml). Béhem tohoto postupu bylo priib&Zn& provadéno magnetické
promichévani.

Vlakna, ktera byla dale sefiznuta (méné nez 100 um v priméru) byla poté horizontalné umisténa
spolu s lepidlem (celuléza acetit v acetonu) mezi ocelovou tydinku snimade izometrické sily
(méfici piistroj napéti AME-801, Horten Electronics, Norsko) a sklenénou ty&inku ptipojenou
k mikromanipulatoru. Snima¢ sily byl pfipojen k zesilovagi. Vlikna byla udrZovana v "rela-
xaCnim" roztoku obsahujicim (mM): imidazol 30, ATP-Na, 10, NaN; 5, EGTA 5, MgCl, 12,5
a 350 U kreatinkinazy. Teplota roztoku byla 22 °C a pH bylo nastaveno na 6,7 pomoci 1M KOH.
Iontova sila byla upravena pomoci 1M KCl, aby odpovidala "aktivaénimu" roztoku. SloZeni
"aktivaCniho" roztoku bylo stejné jako sloZeni "relaxaéniho" roztoku s vyjimkou, ze "aktivadni”
roztok obsahoval také CaCl,. Vlakna byla indukovana ke kontrakei v pozadovanych volnych pCa
(-log[Ca®*]), které byly ziskany vhodnym smisenim “relaxa¢nich™ a “aktiva&nich” roztokd. Napeti
vytvofené vlaknem pii pCa 4,8 bylo bréno jako maximalni odpovéd. Na pocatku experimentu
bylo vlakno napnuto tak, jak je popsano vyse.

Utinky zvy3ujici citlivost pro kalcium jsou uvedeny pro Sloudeninu A a milrinon v Tabulce 1.

Tabulka 1. Uginek zvy3ujici citlivost obnaZeného vldkna vii&i kalciu pfi pCa 5,6

Zmena v sile/% kontroly
Sloucenina A 0,3 uM +26+6(N=7)
3 uM +109+ 35 (N=7)
Milrinon Netcinny

Pozitivné inotropni udinek na stimulovaném srde¢nim svalu

Byla pouZzita Ctyfi tydny stard morcata vazici okolo 350 g. V experimentech byl pravy ventriku-
larni papilarni srdeéni sval umistén pro méfeni izometrického napéti v orgdnové 1azni obsahujici
modifikovany Tyrodiv roztok (37 °C) probublavany 95% O,, 5% CO,. SloZeni modifikovaného
Tyrodova roztoku bylo (mM) NaCl 135; MgCl, . 6 H,O 1; KCl1 5; CaCl, . 2 H,0 2; NaHCO; 15;
Na,HPO, . 2H,0 1; glukéza 10; pH 7,3-7,4. Objem oteviené horizontalni komory byl 1 ml
a pratok perfuzniho roztoku protékajiciho komorou byl 5 ml/min. Papilarni sval (méné& nez 1 mm
v priméru) byl napnut horizontalné mezi snima¢ posunu sily (FT 0,3 C) a jehlu fixovanou ke dnu
komory. Na sval byla aplikovéna inicialni natahovaci sila 300 mg, ktera byla elektricky stimulo-
véna (Stimulator model SEC 48 F, Grass Instruments) platinovymi elektrodami pti 1 Hz pomoci
pravodhlych pulzi (trvdni 4 ms). Stimulace byla provadéna pfi nap&ti dvojnisobném neZ je
napéti prahové, aby bylo dosaZeno simultanni aktivace viech myocytii v kapildrnim svalu. Sni-
ma¢ posunu sily byl pfipojen k zesilovadi (polygraph D. C. driver, model 7 DA, Grass Instru-
ments) a programovatelnému skeneru (model SI 5010, Tetronix). Amplifikovany signal byl
digitalizovan 1 kHz frekvenci programovatelnym digitalizaénim zafizenim (model 390 A, Sony
Tetronix).

Inotropni u€inky Slouceniny A a milrinonu jsou uvedeny v Tabulce 2.

Tabulka 2. Pozitivné inotropni G¢inek na papilarni sval mordete

ECS()/ ]JM
Slou¢enina A 0,1
Milrinon 2
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PATENTOVE NAROKY

1. Pouziti (R)-N-{4—(1,4,5,6-tetrahydro-4-methyl-6—oxo—-3-pyridazinyl)fenyl]acetamidu pro
vyrobu léCiva pro lé€eni neurohumoralni nerovnovahy zpisobené zmé&nami srdedni funkce za
ucelem zabranéni vyvoje srde¢niho selhani.

2. Pouziti (R}-N-[4—(1,4,5,6—tetrahydro-4-methyl-6—oxo-3-pyridazinyl)fenyl]acetamidu pro
vyrobu léCiva pro zvySeni citlivosti kontraktilnich bilkovin srdegniho svalu vi&i vapnku.

Konec dokumentu
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